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Zusammenfassung

Einleitung: Die 15-Lipoxygenase (ALOX15) ist eine Nichthameisen enthaltende
Dioxygenase, die mehrfach ungesattigte Fettsduren zu Hydroperoxyfettsauren
oxygeniert. Sie ist an der Synthese von bioaktiven Botenstoffen (Leukotriene, Lipoxine)
sowie am Lipoproteinstoffwechsel beteiligt und spielt damit eine wichtige Rolle bei
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen. ALOX15-Orthologe werden von
fast allen Saugetierspezies exprimiert. Phylogenetisch altere Saugetiere (Maus, Ratte,
Schwein) besitzen 12-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe, wahrend hoher entwickelte
Saugetiere (Schimpansen, Mensch) 15-lipoxygenierende Enzyme exprimieren. Um
mogliche Triebkrafte fur diese evolutionare Veranderung der Reaktionsspezifitat von
ALOX15-Orthologen zu identifizieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit vier
Arbeitshypothesen getestet: i) 15-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe besitzen eine
hohere Linolsaureoxygenierungsaktivitat und sind damit effektivere Enzyme. ii) 15-
lipoxygenierende ALOX15-Orthologe verfugen uber eine hohere
Membranoxygenaseaktivitat. iii) 15-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe weisen eine
hohere Syntheseaktivitadt fur antiinflammatorische Lipoxine auf. iv) Die Sensitivitat
gegenuber LOX-Hemmstoffen korreliert mit der Reaktionsspezifitdt der ALOX15-
Orthologen.

Methodik: Um diese Hypothesen =zu testen, wurden ALOX15-Orthologe
verschiedener Saugetiere rekombinant exprimiert und deren Fahigkeit zur
Linolsaureoxygenierung, zur Membranoxygenierung und zur Lipoxinsynthese
miteinander verglichen. Weiterhin wurde die Hemmbarkeit der Enzymorthologen durch
ausgewahlte Lipoxygenasehemmstoffe getestet.

Ergebnisse: Es konnten keine systematischen Unterschiede zwischen 12- und 15-
lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Oxygenierung
von Linolsaure und von Biomembranen nachgewiesen werden. Unter Verwendung
verschiedener Substrate wurde gezeigt, dass die Lipoxinsynthaseaktivitdten von 15-
lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen signifikant (p<0.01) hoher lagen als die von 12-
lipoxygenierenden Enzymen. Die Hemmwirkung ausgewahlter Standardhemmstoffe
korrelierte nicht mit der Reaktionsspezifitat der Arachidonsaureoxygenierung.

Schlussfolgerung: 15-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe haben eine hohere
Synthaseaktivitat fur antiinflammatorische Lipoxine als 12-lipoxygenierenden Enzyme.
Diese Daten konnen dahingehend interpretiert werden, dass hoher entwickelte
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Saugetiere die Entzindungsreaktion besser kontrollieren konnen. Die veranderte
Reaktionsspezifitat der ALOX15 ware damit Bestandteil einer evolutionaren
Optimierungsstrategie des Immunsystems. Da die Effektivitat der Hemmung von
ALOX15 durch Standardhemmstoffe nicht mit der Reaktionsspezifitat korreliert und da
sich  ALOX15-Orthologe hinsichtlich ihrer Sensitivitat gegenuber verschiedenen
Hemmstoffen teils drastisch voneinander unterscheiden, kann a priori nicht davon
ausgegangen werden, dass effektive Hemmstoffe der humanen ALOX15 (15-
lipoxygenierend) auch die murinen ALOX15-Orthologen (12-lipoxygenierend) hemmen.



Abstract

Introduction: 15-lipoxygenase (ALOX15) is a nonheme-iron containing
dioxygenase that catalyzes the dioxygenation of polyunsaturated fatty acids to
hydroperoxy derivatives. It has been implicated in the biosynthesis of lipid mediators
such as leukotriens and lipoxins but also in lipoprotein metabolism and thus, it plays an
important role in physiological and pathophysiological processes. ALOX15 genes occur
in most mammalian genomes and the ALOX15-orthologs of lower mammals (mouse,
rat, pig) exhibit arachidonic acid 12-lipoxygenating activities. In contrast, higher
mammals (human, chimpanzee) express arachidonic acid 15-lipoxygenating enzymes.
To explore the potential driving forces for these evolutionary alterations the following
hypothesises were tested in this dissertation: i) 15-lipoxygenating ALOX15-orthologs
exhibit a higher linoleic acid oxygenase activity than 12-lipoxygenating orthologs and
thus, are more effective lipid peroxidizing enzymes. ii) 15-lipoxygenating ALOX15-
orthologs exhibit a higher membrane oxygenase activity. iii) 15-lipoxygenating ALOX15-
orthologs exhibit a higher biosynthetic capacity for anti-inflammatory lipoxins. iv) The
sensitivity of ALOX15-orthologs for standard LOX-inhibitors correlates with the reaction
specificity of the enzymes.

Methodology: To test these working hypothesises we expressed several 12-
and 15-lipoxygenating ALOX15-orthologs as recombinant proteins in E. coli and
quantified their oxygenase activities of linoleic acid and biomembranes. We also
measured their synthetic capacity for anti-inflammatory lipoxins and tested their
sensitivity for standard LOX inhibitors.

Results: We did not detect significant differences between 12- and 15-
lipoxygenating ALOX15-orthologs when we quantified the linoleic acid and membrane
oxygenase activity of the enzymes. In contrast, the biosynthetic capacity for anti-
inflammatory lipoxins from different substrates was significantly (p<0.01) higher for 15-
lipoxygenating ALOX15-orthologs when compared with their 12-lipoxygenating
counterparts. The inhibitory potency of several standard LOX-inhibitors did not correlate
with the reaction specificity of the ALOX15-orthologs.

Conclusions: When compared with 12-lipoxygenating ALOX15-orthologs 15-
lipoxygenating enzymes exhibit an improved capacity for the biosynthesis of anti-
inflammatory lipoxins. From this data it might be concluded that higher mammals, which
express 15-lipoxygenating ALOX15-orthologs, have an improved capacity for controlling
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inflammatory reactions. If this is the case the observed evolutionary switch in the
reaction specificity of ALOX15-orthologs can be considered as part of a more
comprehensive evolutionary program aimed at optimizing the mammalian immune
system. Since the inhibitory potency of various standard LOX-inhibitors did not correlate
with the reaction specificity and since the degree of inhibition was different for ALOX15-
orthologs of different species one cannot conclude that effective inhibitors of human
ALOX15 do also inhibit murine or porcine ALOX15-orthologs.



Abkurzungsverzeichnis

12-HETE 12-Hydroxyeicosa-52,8Z,10E,14Z-tetraensaure
12-HpETE 12-Hydroperoxyeicosa-57,8Z,10E,14Z-tetraensaure
15-HETE 15-Hydroxyeicosa-52,8Z2,11Z,14E-tetraensaure
15-HpETE 15-Hydroperoxyeicosa-57,8Z2,11Z,14E-tetraensaure
4-NC 4-Nitrocatechol

5-HETE 5-Hydroxyeicosa-6E,8211Z,14Z-tetraensaure

AA Arachidonsaure

ALOX15 Arachidonsaure Lipoxygenase15-1; 12/15-Lipoxygenase
Amp Ampicillin

BCC Baicalein
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cDNA Komplementare DNA

CHCA Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure

chiALOX15 Lipoxygenase15 des Pongo pygmaeus (Schimpanse)
dNTPs 2’-Desoxyribonucleosid-5’-triphosphate

EGCG Epigallocatechingallat

ETYA 5-,8-,11-,14-Eicosatetraensaure

HEPES-Puffer

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

HETE

Hydroxyeicosatetraensaure

HPLC Hochleistungsflussigkeitschromatographie (,high performance
liquid chromatography®)

HRP Horseradish peroxidase

humALOX15 Humane Lipoxygenase15

humI418AALOX15 Lipoxygenase15 der Isoleucin 418 Alanin Mutante des
Menschen

ICs0 Mittlere inhibitorische Konzentration

IPTG Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid

KOH Kaliumhydroxid

LB-Medium Lysogeny Broth Medium




LI-1 15-Lipoxygenase Inhibitor 1

LOX Lipoxygenase

macALOX15 Lipoxygenase15 des Macaca mulatta (Rhesusaffe)

mAU Milli Absorbance Units

mouALOX15 Lipoxygenase15 der Maus

mouL353FALOX15 Lipoxygenase15 der Leucin 353 Phenylalanin Mutante der
Maus

ODe0o Optische Dichte

PBS Phosphat Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

pigALOX15 Lipoxygenase15 des Schweins

ponALOX15 Lipoxygenase15 des Orang-Utan

PUFA Polyunsaturated fatty acids (mehrfach ungesattigte Fettsauren)

Rab-conALOX15 Aus Retikulozyten aufgereinigte Lipoxygenase15 des
Kaninchens

rabALOX15 Lipoxygenase15 des Kaninchens

ratALOX15 Lipoxygenase15 der Ratte

ratL353FALOX15 Lipoxygenase15 der Leucin 353 Phenylalanin Mutante der
Ratte

RCF Relative centrifugal force

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

SHAM Salicylhnydroxamsaure

SMP Submitochondriale Partikel

SOC-Medium Super-Optimal-Broth Medium

SPM Specialized pro-resolving mediators

TAE-Puffer TRIS-Acetat-EDTA-Puffer

Nukleinsdurebasen-Abkiirzungen

A Adenin
C Cytosin
G Guanin
T Thymin
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Aminoséure-Abkiirzungen (one and three letter code)
Ala A Alanin

Arg R Arginin

Asn N Asparagin
Asp D Aspartat
Cys C Cystein

Glu E Glutamat
Gin Q Glutamin
Gy G Glycin

His H Histidin

lle I Isoleucin
Leu L Leucin

Lys K Lysin

Met M Methionin
Phe F Phenylalanin
Pro P Prolin

Ser S Serin

Thr T Threonin
Tp W Tryptophan
Tyr Y Tyrosin

Val V Valin

11



1 Einleitung

1.1 Definition der Lipoxygenasen

Lipoxygenasen gehoren zur Familie der Nichthameisen enthaltenden
Dioxygenasen (1). lhre katalytische Aktivitat besteht in der Oxidation von mehrfach
ungesattigten Fettsauren (PUFAs), die durch die Einfuhrung von molekularem
Sauerstoff zu Hydroperoxyfettsauren umgewandelt werden (2). Lipoxygenasen kommen
sowohl in Eukaryonten als auch Prokaryonten vor, wobei bisher noch keine LOXs in
Archaeen beschrieben worden sind. Auch bakterielle LOXs sind eher selten, da in den
bisher sequenzierten bakteriellen Genomen nur bei weniger als 0.1 % LOX-like
Sequenzen identifiziert werden konnten (3). Bei hoher entwickelten Pflanzen und Tieren
kommen LOXs jedoch weit verbreitet vor. Pflanzliche Lipoxygenasen bevorzugen
Linolsdure (C1s: A%'?, w6), gamma-Linolensdure (Cis: A®%'2, w6) und alpha-
Linolensaure (C1s: A%'215, w3) als Substrate. Bei Vertebraten hingegen dienen sowohl
Linolsdure (C1s: A%®'2, w6) als auch Arachidonsédure (AA) (Czo: AS81M14 (v6),
Eicosapentaensaure (EPA) (Cgo: AS811.1417 (h3) und Docosahexaensaure (DHA) (Cz:
A*710.1316.19 - ()3) als LOX-Substrate (4). Da freie Fettsauren in Zellen jedoch nur in
geringen  Konzentrationen vorkommen, mussen sie bei Aktivierung der
Lipoxygenasereaktion aus den Phospholipiden der Zellmembranen freigesetzt werden.
Zustandig fur diese Freisetzungsreaktion ist die zytosolische Phospholipase A2 (5). Als
Produkte der primaren Lipoxygenasereaktion entstehen Hydroperoxyfettsauren
(HpETEs). Diese konnen entweder durch reduzierende Enzyme (z.B.
Glutathionperoxidasen) zu Hydroxyfettsauren (HETEs) reduziert werden oder in
weiteren enzymatischen Reaktionen zu bioaktiven Lipidmediatoren wie Leukotrienen
(6), Lipoxinen (7), Resolvinen (8), Eoxinen (9), Hepoxilinen (10), Protektinen (11) u.a.m.

umgewandelt werden.

1.2 Kilassifizierung der Lipoxygenasen

Es wurde mehrfach versucht, die heterogene Enzymfamilie der Lipoxygenasen
sinnvoll zu subklassifizieren. Diese Aufgabe erwies sich jedoch als hoch problematisch
und konnte bis heute nicht umfassend gelost werden. Der erste Ansatz der
Subklassifizierung von Lipoxygenasen erfolgte anhand ihrer Reaktionsspezifitat mit dem
Modellsubstrat Arachidonsaure. So wurden die Enzyme, die eine Oxidation des 15.
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Kohlenstoffatoms der Arachidonsaure katalysieren, als 15-LOXs klassifiziert. Enzyme,
die hingegen eine Oxidation des 12. Kohlenstoffatoms der Arachidonsaure katalysieren,
wurden 12-LOXs genannt. Dieses Konzept war einleuchtend, leicht verstandlich und in
den fruhen Phasen der LOX-Forschung auch durchaus hilfreich. Mit der zunehmenden
Vielfalt der verfugbaren LOX-Sequenzen wurde die Anwendung dieses Konzeptes
jedoch zunehmend problematischer, da bei diesem Kilassifikationssystem die
evolutionaren Zusammenhange der Lipoxygenasen aulder Acht gelassen werden (3).

Beispielsweise produziert die humane ALOX15 vorrangig 15-H(p)ETE aus
Arachidonsaure und musste damit als 15-LOX klassifiziert werden. Die orthologe
murine Variante des Enzyms bildet jedoch hauptsachlich 12-H(p)ETE aus
Arachidonsaure und musste nach dem Positionsspezifitdtskonzept als 12-LOX einstuft
werden (12). Andererseits stellen diese orthologen Enzyme die funktionellen
Aquivalente in den verschiedenen Séaugetierspezies dar und besitzen &hnliche
biologische Funktionen. Deshalb sollten sie nicht in verschiedene Enzymklassen
eingeteilt werden. Dasselbe gilt fur die humALOX15B, die fast ausschliel3lich 15-
H(p)ETE aus Arachidonsaure produziert. Die murine Alox15b hingegen bildet vor allem
8-H(p)ETE. Damit unterscheiden sich die Reaktionsspezifitdten der beiden Enzyme
deutlich voneinander, obwohl die beiden LOXs eine grof3e evolutionare Verwandtschaft
aufweisen (orthologe Enzyme in zwei unterschiedlichen Saugetierspezies). Ein weiterer
Nachteil des spezifitatsbasierten Klassifikationssystems ist, dass die Reaktionsspezifitat
von LOXs keine absolute Enzymeigenschaft ist, sondern von der Struktur der Substrate
(13) und von den Reaktionsbedingungen (14, 15) abhangt. Das bedeutet, dass ein
Enzym z.B. bei Oxygenierung eines Substrates auch verschiedene Produkte
synthetisieren kann. So produziert die ALOX15 des Menschen zwar hauptsachlich 15-
H(p)ETE aus Arachidonsaure, aber in geringen Mengen entsteht auch 12-H(p)ETE.
Umgekehrt gilt fir einige Arachidonsaure-12-lipoxygenierende Lipoxygenasen, dass sie
auch 15-H(p)ETE synthetisieren. Weiterhin nutzen vor allem Lipoxygenasen von
Pflanzen andere Substrate als Arachidonsaure. Deshalb werden fur pflanzliche
Lipoxygenasen Linolsaure-basierte Klassifikationskonzepte genutzt (16, 17).

Um diese Schwachpunkte der LOX-Klassifizierung zu umgehen, wurde kurzlich fur
Saugetier-LOXs ein Klassifizierungskonzept vorgeschlagen, das auf den
Verwandtschaftsbeziehungen  der zugehdrigen Gene beruht. In  diesem
Klassifikationssystem werden die Genbezeichnungen auch fur die Enzymnamen

verwendet. Um Verwechslungen zu vermeiden, werden die Gennamen Kkursiv
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geschrieben. Aullerdem wird die Tierspezies kenntlich gemacht, indem sie in Form
eines Codes aus 3 Buchstaben der Genbezeichnung vorangestellt wird. Das humane
Genom enthalt sechs funktionelle LOX-Gene (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B,
ALOXES3, ALOXYS), die fur sechs verschiedene Lipoxygenaseisoformen codieren (18).
Abgesehen vom ALOX5-Gen, welches auf Chromosom 10 liegt, wurden alle anderen
ALOX-codierenden Gene in einem gemeinsamen Gencluster lokalisiert, das sich auf
Chromosom 17 befindet.

Das ALOX15-Gen kodiert fur die ALOX15, die beim Menschen vor allem in
eosinophilen  Granulozyten (19), broncho-alveolaren Epithelzellen (20) und
Monozyten/Makrophagen (21) exprimiert wird. Das ALOX715B-Gen codiert fur die
ALOX15B, die sich u.a. in Epithelzellen finden lasst (22). Das ALOX12-Gen codiert fur
die Thrombozyten-ALOX12, die nicht nur in hohem Mal3e in Blutplattchen (23), sondern
auch in der Haut exprimiert wird (24). Das ALOX12B-Gen (12R-lipoxygenierendes
Enzym) und das ALOXE3-Gen (12S-lipoxygenierendes Enzym) codieren fur zwei
epidermale LOX-Isoformen, die beide vor allem in der Haut exprimiert werden. Diese
Enzyme sollen fur die Differenzierung von Keratinozyten und die epidermale
Wasserbarriere verantwortlich sein (25). Die ALOXS5 ist das Schlisselenzym der
Leukotriensynthese (1) und wird vom ALOX5-Gen codiert.

Das Mausgenom hingegen enthalt sieben funktionelle LOX-Gene (Alox15,
Alox15b, Alox12, Alox12b, Alox5, Aloxe3, Aloxe12), wobei das murine Aloxe12-Gen im
menschlichen Genom als funktionsloses Pseudogen vorkommt (18). Die mouALOX15
ist ein 12-lipoxygenierendes Enzym, das Arachidonsaure hauptsachlich zu 12-H(p)ETE
verstoffwechselt (26), wohingegen das orthologe Enzym beim Menschen 15-H(p)ETE
synthetisiert. Um Verwirrungen zu vermeiden, sollte das Mausenzym als 12-
lipoxygenierende ALOX15 bezeichnet werden.

Die strukturellen Ursachen fur die unterschiedliche Reaktionsspezifitat orthologer
Enzyme in verschiedenen Tierspezies sind eingehend untersucht worden. So konnte
durch ortsgerichtete Mutagenese die 15-lipoxygenierende humane ALOX15 in ein 12-
lipoxygenierendes Enzym umgewandelt werden (27). Dazu wurde das Isoleucin, das
sich an Stelle 418 der Aminosauresequenz befindet, in ein Alanin umgewandelt. Dieser
Wechsel fuhrt entsprechend des Triadenkonzeptes (siehe Kap. 1.4) zu einer
VergroBerung der Substratbindungstasche und verursacht damit den 12-
lipoxygenierenden Charakter dieser Lipoxygenasemutante. Ahnliche Veranderungen
konnten fur die ALOX15 des Kaninchens (28) und die orthologen Enzyme
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verschiedener Primaten (29) mit vergleichbaren Mutagenesestrategien induziert
werden. Umgekehrt kann die 12-lipoxygenierende mouALOX15 durch eine Mutation
des Leucins an Stelle 353 in ein Phenylalanin zu einer 15-lipoxygenierenden LOX
umgewandelt werden (30).

1.3 Lipoxygenasereaktion
Der Mechanismus der Lipoxygenasereaktion kann formal in vier
Elementarreaktionen unterteilt werden (1, 30) (siehe Abb. 1):

1) Schritt 1 ist die Abstraktion von Wasserstoff von einer doppelallylstandigen
Methylengruppe der Substratfettsdure. Das abgespaltene Wasserstoffatom
besteht formal aus einem Proton und einem Elektron. Das Elektron wird auf das
dreiwertige Nichthameisen, das sich im aktiven Zentrum der Lipoxygenase
befindet, Ubertragen und reduziert das Eisen zu Fe[ll] (31). Durch die initiale
Wasserstoffabstraktion entsteht aus der Substratfettsaure ein
kohlenstoffzentriertes Fettsaureradikal.

2) Im zweiten Schritt der Reaktion kommt es zu einer Radikalverschiebung. Dabei
wandert das ungepaarte Elektron des Fettsaureradikals, das bei der
Wasserstoffabstraktion entstanden ist, entweder um zwei Kohlenstoffatome in
Richtung Methylende (n+2-Radikalverschiebung) oder in Richtung Carboxylende
(n-2-Radikalverschiebung) der Fettsaure. Die Richtung der Radikalverschiebung
wird durch die Reaktionsspezifitat des Enzyms vorgegeben (32).

3) Im dritten Schritt der Reaktion kommt es zur Sauerstoffinsertion. Dabei wird
atmospharischer Sauerstoff an das Fettsaureradikal gebunden und es entsteht
ein sauerstoffzentriertes Peroxyradikal. Diese Teilreaktion verlauft ebenfalls
positions- und stereospezifisch in Abhangigkeit von der Reaktionsspezifitat des
Enzyms.

4) Im vierten und letzten Schritt, der Radikalreduktion, wird das
Fettsaureperoxyradikal zum Peroxyanion reduziert. Das dazu bendtigte Elektron
stammt vom zweiwertigen Nichthameisen, das somit wieder in seine katalytisch
aktive dreiwertige Form Ubergeht. Die entstandene Hydroperoxyfettsaure wird
anschlie3end protoniert und dissoziiert vom aktiven Zentrum des Enzyms ab.
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Abb. 1: Reaktionsmechanismus der Lipoxygenasen (modifiziert nach Ivanov et al. (2010)): Die vier
Elementarreaktionen sind durch die grau hinterlegten Kasten definiert und im Text naher beschrieben.

1.4 Struktur der Lipoxygenasen

Die meisten bisher strukturell aufgeklarten Lipoxygenasen besitzen zwei
Domanen, von denen die eine katalytische, die andere hingegen regulatorische
Funktionen erfullt. Bei niederen Organismen ist diese Aufteilung in zwei Domanen
teilweise nicht vorhanden (33) und bei einigen niederen eukaryotischen Organismen
kommen Lipoxygenasen auch als Fusionsproteine vor, bei denen die katalytische LOX-
Domane mit anderen Proteindomanen fusioniert ist, die unterschiedliche katalytische
Aktivitaten aufweisen (34-36).

Die kleinere N-Terminale Domane, die vorrangig aus parallel bzw. anti-parallel
angeordneten beta-Faltblattern besteht (37), hat regulatorische Bedeutung und ist in die
Membranbindung der Enzyme involviert. Die das katalytische Nichthameisen
enthaltende C-terminale Domane besteht dagegen hauptsachlich aus alpha-Helices
(siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Kristallstruktur der ALOX15 des Kaninchens. Die beta-Faltblatter der regulatorischen Domane sind gelb
dargestellt. In blau sind die alpha-Helices der katalytischen Domane eingefarbt. Die orangefarbene Kugel
reprasentiert das Nichthdmeisen. Am aktiven Zentrum findet sich das in griin eingefarbte Substrat Arachidonsaure.
Die Proteinstruktur wurde zur Verfugung gestellt von der AG Kuhn.

Fur die ALOX15-Orthologen verschiedener Saugetiere dient das Triadenkonzept
als Erklarungsansatz ihrer Reaktionsspezifitat. Es beruht zum einen darauf, dass
Lipoxygenasen eine Substratbindungstasche besitzen, in der sich das katalytisch aktive
Nichthameisen befindet und zum anderen, dass die PUFAs mit ihrem Methylende voran
in die Substratbindungstasche eintreten. Am Boden der Substratbindungstasche
befinden sich drei Aminosauren, die fur die Reaktionsspezifitat bedeutsam sind. Diese
sind bei der Kaninchen-ALOX15 das Phe353, das lle418 und das 11e593. Auf Basis von
Mutageneseexperimenten wurden fur diese und andere ALOX-Orthologen drei fur die
Positionsspezifitat wichtige Regionen in der Primarstruktur der Enzyme beschrieben:

i) Die Region um lle418 und Met 419 (Sloane Determinante [SL]);

ii) Die Region um Phe353 (Borngraber 1 Determinante [BGlI]);

iii) Die Region um 11593 (Borngraber 2 Determinante [BGII]).

Die Seitenketten dieser Aminosauren sind fur die Tiefe der Substratbindungstasche
verantwortlich und beeinflussen damit die Orientierung der PUFA am aktiven Zentrum.
So konnen Fettsauren tiefer in die Substratbindungstasche eindringen, wenn kleine
Seitenketten an diesen Stellen vorhanden sind. Besitzen die Aminosauren der
Determinanten am Grunde der Substratbindungstasche sperrige Seitenketten, kann die
Substratfettsaure  weniger tief eintauchen. Nach den Vorstellungen des
Triadenkonzeptes ist die Tiefe der Substratbindungstasche entscheidend dafur, an
welchem Kohlenstoffatom der Arachidonsaure die Wasserstoffabstraktion stattfindet. Ist

die Tasche tief, so erfolgt die Wasserstoffabstraktion eher am C10 (12-lipoxygenierend).
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GroRere Seitenketten verhindern ein zu tiefes Eindringen der Substrate, sodass
Wasserstoff bevorzugt vom C13 (15-lipoxygenierend) abstrahiert wird (30). Angesichts
dieser Befunde kann durch einfache Punktmutationen die Reaktionsspezifitat von
ALOX15-Orthologen verandert werden. So fuhrt die Mutation des Isoleucins an der 418.
Stelle der 15-lipoxygenierenden ALOX15 des Menschen zu einem Alanin dazu, dass
die Lipoxygenase einen vorrangig 12-lipoxygenierenden Charakter annimmt (27).
Umgekehrt bewirkt eine Mutation des Phenylalanins an Stelle 353 zu einem Leucin bei
der 12-lipoxygenierenden mouALOX15 eine Veranderung der Reaktionsspezifitat, was
durch den Wechsel des Hauptprodukts 12-H(p)ETE zu 15-H(p)ETE verdeutlicht wird.
Fir diese Veranderung ist lediglich eine EinfiUhrung des raumfordernden Phenylalanins
an dieser Stelle notig, die im 12-lipoxygenierenden Wildtypenzym von einem kleineren
Leucin eingenommen wird. Dadurch wird das tiefere Eindringen der Substratfettsaure
verhindert und die Wasserstoffabstraktion erfolgt am C13 (siehe Abb. 3).

1 S_|| poxygenierende ALOX1S5 12'|| poxygen ierende ALOX15
6593 ) O~ ’ g Ala593 0:  ¢c10
\ \
lled418 */!A:* m e U 0 Alad18 //\/\\_,/:\\,/“:\;!/‘:"\v/:\ - COOH
Phe353 Fe Leu3s3 Fe

Abb. 3: Das Triadenkonzept der Positionsspezifitat von ALOX15-Orthologen. Die Arachidonsaure taucht mit
ihrem Methylende zuerst in die Substratbindungstasche ein. Die sperrigen Aminosdauren am Boden der
Substratbindungstasche verhindern bei 15-lipoxygenierenden Orthologen das tiefere Eindringen des Substrates. Das
13. Kohlenstoffatom der Arachidonsaure kommt dadurch am Eisen im aktiven Zentrum zu liegen, was eine 15-
Lipoxygenierung der Substratfettsaure bewirkt. Bei der durch die Anwesenheit kleinerer Aminosauren vergréRerten
Substratbindungstasche kommt es bei den 12-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen zum tieferen Eindringen der
Arachidonsaure, was zur Wasserstoffabstraktion am C10 der Arachidonsaure und damit zur 12-Lipoxygenierung
fuhrt.

1.5 Biologische Rolle der Lipoxygenasen

Enzyme wie die ALOX5, COX1 und COX2 entfalten ihre biologische Funktion tuber
die Synthese von bioaktiven Botenstoffen wie Prostaglandinen, Leukotrienen und
Lipoxinen. Dieses Wissen fiihrte zu der Annahme, dass Ahnliches auch fiir die ALOX15
zutrifft. Obwohl eine Reihe von biologischen Aktivitaten fur die Produkte der ALOX15
erforscht wurden (38), gibt es doch mindestens zwei weitere Mdglichkeiten, wie die
ALOX15-Orthologen ihre biologischen Funktionen ausuben konnen.

18



1. Als intrazellulares lipidperoxidierendes Enzym ist die ALOX15 an der Regulation
des zellularen Redoxgleichgewichtes beteiligt. Da die regulatorischen Aktivitaten
verschiedener  Transkriptionsfaktoren vom zellularen Redoxgleichgewicht
abhangen, kann die ALOX15 als Regulator der Genexpression angesehen
werden.

2. Durch ihre Fahigkeit PUFAs zu oxydieren, sogar wenn diese Bestandteil von
Biomembranen und Lipoproteinen sind, scheint die ALOX15 am Umbau von
Zellorganellen und am lokalen Lipoproteinstoffwechsel beteiligt zu sein.

Zur Rolle der ALOX15 bei der Pathogenese verschiedener Erkrankungen gibt es
in der Literatur teils gegenlaufige Befunde. In Prostatatumorzellen ist die Expression der
ALOX15 um ein vielfaches hoher als im angrenzenden gesunden Gewebe (39). Mit der
Hohe der ALOX15-Expression steigt die Malignitat der Erkrankung. Damit kann das
ALOX15-Gen als Onkogen angesehen werden, welches die maligne Transformation
unterstutzt. Beim Kolonkarzinom fungiert das ALOX175-Gen jedoch eher als
Tumorsuppressorgen. Die down-Regulation der ALOX15-Expression ist mit kolorektaler
Tumorgenese verknupft. Eine Erhohung der ALOX15-Expression fuhrt zur Hemmung
der Expression antiapoptotischer Proteine und verhindert damit Zellproliferation und
Tumorwachstum (40). Potenzielle therapeutische Einsatzmadglichkeiten von ALOX15-
Inhibitoren umfassen Asthma bronchiale (41), koronare Herzerkrankung (42) und die
Verringerung von Hirnschaden nach einem Schlaganfall (43) (siehe Abb. 4).

Physiologische Funktionen

| Spermatogenese || Gehirnentwicklung |

Erythrozytenreifung Endothelbarriere

Hormonsekretion
und Ovulation

Adipozyten
differenzierung

ALOX15

Pathophysiologische Funktionen

Abb. 4: Beteiligung der ALOX15 an physiologischen und pathophysiologischen Prozessen [modifiziert nach
Ivanov et al., 2015 (44)]. Erlauterungen siehe Text.
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1.6 Evolution der Lipoxygenasen

Seit ca. 25 Jahren wird das Dreidomanenmodell des irdischen Lebens angewandt,
um die grol3e Artenvielfalt, die in 4 Milliarden Jahren entstanden ist, zu systematisieren.
Die drei Domanen, denen jedes irdische Lebewesen zugeteilt werden kann, sind
Eubacteria, Archeabacteria und Eukaryonten. Dieses Klassifikationssystem beruht auf
der Struktur der ribosomalen RNA. Die rRNA aller Eubacteria enthalt beispielsweise als
Erkennungsmerkmal eine Haarnadelstruktur zwischen den Positionen 500 und 545,
was sie von den entsprechenden Molekulen aller Eukaryonten und Archeae
unterscheidet (45). Lipoxygenasen kommen in zwei (Eubacteria, Eukaryonten) der drei
Domanen des Lebens vor. Obwohl LOX-ahnliche Sequenzen in den Genomen einiger
Archeaspezies gefunden wurden, gibt es noch keine Berichte Uber funktionelle LOX-
Isoformen in diesen Mirkoorganismen (3). In Bakterien kommen Lipoxygenasen zwar
vor (46), jedoch ist ihre Verbreitung eher gering (47). Auf Basis der derzeit verfugbaren
Bakteriengenome lie® sich ableiten, dass Lipoxygenasen in weniger als 0,1 % aller
Bakterienarten vorkommen (3). In hoch entwickelten Pflanzen und Tieren kommen
Lipoxygenasen weit haufiger vor und die meisten Saugetierspezies exprimieren sogar
mehrere LOX-Isoformen (47).

In Saugetieren kdonnen zwei Subtypen der ALOX15-Orthologen unterschieden
werden. Phylogenetisch altere, das heil3t weniger hoch entwickelte Saugetierspezies,
wie Mause (12), Ratten (48), Schweine (49) und Kuihe (50) exprimieren 12-
lipoxygenierende ALOX15-Orthologe. Auch niedere Primaten wie Rhesusaffen
(Makake) und Paviane verfugen uber 12-lipoxygenierende ALOX15-Enzyme (51). Auf
der anderen Seite kommen 15-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe bei hoheren
Primaten wie dem Orang-Utan (52), dem Gorilla (unpubliziert), dem Schimpansen (51),
dem Bonobo (51) und dem Menschen (27) vor. Auch ausgestorbene Menschenarten,
wie H. neandertalensis und H. denisovan (53) exprimieren 15-lipoxygenierende
ALOX15-Orthologe.

Tab. 1 zeigt die Determinanten des Triadenkonzeptes (Sloane Determinante [SL]),
(Borngraber 1 Determinante [BGI]), (Borngraber 2 Determinante [BGII]) der ALOX15-
Orthologen ausgewahlter Saugetierspezies. Aulerdem ist die dadurch zu erwartende
und die experimentell bestatigte Positionsspezifitat der Enzyme angegeben.
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Tab. 1: Determinanten des Triadenkonzepts der ALOX15-Orthologen von Saugetieren. Die Informationen zu
den Aminosauren der Sequenzdeterminanten wurden Datenbanken entnommen. Es sind sowohl anhand der
Aminosauresequenzen zu erwartende als auch die experimentell festgestellten Reaktionsspezifitadten angegeben.
Bisher noch nicht experimentell ermittelte bzw. nicht vorhersagbare Spezifitdten sind als n.a. gekennzeichnet.
Modifiziert nach (51).

Evolutionsstufe Spezies BG1 SL BG2 Zu Ermittelte
erwartende Spezfitat
Spezifitat
Primaten H. Sapiens F IM IT 15-HETE 15-HETE
H. neandertalensis F IM IT 15-HETE 15-HETE
H. denisovan F IM IT 15-HETE 15-HETE
Bonobo F IM IT 15-HETE 15-HETE
Schimpanse F IM IT 15-HETE 15-HETE
Gorilla F IM IT 15-HETE n.a.
Orang-Utan F IM IT 15-HETE 15-HETE
Gibbon F IM v n.a. 12/15-HETE
Makake F \'A% IT 12-HETE 12-HETE
Griine Meerkatze F \'A% MT 12-HETE n.a.
Drill F \'A% MT 12-HETE n.a.
Stummelaffe F \'A" IT 12-HETE n.a.
RuBRmangabe F \'AY MT 12-HETE n.a.
Goldstumpfnase F \'A% IT 12-HETE n.a.
Pavian F \'AY MT 12-HETE 12-HETE
WeiBbiischelaffe F \'A' IT 12-HETE n.a.
Totenkopfaffe F \'A" IT 12-HETE n.a.
Sifaka F \'A% IT 12-HETE n.a.
Nachtaffe F \'A% IT 12-HETE n.a.
Koboldmaki F \'A' IT 12-HETE n.a.
Galago F \'A'2 IT 12-HETE n.a.
Hohere Sauger Eisbar F \'A' v 12-HETE n.a.
Panda F \'A' v 12-HETE n.a.
Walross F \'A% IT 12-HETE n.a.
Hund F \'A% IT 12-HETE n.a.
Katze F AV IT 12-HETE n.a.
litis F Vv v 12-HETE n.a.
Rind F \'A% IT 12-HETE 12-HETE
Wasserbiiffel F \'A% IT 12-HETE n.a.
Bison F \'A% IT 12-HETE n.a.
Tibetische Antilope F \'A% IT 12-HETE n.a.
Schaf F \'A% IT 12-HETE n.a.
Mufflon F \'A% IT 12-HETE n.a.
Wildziege F \'AY IT 12-HETE n.a.
Schwertwal F \'A% IT 12-HETE n.a.
Pottwal F \A' IT 12-HETE n.a.
Flussdelfin F \'A% 1] 12-HETE n.a.
Zwergwal F \'A% IT 12-HETE n.a.
Trampeltier F \'AY IT 12-HETE n.a.
Dromedar F \'A" IT 12-HETE n.a.
Schwein F \'A% IT 12-HETE 12-HETE
Rhinozeros F \'A% IT 12-HETE n.a.
Pferd F Vv IT 12-HETE n.a.
Graumull F \'A' v 12-HETE n.a.
Hamster F \'AY FT 12-HETE n.a.
Ochotona F \'A% IT 12-HETE n.a.
Eichhérnchen F \'A% 1] 12-HETE n.a.
Kaninchen (15-lipoxygenierend) F IM \Y 15-HETE 15-HETE
Kaninchen (12-lipoxygenierend) L IM v 12-HETE 12-HETE
Meerschweinchen F \'A% 1] 12-HETE n.a.
Maus L VM \A% 12-HETE 12-HETE
Ratte L AM \'A' 12-HETE 12-HETE
Chinchilla F Vv FI 12-HETE n.a.
Sternmull F \'A% IT 12-HETE n.a.
Igel F \'A% IT 12-HETE n.a.
Flughund F \'A% [\ 12-HETE n.a.
Fledermaus F \'A% IT 12-HETE n.a.
Spitzmaus F \'A% IT 12-HETE n.a.
Galeopterus F \'A% 1] 12-HETE n.a.
Elefant F Vv IT 12-HETE n.a.
Goldmull F \'A' IT 12-HETE n.a.
Niedere Sauger Wallaby F \AY IK 12-HETE n.a.
Opossum F \'A' LT 12-HETE 12-HETE
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Eine Erklarung fur die variable Positionsspezifitat der ALOX15 gibt das
Triadenmodell, welches bereits in Kapitel 1.4 erlautert wurde. Das ALOX15-Ortholog
des Gibbons, das evolutionar gesehen zwischen dem des Rhesusaffen (Makaken) und
des Orang-Utans steht (siehe Abb. 6), stellt eine Ubergansform von 12- zu 15-
lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen dar. Der Gibbon exprimiert ein ALOX15-
Ortholog, das zu fast gleichen Teilen 12-H(p)ETE und 15-H(p)ETE produziert und daher
eine ausgepragte duale Positionsspezifitat besitzt (51). Abb. &5 =zeigt die
Reaktionsspezifitat der rekombinanten ALOX15-Orthologen von vier unterschiedlichen
Primatenspezies. Dabei zeigte sich eine hohere Bildung von 12-HETE als 15-HETE
beim phylogenetisch alteren Pavian. Die hoheren Primaten H. sapiens (Mensch) und
Schimpanse bilden hingegen 15-HETE als Hauptprodukt und besitzen daher eine 15-
lipoxygenierende ALOX15. Die ALOX15 des Gibbons bildet unter unseren
experimentellen Bedingungen ungefahr gleiche Mengen an 15- und 12-HETE und

nimmt damit eine Zwischenstellung ein.
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Abb. 5: Darstellung der Reaktionsspezifitiat der ALOX15-Orthologen der spaten Primatenevolution. Modifiziert
aus (51); Erlauterungen siehe Text.

Diese Daten lassen die Hypothese zu, dass sich im Verlaufe der
Saugetierevolution die Positionsspezifitat der Lipoxygenase von einem 12-
lipoxygenierenden zu einem 15-lipoxygenierenden Enzym gewandelt hat. Der Ubergang
von Cercopithecoidea (Meerkatzenahnliche) zu den Hominoidea (Menschenahnliche)
scheint einen fur die ALOX15 kritischen Entwicklungsschritt darzustellen. Die treibende
Kraft hinter dieser evolutionaren Drift soll in dieser Arbeit untersucht werden. Die
einzige bisher bekannte Ausnahme von diesem Konzept der systematischen Evolution
der Reaktionsspezifitat der ALOX15-Orthologen stellt das Kaninchen dar. Obwohl diese

Spezies nicht zu den Primaten gehort, deutet die Sequenz des Kaninchengenoms
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darauf hin, dass das ALOX15-Ortholog des Kaninchens ein 15-lipoxygenierendes
Enzym ist, und diese Daten konnten durch in vitro Aktivitatsassays bestatigt werden.
Einschrankend muss hier allerdings gesagt werden, dass zwei unterschiedliche
Isoformen der rabALOX15 funktionell nachgewiesen wurden (54). Die rabALOX15 ist
entsprechend der Sequenz ihres Gens als 15-lipoxygenierendes Enzym einzustufen
und  Funktionsanalysen zur Reaktionsspezifitit des Enzyms, das aus
55).
Allerdings kommt dieses Protein in peripheren Monozyten des Kaninchens als 12-

Kaninchenretikulozyten prapariert wurde, bestatigen diese Schlussfolgerung

—

lipoxygenierendes Enzym vor, bei dem das gro3e Phe353 durch ein kleineres Leu
ersetzt ist (56). Die Ursachen fur die gewebsabhangige Veranderung der
Reaktionsspezifitat und der Mechanismus der posttranskriptionellen
Recodierungsreaktion sind derzeit noch unklar.
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Abb. 6: Phylogenetische Systematik der Saugetierspezies mit bekannten ALOX15 Reaktionsspezifitaten. In
dieser Abbildung sind die Verwandtschaftsverhaltnisse der Primaten und anderer Saugetiere dargestellt. Farblich
hervorgehoben sind hier die Reaktionsspezifitadten der ALOX15. Blau umrahmte Spezies bilden 15-lipoxygenierende,
rot umrahmte Spezies bilden 12-lipoxygenierende ALOX15. Der zweifarbige Rahmen um den Gibbon zeigt dessen
duale Reaktionsspezifitdt mit gleichen Produktmengen an 12- und 15-H(p)ETE an.
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1.7 Substratspezifitat der Lipoxygenasen

Die meisten Lipoxygenaseisoformen bevorzugen freie PUFAs als Substrat, was
auch fur die ALOX15-Orthologen der Fall ist. Unter den naturlich vorkommenden
Polyenfettsauren werden die in tierischen Geweben dominanten PUFAs Linolsaure,
Arachidonsaure, Eicosapentaensaure und Docosahexaensaure als Substrat verwendet.
Monoenfettsduren (einfach ungeséattigte), wie Olsdure und geséattigte Fettsduren
ahnlicher Lange (z.B. Stearinsaure, Arachinsaure), werden von der ALOX15 nicht
oxygeniert (44). Andererseits wirken diese Fettsauren als schwache kompetitive
Inhibitoren, da sie einen ahnlichen Aufbau wie die eigentlichen Substrate haben und
damit in der Substratbindungstasche binden konnen. Polyenfettsauren, die eine
hydrophile Gruppe nahe ihres Methylendes tragen, werden von der ALOX15 des
Kaninchens weniger gut oxygeniert (57). Detaillierte Untersuchungen zur
Substratspezifitat der ALOX15 haben ergeben, dass Substratfettsauren in die
hydrophobe Tasche des Enzyms mit ihrem Methylende voran hineingleiten, sodass das
zu abstrahierende Wasserstoffatom nahe des katalytischen Nichthameisens zu liegen
kommt (32). Linolsdure und Arachidonsaure besitzen dabei die gleiche allgemeine
Orientierung am aktiven Zentrum. Die Arachidonsaure ist jedoch fester am Protein
gebunden und hat damit eine eingeschrankte Bewegungsfreiheit. Im Gegensatz dazu
fluktuiert der Schwanz der Linolsdure am aktiven Zentrum und nimmt verschiedene
energetisch ahnliche Konformationen ein (58).

Die ALOX15 ist auRerdem in der Lage, bereits oxygenierte Fettsauren, wie z.B. 5-
H(p)ETE oder 15-H(p)ETE, sowie zweifach oxygenierte Fettsauren, wie z.B. 5,15-
DIHETE oder 5,6-DIHETE, zu oxygenieren. Diese Reaktionen stellen einen wichtigen
Schritt in der Synthese von Lipoxinen dar (siehe Kapitel 1.9).

Die aufgereinigte native rabALOX15 oxygeniert Phospholipide und
Cholesterolester, die PUFAs enthalten. Dies ist insofern bemerkenswert, als dass
komplette Phospholipide und Cholesterolester zu gro3 sind, um in die
Substratbindungstasche hinein zu passen. Diese Uberlegungen filhrten zu der
Annahme, dass nur der Polyenfettsdureschwanz komplexer Substrate in der
Substratbindungstasche gebunden wird. Der Rest des Substratmolekuls verbleibt
jedoch an der Proteinoberflache.

Die ALOX15-Orthologen des Kaninchens (59), des Schweins (60) und des
Menschen (61) sind in der Lage, komplexe Lipid-Protein Aggregate, wie Biomembranen
und Lipoproteine, zu oxygenieren. Die durch die ALOX15 katalysierten Oxygenierung
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von Membranlipiden spielt beim reifungsabhangigen Abbau von Mitochondrien wahrend
der Reifung von Retikulozyten zu mitochondrienlosen Erythrozyten eine wichtige Rolle.
Diese und weitere experimentelle Daten zeigen, dass die katalytische Aktivitat der
ALOX15 gegenluber Biomembranen einen Mechanismus darstellt, der beim gezielten
reifungsbedingten Abbau von Zellorganellen und bei der Restrukturierung von
Biomembranen bedeutsam zu sein scheint (62).

Die oxidative Hypothese der Atherosklerose (63) sagt aus, dass eine oxidative
Modifizierungen von Lipoproteinen zur Pathogenese dieser Krankheit beitragt. Nach
diesem Szenario wird das low density lipoprotein (LDL) durch enzymatische und nicht
enzymatische Reaktionen zu einer atherogenen Spezies oxidiert, die unkontrolliert von
Makrophagen via Scavengerrezeptoren aufgenommen wird. Da die rezeptorvermittelte
Internalisierung des Rezeptor-Liganden-Komplexes nicht durch
Ruckkopplungsmechanismen reguliert wird, kommt es zur ungebremsten Aufnahme
von oxidiertem LDL durch Monozyten/Makrophagen, die sich dadurch zu lipidbeladenen
Schaumzellen entwickeln. Sammeln sich diese Schaumzellen im subendothelialen
Raum der Arterien an, bilden sich fatty streaks, die als frihe Atheroskleroselasionen
angesehen werden (64).

Unser bisheriges Wissen zur Substratspezifitat von Lipoxygenasen belegt, dass
ALOX15-Orthologe viele verschiedene Lipide als Substrate akzeptieren. In dieser Arbeit
soll u.a. der Frage nachgegangen werden, ob 12-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe
andere Substrate bevorzugen als 15-lipoxygenierende Enzyme und ob der evolutionare
Switch von der 12- zur 15-Lipoxygenierung dabei einen evolutionaren Vorteil bietet. Ein
solcher Vorteil ware gegeben, wenn die 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen
verglichen mit den 12-lipoxygenierenden Enzymen eine hohere
Membranoxygenaseaktivitat aufweisen sollten.

1.8 Membranbindung der Lipoxygenasen

Unter den Lipoxygenasen der Saugetiere sticht die ALOX15 durch ihre Fahigkeit
hervor, komplexe Lipid-Protein-Verbande oxygenieren zu konnen. Dazu ist eine
Bindung des Enzyms an die Biomembranen bzw. Lipoproteine notig. In vitro
Experimente haben ergeben, dass die ALOX15 des Kaninchens an verschiedene Arten
von Biomembranen, wie Plasmamembranen, Membranen von Mitochondrien und

Membranen des endoplasmatischen Retikulums binden kann (59).
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Immunhistochemische Farbung erbrachten bisher keinerlei Beweis fur eine Praferenz
der Bindung an Membranen einer bestimmten Art. Die Membranbindung der ALOX15
erfolgt kalziumabhangig und verstarkt die spezifische Fettsaureoxygenaseaktivitat des
Enzyms, ohne seine Reaktionsspezifitat zu beeinflussen (65). Obwohl die derzeit
vorliegenden Erkenntnisse zum Mechanismus der Membranbindungsaktivitat von
Lipoxygenasen im Allgemeinen nur wenig untersucht wurden, scheinen elektrostatische
Wechselwirkungen  des Enzyms mit  den polaren Kopfgruppen  der
Membranphospholipide und hydrophobe Wechselwirkungen von
oberflachenexponierten apolaren Aminosdauren mit den Fettsdureresten der
Lipiddoppelschicht fur die Membranbindung bedeutsam zu sein. [In vitro
Membranbindungsassays und ortsgerichtete Mutagenese von oberflachlich gelegenen
Aminosauren, die sich sowohl in der N-terminalen beta-Barrel-Doméane als auch in der
katalytischen Domane befinden, zeigen die Bedeutung dieser Aminosaurereste fur die
reversible Membranbindung der Enzyme. Werden die apolaren
Oberflachenaminosauren durch negativ geladene Reste ersetzt, so ist die
Membranbindungskapazitat stark eingeschrankt (66).

Kalzium ist fur eine effiziente Membranbindung von ALOX15-Orthologen
essenziell, obwohl die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen nicht wirklich
verstanden sind. Da das Enzym im Gegensatz zur ALOXS nicht uUber hochaffine
Kalziumbindungsstellen verfugt, wurde postuliert, dass Kalzium die negativen Ladungen
der Membranphospholipide neutralisiert und damit elektrostatische AbstoRungen
zwischen den polaren Kopfgruppen der Membranlipide und negativ geladenen
Aminosauren auf der Enzymoberflache verringert (66). Damit werden die hydrophoben
Wechselwirkungen des Enzyms mit den Membranlipiden in Gegenwart von Kalzium
weniger stark geschwacht.

Es wurde bisher nicht untersucht, ob die 12-lipoxygenierenden ALOX15-
Orthologen von weniger entwickelten Saugetieren andere
Membranoxygenierungsaktivitaten aufweisen als die 15-lipoxygenierenden Enzyme
hoherer Primaten. Eine bessere Membranoxygenierungskapazitat konnte jedoch einen
evolutionaren Vorteil bedeuten und den Wechsel von 12- zu 15-lipoxygenierenden
Enzymen im Laufe der Evolution vorangetrieben haben. Deshalb wurden in dieser
Arbeit die Membranoxygenierungskapazitaten von ALOX15-Orthologen verschiedener

Saugetierspezies miteinander verglichen.

26



1.9 Lipoxine

Die Ansicht, eine akute Entzindung sei ein schadlicher Prozess, welcher
Schmerz, Schwellung und  Funktionsverlust bedeutet und daher mit
antiinflammatorischen Medikamenten schnellstmoglich beendet werden sollte, ist in der
Bevolkerung weit verbreitet. Tatsachlich handelt es sich bei einer Entzindung jedoch
um einen Prozess, der dem Wohl des Organismus dient, obwohl er zu temporaren
Funktionseinschrankungen fuhrt. Im Verlaufe einer akuten Entzindungsreaktion kommt
es zur Erhohung der vaskularen Permeabilitat, zur Extravasation von Flussigkeit und
damit zur Odembildung sowie zur Einwanderung von Leukozyten in das entziindete
Gewebe (67). Eine uberschielende Entzindungsreaktion, wie sie zum Beispiel bei
Autoimmunerkrankungen vorkommt, stellt jedoch ein Problem dar, das die aktive
Bekampfung der Entzindung erforderlich macht. Ob es sich bei der
Entzindungsreaktion nun um einen schadlichen oder nitzlichen Prozess handelt, hangt
in erster Linie davon ab, wie effektiv und schnell die Entzindung wieder beendet wird,
wenn der entzindungserregende Reiz nicht mehr vorhanden ist.

Die Beendigung der Entzundungsreaktion ist von einer Vielzahl spezifischer
endogener Mediatoren abhangig, die u.a. aus PUFAs synthetisiert werden kdnnen. Zu
diesen sogenannten specialized pro-resolving lipid mediators (SPM), gehoren Lipoxine
(LX), Resolvine (Rv), Protectine (PD) und Maresine (MaR). Sie alle werden Uber den
LOX-Weg der Arachidonsaurekaskade aus den Vorlauferfettsauren Arachidonsaure,
Eicosapentaensaure und Docosahexaensaure gebildet. Beim Menschen exprimieren
sowohl Gewebszellen als auch bewegliche Blutzellen die bendtigten Enzyme zur SPM-
Synthese (68). Neutrophile Granulozyten spielen eine herausragende Rolle bei der
angeborenen Immunreaktion. Lipoxine helfen dabei, neutrophile Granulozyten vom Ort
der Entzindung zu entfernen und damit die Entzindung zu beenden (69). Im Verlaufe
einer akuten Entzindungsreaktion werden proinflammatorische Entzindungszellen wie
neutrophile Granulozyten aber auch M1-polarisierte Makrophagen durch Apoptose
inaktiviert.  Apoptotische Entzindungszellen muissen nach Beendigung der
Entzindungsreaktion  aus  dem Gewebe  entfernt  werden, um  die
Geweberestrukturierung nicht zu behindern. Als Teil des Heilungsprozesses
signalisieren deshalb Lipoxine M2-polarisierten Makrophagen den Weg zu den
Zellresten der untergegangenen Zellen, sodass diese dann phagozytiert werden
konnen. Im zeitlichen Verlauf der Heilung einer akuten entzindlichen Reaktion kommt

es zu einem Wechsel im Mediatormuster im entziindeten Gewebe. Proinflammatorische
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Mediatoren wie TNF-alpha und/oder IL-1-beta werden durch antiinflammatorische
proresolutorische Mediatoren wie Lipoxine und/oder Resolvine ersetzt. Dieser Wechsel
im Mediatormuster leitet die Resolutionsphase der Entzindung ein. Da diese
grundlegenden Prozesse bei allen Entzindungsarten die gleichen sind, haben die
proresolutorischen Eicosanoide klinische Relevanz bei einer grol’en Anzahl renaler,
respiratorischer, onkologischer und neurodegenerativer Erkrankungen (69).

Lipoxine wurden in den 1980er Jahren von Serhan et al. als erste Klasse
antiinflammatorischer Eicosanoide entdeckt. Es gibt zwei verschiedene Gruppen von
Lipoxinen [Lipoxin A (LxAs), Lipoxin B (LxBs4)], die ahnliche biologische Wirkungen
haben. Beide Mediatoren sind Trihydroxyeicosanoide, die sich hinsichtlich der Stellung
ihnrer OH-Gruppen und der Geometrie ihrer Doppelbindungen voneinander

unterscheiden.

Lipoxin A Lipoxin B
(')H @)
OH
OH OH
[ ol
N

OH
5S,6R,15S-trihydroxy-7E,9E,11Z, 5S,14R,15S-trihydroxy-6E,8Z,
13E-eicosatetraensaure 10E,12E-eicosatetraensaure

Abb. 7: Strukturformeln der beiden Lipoxinisomere LxAs und LxBy,

So besitzt Lipoxin A je eine OH-Gruppe an den Kohlenstoffatomen 5, 6 und 15. Lipoxin
B hingegen zeichnet sich durch OH-Gruppen an den C-Atomen 5, 14 und 15 aus. Die
unterschiedliche Struktur des charakteristischen konjugierten Tetraensystems erklart

sich aus den unterschiedlichen Biosynthesemechanismen.

1.9.1 Lipoxinsynthese

Es gibt prinzipiell mehrere Synthesewege fur Lipoxine, die jedoch alle mit der
Oxygenierung des Ausgangssubstrates Arachidonsaure am C5 (5-Lipoxygenierung)
oder C15 (15-Lipoxygenierung) beginnen (70). Fur die Synthese ist die konsekutive
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Wirkung verschiedener Lipoxygenasen notwendig, obwohl bisher nicht publizierte
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe darauf hindeuten, dass auch einzelne ALOX-
Isoformen zur Lipoxinsynthese fahig sind.

Ein moglicher Weg fur die Lipoxinsynthese ist die sequenzielle Oxygenierung von
Arachidonsaure durch ALOX5 und ALOX15 in Entzindungszellen. Dabei kommt es
durch die ALOX5 zur Bildung von Leukotrien A4, das durch Hydrolyse zu 5(S),6(R)-
DIHETE umgewandelt wird. Dieses Zwischenprodukt kann durch Oxygenierung am C15
dann weiter zu LxA4 (5(S),6(R),15(S)-TriHETE) umgewandelt werden, wobei diese 15-
Lipoxygenierung sowohl von der ALOX15, der ALOX15B als auch von der ALOX12
katalysiert werden kann (71). Dass alle genannten Enzyme prinzipiell dazu fahig sind
an der Lipoxinbiosynthese mitzuwirken, wurde bereits nachgewiesen. Unbeantwortet ist
jedoch die Frage, welches der aufgefuhrten Enzyme unter identischen experimentellen
Bedingungen die hochste Lipoxinsynthaseaktivitat aufweist.

Einen alternativen Biosyntheseweg stellt die 15-Lipoxygenierung der
Arachidonsaure zu 15-H(p)ETE und eine anschliefende 5-Lipoxygenierung durch die
ALOXS5 von neutrophilen Granulozyten dar. Dieser Weg konnte die intermediare Bildung
eines 14,15-Epoxids enthalten oder die Bildung von 14,15-DiH(p)ETE als
Doppeloxygenierungsprodukt. Alternativ kdnnte auch ein 5,6-Epoxy,15-hydroxy
Intermediat entstehen. Frihere Untersuchungen haben sogar gezeigt, dass die
gereinigte rabALOX15 15S-HETE Methylester durch Doppeloxygenierung zu LxB4
Methylestern umwandeln kann, ohne dass dabei die ALOXS bendtigt wird (72). Diese
experimentellen Befunde und theoretischen Uberlegungen deuten darauf hin, dass die
Lipoxine LxA4 und LxB4 prinzipiell Gber mehrere biosynthetische Wege gebildet werden
konnen an denen verschiedene LOX-Isoformen beteiligt sind. Prinzipiell kbnnen nach
einer konsekutiven Oxygenierung des C5 und des C15 der Arachidonsaure durch die
ALOX5 und die ALOX15 (bzw. ALOX15B) alle LOXs, die zur Wasserstoffabstraktion am
C10 fahig sind, Lipoxinisomere bilden. Als weiteres mechanistisches Szenario der
Lipoxinbiosynthese besteht die Moglichkeit, dass Arachidonsaure durch die azetylierte
COX2 zu 15R-HETE oxygeniert wird. Dieses Substrat kann dann durch die ALOX5 Uber
das Zwischenprodukt 15R-hydroxy-LTAs zu 5S,6R/S,15R-Trihydroxyarachidonsaure
(also LxA4) umgewandelt werden. Dieses mechanistische Szenario kann die

proresulotorische Wirkung einer Aspirinbehandlung erklaren.
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Abb. 8: Reaktionsweg der Lipoxinsynthese. Farblich gekennzeichnet sind die verschiedenen Lipoxygenasen,
Kasten mit schwarzen Umrandungen stellen Substrate bzw. Zwischenprodukte dar. Die Produkte 5,6,15-TriHETE
(Lipoxin A) und 5,14,15,-TriHETE (Lipoxin B) sind durch griine Umrandungen kenntlich gemacht. Die Rolle der
ALOX15 kann prinzipiell durch die azetylierte COX2 ubernommen werden.

Bis zur Aufnahme dieser Arbeit war nicht bekannt, ob 12-lipoxygenierende oder
15-lipoxygenierende Orthologe der ALOX15 besser zur Lipoxinsynthese geeignet sind.
Sollte sich bei den geplanten Untersuchungen herausstellen, dass 15-lipoxygenierende
ALOX15-Orthologe eine hohere Lipoxinsynthaseaktivitat mit verschiedenen Substraten
haben, konnten die erhaltenen Daten dahingehend interpretiert werden, dass die
Evolution der ALOX15 von 12- zu 15-lipoxygenierenden Enzymen einen evolutionaren
Vorteil mit sich gebracht hatte. Damit ware eine mogliche evolutionare Triebkraft fur die
Veranderung der Reaktionsspezifitdt dieser Enzyme im Laufe der spateren

Primatenentwicklung identifiziert.

1.10 Hemmstoffe der Lipoxygenasen

Lipoxygenasen spielen bei der Pathogenese verschiedener Krankheiten (z.B.
Asthma bronchiale) eine wichtige Rolle. Glucklicherweise gibt es z.B. fur das Asthma
bronchiale bereits ein breites Spektrum an Therapeutika. Dennoch ist eine Erweiterung
der therapeutischen Madoglichkeiten wiunschenswert, da die bereits erhaltlichen
Medikamente bei einigen Patienten nicht wirken oder starke Nebenwirkungen
hervorrufen. So werden Leukotriensynthesehemmer (Zileuton, Hemmstoff der ALOXS5)
und Leukotrienrezeptorantagonisten (Montelukast, Antagonist des cysLTR1) als
Medikamente fur das Asthma bronchiale eingesetzt. Daneben stellen Isoform-
spezifische Hemmestoffe fur ausgewahlte Lipoxygenasen wichtige
Forschungswerkzeuge dar, mit denen die pathophysiologische Bedeutung
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verschiedener LOX-Isoformen in zellularen Modellsystemen und im Ganztiermodell
untersucht werden kann. In der Literatur sind mehrere LOX-Hemmer beschrieben
worden (z.B. Nordihydroguaiaretsaure, Eicosatetraensaure, Salicylhnydroxamsaure, 4-
Nitrocatechol), deren Wirkmechanismen in der Vergangenheit an verschiedenen LOX-
Isoformen untersucht wurden. Daneben existieren eine Reihe von Substanzen, die zwar
als LOX-Hemmstoffe identifiziert wurden, deren Wirkmechanismen bisher jedoch noch
nicht detailliert untersucht werden konnte.

Vor allem die Isoformspezifitat der Hemmstoffe wurde in der Vergangenheit fur die
meisten Wirkstoffe nur unzureichend gepruft. Da die meisten LOX-Isoformen
unterschiedliche biologische Aktivitaten entfalten, ist es von pharmakologischem
Interesse herauszufinden, ob ein bestimmter Wirkstoff z.B. die ALOX15 hemmt, die
ALOXS bzw. ALOX12 aber nicht beeinflusst.

Daruber hinaus ist die Orthologspezifitdt von LOX-Hemmstoffen von grofRer
Bedeutung. Dabei kommt es z.B. darauf an zu Uberprufen, ob ein Hemmstoff der
humanen ALOX15 auch das entsprechenden Maus- bzw. Rattenenzym hemmt. Obwohl
die ALOX15-Orthologen dieser Spezies eine groRe Ahnlichkeit aufweisen, sind ihre
Reaktionsspezifitaten unterschiedlich und dieser Unterschied konnte sich auch auf das
Hemmestoffverhalten der Enzymorthologen auswirken. In der Vergangenheit wurden
mehrfach Hemmstoffe der humALOX15 unkritisch als Werkzeuge in murinen Systemen
eingesetzt, obwohl experimentelle Daten darauf hindeuteten, dass z.B. die ratALOX15
durch diese Substanzen nicht gehemmt wurde. Das Hauptproblem bei der Verwendung
von LOX-Hemmstoffen als mechanistische Werkzeuge besteht u.a. darin, dass fur die
meisten Wirkstoffe weder die Isoform- noch die Orthologspezifitdt in site-by-site
Experimenten untersucht worden sind. Um die Orthologspezifitdt existierender LOX-
Hemmstoffe zu Uberprifen, wurde in dieser Arbeit die Wirkung bekannter Hemmstoffe
auf die Arachidonsaureoxygenaseaktivitat verschiedener ALOX15-Orthologen getestet.

1.10.1 Nordihydroguaiaretsaure (NDGA)

NDGA ist ein naturliches Produkt, das aus dem Kresotbusch Larrea tridentata
gewonnen werden kann (3). Es wurde als Hemmstoff der Sojabohnen-LOX1 identifiziert
(73) , hemmt aber auch die humane ALOXS und die humane ALOX15 (74). Whitman et
al. bestimmten fur die humane ALOX15 eine ICso von 0,11 puM, far die humALOX12
eine ICso von 5,1 pM. Aufgrund der 50-fach geringeren ICso fur die ALOX15 wurde
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geschlussfolgert, dass NDGA ein spezifischer ALOX15-Hemmstoff ist. Dabei muss
allerdings beachtet werden, dass die Messsysteme fur beide Enzyme nicht identisch
waren, sodass die ICso-Werte nicht direkt verglichen werden konnen. Die Fahigkeit zur
ALOX-Hemmung kommt durch die Eigenschaft des NDGA zustande, das dreiwertige
Nichthameisen katalytisch aktiver LOX-Isoformen reduzieren zu konnen und die
Enzyme damit in die katalytisch inaktive Form zu Uberfuhren (Redoxhemmstoff) (75).

HO
O CHs
0T
H
Chis OH
OH

Abb. 9: Strukturformel von NDGA

1.10.2 5,8,11,14-Eicosatetraensaure (ETYA)

Acetylenfettsauren wie die 5,8,11,14-Eicosatetraensaure (ETYA) sind seit
langem als Lipoxygenasehemmer bekannt. ETYA wirkt durch Strukturanalogie zur
Arachidonsaure als Suizidsubtrat und hemmt sowohl Cyclooxygenasen als auch
Lipoxygenasen (76). Es wird von diesen Enzymen am aktiven Zentrum gebunden und
zu reaktiven Zwischenprodukten oxygeniert, die ihrerseits in der Lage sind, die Enzyme
chemisch zu modifizieren. Fur die native ALOX12 und die COX1 des Menschen sind
ICs0-Werte von 0,03 uyM und 3,2 pM berechnet worden (77). Dazu wurde eine
angereicherte Thrombozytensuspension aus menschlichem Blut verwendet und mit
Arachidonsaure Uber 5 Minuten inkubiert. Prinzipiell sollte ETYA alle ALOX-lIsoformen
hemmen, die ungeachtet ihrer Positionsspezifitat dazu fahig sind, Arachidonsaure zu
oxygenieren. Praktisch wurden aber quantitative Unterschiede bei der Hemmung
verschiedener ALOX-Isoformen festgestellt (78). Allerdings sind noch keine Studien
vorgenommen worden, in denen die Hemmung von ALOX15-Orthologen verschiedener

Saugetierspezies durch ETYA untersucht wurde.

Abb. 10: Strukturformel von ETYA
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1.10.3 Baicalein

Baicalein (5,6,7-Trihydroxyflavon) ist ein Flavon, das ursprunglich aus den
Wurzeln der Scutellaria baicalensis isoliert wurde. Seine Hemmfahigkeit gegenuber
Lipoxygenasen wurde bereits 1982 von Sekiya und Okuda belegt (79). Die Wirkung des
Baicaleins auf die ALOX15 beruht auf einer Reduktion des Nichthdmeisens am aktiven
Zentrum. Deschamps et al. ermittelten eine 1Cso fur Baicalein gegenuber der humanen
ALOX15 von 1,6 pM (80). Dazu nutzten sie aufgereinigte rekombinante humane
ALOX15. Schewe et al. malRen eine ICso von Baicalein gegenuber der nativen
gereinigten Kaninchen-ALOX15 von 1,0 yM (81). Die Selektivitdt von Baicalein auf
verschiedene humane Lipoxygenaseisoformen wurde bereits untersucht (80). Dabei
ergab sich eine hohere mittlere inhibitorische Konstante fur die humane ALOX15 (1,6
puM) als fur die humane Plattchen-ALOX (0,5 uM). Fur diese Versuche wurden die
humane ALOX12 und ALOX15 rekombinant als N-terminale his-tag Fusionsproteine
exprimiert und aufgereinigt. Es liegen keine Daten zur Hemmung von ALOX-Orthologen

anderer Saugetierspezies vor.

Abb. 11: Strukturformel von Baicalein

1.10.4 Epigallocatechingallat (EGCG)

Epigallocatechingallat ist ein Polyphenol, welches in gro3en Mengen in grinem
Tee zu finden ist. Die Hypothese, dass Polyphenole das Risiko fur koronare
Herzerkrankungen, Schlaganfall, entzindlichen Krankheiten und Krebs senken, ist seit
langem bekannt (82). Dass es sich beim ECGC jedoch um einen Hemmstoff der
ALOX15 handelt, wurde erst 2001 von Schewe et al. herausgefunden (81). Die
Hemmung beruht bei diesem Flavonol auf einer hochaffinen Bindung an das aktive

Zentrum des Enzyms.
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Die mittleren inhibitorische Konzentrationen (ICsp) von EGCG wurden fur die ALOX15
des Kaninchens (4 uM) und die Sojabohnen-LOX1 bestimmt (1 mM). Dazu wurde
natives aufgereinigtes Enzym verwendet. Fur ALOX15-Orthologe anderer Saugetiere
liegen bislang noch keine Daten vor.

OH
OH

OH

Abb. 12: Strukturformel von Epigallocatechingallat

1.10.5 4-Nitrocatechol (4-NC)

4-Nitrocatechol ist ein bekannter Hemmstoff der Sojabohnen-LOX1 (83). Es
handelt sich um einen nicht kompetitiven Inhibitor mit einer mittleren inhibitorischen
Konstante von 16,3 yM. Obwohl der Mechanismus der Enzymhemmung noch nicht
detailliert untersucht worden ist, kdnnen aus der Katecholstruktur zwei potentielle
Mechanismen abgeleitet werden: i) Katechole sind redoxaktiv und konnen das
Nichthameisen von LOXs zur Kkatalytisch inaktiven Fe?*-Form reduzieren
(Redoxhemmestoff). ii) Gleichzeitig wirken Katechole aber auch als Eisenkomplexbildner.
Sollte 4-NC an das aktive Zentrum von Lipoxygenasen binden, konnte es das Eisen
komplexieren und damit den katalytisch essentiellen Redoxwechsel des Eisens
verhindern.

OH
OH

NO,

Abb. 13: Strukturformel von 4-NC
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1.10.6 15-Lipoxygenase-Inhibitor-1 (LI-1)

Der 15-Lipoxygenase-Inhibitor-1  (4-methyl-2-(4-methylpiperazinyl)  pyrimido[4,5-
blbenzothiazin) wurde erstmalig von Bakavoli et al. beschrieben (84). Dabei handelt es
sich um ein heterozyklisches Pyrimidobenzothiazin. Bisher wurden nur Studien zu
seiner Fahigkeit zur Inhibition der Sojabohnen-ALOX1 durchgefuhrt. Dabei ergab sich
eine mittlere Hemmungskonzentration 1Cso von 18 pM. Der Inhibitor wirkt als

Redoxhemmstoff, der den Redoxzyklus des Nichthameisens blockiert.
\N/\

OO0

H

Abb. 14: Strukturformel von LI-1

1.10.7 4-N-2-thiazolyl-benzenesulfonamid (CAY10698)

Das CAY10698 genannte Thiazolderivat wurde 2014 von der Arbeitsgruppe um
Luci synthetisiert und analysiert (85). Dieser Lipoxygenasehemmstoff interferiert mit
dem Nichthameisen von Lipoxygenasen, wobei nicht zweifelsfrei geklart werden konnte,
ob es sich dabei um eine reine Chelatorwirkung oder um eine Redoxaktivitat handelt.
CAY 10698 weist eine hohe Isoformspezifitat auf. Die gereinigte rekombinante humane
ALOX12 wird mit einer ICso von 5,1 yM gehemmt. Fur die gereinigten rekombinanten
Enzyme der humanen ALOX15 und der humanen ALOX15B ergaben sich deutlich
hohere 1Cso-Werte (>50 puM). Eine Testung des Hemmstoffs fur ALOX15-Orthologe

anderer Spezies wurde bisher noch nicht durchgefuhrt.
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Abb. 15: Strukturformel von CAY10698
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1.10.8 Salicylhydroxamsaure (SHAM)

Hydroxamsauren sind relativ schwache LOX-Inhibitoren. Far
Salicylhydroxamsaure wurde ein ICso von 50 yM fur die gereinigte Kaninchen ALOX15
ermittelt (86). Zur Wirkungsweise von SHAM gibt es zwei alternative Erklarungsansatze:
i) Komplexierung des enzymgebundenen Eisens und ii) Reduktion des enzymatisch
aktiven Fe3* in seine inaktive zweiwertige Form. Flr andere ALOX-Isoformen finden

sich in der Literatur keine Daten zur Hemmung durch SHAM.

H

N\
© OH

OH

Abb. 16: Strukturformel von Salicylhydroxamsaure

1.10.9 Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure (CHCA)

Hierbei handelt es sich um ein zu den Phenylpropanoiden gehorendes Derivat
der Zimtsaure. Zimtsauren werden antioxidative, antiinflammatorische aber auch
zytotoxische Eigenschaften zugeschrieben (87). Die Fahigkeit zur Hemmung der
Sojabohnen-LOX1 wurde von Pontiki et al. festgestellt und auf die Reduktion des
dreiwertigen Eisens im aktiven Zentrum der Lipoxygenase zuruckgefuhrt (73).
Allerdings zeigten die Experimente von Gutierrez-Lugo et al. keine Hemmung der
humALOX15 und humALOX12 (88). Fur diese Experimente wurden rekombinante

Enzympraparationen verwendet (89).
O

Ny~ OH

HO CN

Abb. 17: Strukturformel von CHCA
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1.11 Fragestellung

Die ALOX15 ist eine der sechs verschiedenen menschlichen
Lipoxygenaseisoformen und wird vom ALOX75-Gen kodiert, welches sich im
gemeinsamen LOX-Gencluster auf dem Chromosom 17 befindet. Das Enzym wird beim
Menschen und den meisten anderen Saugetieren zellspezifisch exprimiert. Die
Reaktionsspezifitat der ALOX15-Orthologen anderte sich im Laufe der spaten
Saugetierevolution von Arachidonsaure-12- zu 15-Lipoxygenierung. Bisher konnte
jedoch nicht geklart werden, warum eine 15-Lipoxygenierung dieser Fettsaure
gegenuber einer 12-Lipoxygenierung einen evolutionaren Vorteil bedeutet. Es wurden
drei Arbeitshypothesen aufgestellt, die in der Dissertation Uberpruft werden sollten:

1. Erweiterung der Substratspezifitat: Arachidonsaure-12-lipoxygenierende
Enzyme sollten eine verringerte Kapazitat zur Oxidation von Linolsaure aufweisen, da
dieses Substrat keine n-11 bisallylstandige Methylengruppe enthalt. Da Linolsdure in
Saugetieren dominant vorkommt, sollte die evolutionare 12-zu-15-Transition eine
Verbreiterung der Substratspezifitat der ALOX15-Orthologen zur Folge haben.

2. Verbesserung der Membranoxygenierung: Da Linolsdure ein wesentlicher
Bestandteil eukaryotischer Biomembranen ist, besteht die Moglichkeit, dass 15-
lipoxygenierende ALOX15-Orthologe Biomembranen besser oxygenieren konnen als
12-lipoxygenierenden Enzyme.

3. Effektivere Lipoxinsynthese: Lipoxine sind antiinflammatorische Mediatoren. In
dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob 15-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe
verglichen mit ihren 12-lipoxygenierenden Verwandten die effektiveren Produzenten
von Lipoxinen sind. Sollte sich diese Vermutung experimentell bestatigen lassen,
konnte die evolutionare Veranderung der Reaktionsspezifitat dahingehend interpretiert
werden, dass Entzindungen bei hochentwickelten Primaten effektiver reguliert werden.

Isoformspezifische ALOX15-Hemmstoffe sind fur die Erforschung der biologischen
Rolle von Lipoxygenasen in tierischen Krankheitsmodellen von grofer Bedeutung.
Obwohl in der jungsten Vergangenheit Hemmstoffe entwickelt worden sind, welche eine
Isoformspezifitat fur humane LOX-Paraloge einer Spezies aufweisen (z.B. Hemmung
der humALOX15, aber keine Hemmung der humALOXS5 oder humALOX12), wurde die
Orthologspezifitat (hemmt ein Hemmstoff der humALOX15 die mouALOX15) bisher nur
unzureichend untersucht. Da die meisten tierischen Krankheitsmodelle in Mausen

etabliert sind, stellte die Testung der Orthologspezifitat bereits beschriebener ALOX-
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Hemmstoffe den zweiten Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit dar. Fur beide
Schwerpunkte wurden die ALOX15-Orthologen verschiedener Saugetierspezies kloniert
und in E. coli als rekombinante his-tag Fusionsproteine unter identischen Bedingungen
exprimiert. Vor den eigentlichen Experimenten erfolgte eine Grundcharakterisierung der
ALOX15-Orthologen hinsichtlich ihrer katalytischen Eigenschaften.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Herstellern bezogen:

Chemikalie Firma, Stadt, Land
Agarose Promega, Mannheim, Deutschland
Ampicillin Roth, Karlsruhe, Deutschland
Antifoam 204 Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Antikorper Anti-His G-HRP Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Arachidonsaure Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA
Beta-Mercaptoethanol-Probenpuffer Roth, Karlsruhe, Deutschland
Chloramphenicol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP) | Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dimethylsulphoxid Roth, Karlsruhe, Deutschland
Essigsaure Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
HPLC-Standards: Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA
15-HETE

12-HETE

5-HETE

5(S),6(S)-DIHETE
5(S),6(R)-DIHETE

Lipoxin A

Lipoxin B

Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid Roth, Karlsruhe, Deutschland
Kaliumhydroxid Roth, Karlsruhe, Deutschland
Methanol VWR Chemicals, Radnor, PA, USA
Natriumborhydrid Serva, Heidelberg, Deutschland
Ponceau Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Tetramethylethylediamin (TEMED) Serva, Heidelberg, Deutschland
Tris Merck, Darmstadt, Deutschland
Tween 20 Roth, Karlsruhe, Deutschland

Die verwendeten Losungsmittel entsprachen HPLC-Qualitat.
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2.2 Hemmstoffe

Hemmpstoff Firma, Stadt, Land

15-Lipoxygenase Inhibitor-1 Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI,
USA

4-Nitrocatechol Sigma, St. Louis, MO, USA

Baicalein Aldrich, St. Louis, MO, USA

CAY 10698 Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI,
USA

Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure Sigma, Steinheim, Germany

Eicosatetraensaure Biomol, Hamburg, Deutschland

Epigallocatechingallat Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany

Nordihydroguaiaretsaure Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
USA

Salicylhydroxamsaure IFG, Bernburg, Germany

2.3 Pufferzusammensetzungen und Losungen

Puffer/Medium Zusammensetzung

Elutionspuffer 50 mM NaH2PO4, 300 mM NacCl, 250 mM Imidazol, pH=
8,0

HEPES-Puffer A HEPES (50mM; pH=7,4), NaCl (150 mM), CaCl2 (0,1
mM), DTT (0,1 M)

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)

PBS Natriumchlorid (150 mM), Dinatriumhydrogenphosphat
(8 mM), Kaliumchlorid (3 mM),
Kaliumdihydrogenphosphat (1,5 mM), pH=7,0

RP-HPLC-Laufmittel Methanol (85%), Wasser (15%), Essigsaure (0,05%)
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SDS-PAGE Stackinggel
4%

(37% Acrylamid + 0,8% Bisacrylamid) (14%),
Stackinggelpuffer (0,5M Tris (30,285g/500 ml) pH 6,75;
0,4% SDS) (25%), Ammoniumpersulfatlosung 10%
(1%), TEMED (0,2%), Wasser (60%)

SDS-PAGE Trenngel
10%

(37% Acrylamid + 0,8% Bisacrylamid) (33%),
Trenngelpuffer (1,5M Tris (90,855g/500 ml) pH 8,8;
0,6% SDS) (25%), TEMED (0,2%),
Ammoniumpersulfatiosung 10% (1%), Wasser (41%)

(fur Agarose-Gele)

SDS-Puffer Tris (24,93 mM), Glycin (192 mM), SDS (3,47 mM),
pH=8,3

SOC-Medium Hefeextrakt (0,5 %), Trypton (2 %), Natriumchlorid (10
mM), Kaliumchlorid (2,5 mM), Magnesiumchlorid (10
mM), Magnesiumsulfat (10 mM), Glucose (20 mM)

TAE-Puffer Tris (40 mM), Natriumacetat (20 mM), Essigsaure (29,6

mM), EDTA (2 mM), pH=7,8

Waschpuffer

50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH= 8,0

2.4 Gerate und Zubehor

Gerét

Firma, Stadt, Land

2050 MIDGET Electrophoresis Unit Hoefer, Sulzbach, Deutschland

Auto-Sampler SIL-20AC

Shimadzu, Kyoto, Japan

Bandelin Sonorex Super Ultraschallbad | Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

BioPhotometer plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brutschrank Binder, Tuttlingen, Deutschland
CC 250/4 Nucleodur C18 Gravity, 5um | Macherey-Nagel, Duren, Deutschland
Saule

Vorsaule

CC 8/4 Nucleodur C18 Gravity, 5um Macherey-Nagel, Duren, Deutschland

Centrifuge 5417R (Rotorradius: 9,5 cm) | Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Column Oven CTO-20AC

Shimadzu, Kyoto, Japan

Communication Bus Modul CBM-20A | Shimadzu, Kyoto, Japan
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Diode Array Detector SPD-M20A

Shimadzu, Kyoto, Japan

Laminarflow-Sterilwerkbank

Hereaus, Berlin, Deutschland

Liquid-Chromatograph LC-20 AD

Shimadzu, Kyoto, Japan

Pipet-aid XL

Drummond Scientific Company,
Broomall, PA, USA

Rotationsverdampfer Van der Heyden, Dorentrup,
Deutschland
Schdttler Gallenkamp, Deutschland

Sonorex Super RK 512 H

Bandelin, Berlin, Deutschland

T3 Thermocycler

Biometra, Gottingen, Deutschland

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA

W-3250 D sonifyer - Ultraschallsonde

Braun, Melsungen, Deutschland

2.5 Software

Software Firma, Stadt, Land
Excel 2010 Microsoft, Washington, USA
SigmaPlot Systat Software GmbH, Chicago, USA

LabSolutions LCsolution Version 1.25

Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan

2.6 Enzyme und Kits

Enzym/Kit

Firma, Stadt, Land

Advantage PCR-Mix

Clontech, Saint-Germain-en-Laye,

Frankreich

Amersham cDNA synthesis kit

Amersham plc, Amersham,

GrolR3britannien

Blut-RNA-Extraktions-Kit

Qiagen, Venlo, Niederlande

DNA Polymerase Thermus aquaticus
(Taq)

Promega, Madison, USA

EnPresso Tablet Cultivation Set

BioSilta, St. Ives, GroRRbritannien
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GeneJET Gel Extraction Kit

Thermo Scientific, Dreieich,

Deutschland

GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Thermo Scientific, Dreieich,
Deutschland

LigaFastTM rapid DNA Ligation

Promega, Madison, USA

PfuUltra Il Hotstart PCR Master Mix

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

Premium Reverse Transcriptase

Thermo Scientific, Dreieich,

Deutschland

Restriktionsendonukleasen

Thermo Scientific, Dreieich,
Deutschland

Western Lightning Plus ECL

PerkinElmer Inc., Boston, USA

2.7 Plasmide und Oligonukleotide

Plasmide/ Oligonukleotide

Firma, Stadt, Land

Oligonukleotide/Primer

BioTez, Berlin, Deutschland

pET-28b Merck, Darmstadt, Deutschland
pRSET A Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
TOPO 2.1 Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland
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3 Methoden

3.1 Klonierung der ALOX15-Orthologen verschiedener Saugetierspezies

Die Klonierung der Lipoxygenasen wurde von Mitarbeitern der AG Kuhn
durchgefuhrt. Dafur wurde zunachst Gesamt-RNA aus den Blutzellen der
entsprechenden Tiere extrahiert. Die verschiedenen RNA-Spezies wurden
anschlie3end mittels reverser Transkriptase in cDNAs umgeschrieben und die ALOX15-
cDNA wurde unter Verwendung ALOX15-spezifischer Primer, die fur jede Tierspezies
anhand der entsprechenden Datenbanksequenz konstruiert wurden, durch PCR
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde prapariert, in einen Klonierungsvektor (TOPO2)
ligiert und in Bakterien (E. coli) amplifiziert.

3.1.1 Klonierung der humanen ALOX15

Bei der humanen ALOX15 handelt es sich um ein Arachidonsaure-15-
lipoxygenierendes Enzym, das erstmalig aus menschlichen eosinophilen Granulozyten
isoliert wurde (19).

3.1.1.1 RNA-Extraktion

Fur die Klonierung der humALOX15 wurde zunachst mithilfe des RNA Extraction
Kits der Firma Qiagen eine RNA-Praparation aus den Zellen menschlichen Blutes
durchgefuhrt. Dazu wurde aus den Zellen von 1 ml menschlichen Blutes die RNA
extrahiert. Da Erythrozyten und Thrombozyten keine RNA besitzen, entspricht die RNA
der Blutzellen im Wesentlichen der RNA von Leukozyten.

3.1.1.2 Reverse Transkription
Danach wurde die erhaltene total RNA per reverser Transkription in cDNA
umgewandelt. Dazu wurde die Premium Reverse Transcriptase der Firma Thermo

Scientific/Fermentas verwendet.

3.1.1.3 PCR
Um aus der gewonnen cDNA Mischung die spezifische fur die ALOX15
codierende cDNA zu amplifizieren, wurden genspezifische Primer bendtigt, die anhand
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der humanen Datenbanksequenz konstruiert und durch BioTez (Berlin, Deutschland)
synthetisiert wurden. Diese Primer enthielten Erkennungssequenzen fur spezifische
Restriktionsendonukleasen, welche fur die Einklonierung der codierenden Sequenzen in
die Expressionsvektoren genutzt werden konnten. Unter Verwendung dieser Primer
konnte die cDNA mittels Advantage 2 Polymerase Kit in einer Polymerase Chain
Reaction (PCR) vermehrt werden. Dazu wurden zu 1,0 pl der Template DNA die beiden
Primer (Endkonzentration je 2,5 uyM), 2,5 pl 10-fach konzentrierter Advantage 2 Puffer,
0,5 pl dNTPs und 0,3 pl der Advantage 2 Polymerase gegeben und der Ansatz nach
folgendem Programm in einem Thermozykler erhitzt bzw. abgekunhlt.

Zeitintervall Temperatur
1min30s 95°C
30s 95°C
_ 35 Wiederholungen
1 min 68° C
3 min 68° C

3.1.1.4 TOPO-Cloning

Die PCR-Mischung wurde mittels Agarosegelelektrophorese analysiert und das
dominierende Produkt (ca. 2000 bp) wurde aus dem Gel extrahiert. Das auf diese
Weise gereinigte PCR-Produkt, welches die codierenden Sequenz der ALOX15 enthielt,
wurde dann uber 30 Minuten bei Raumtemperatur in den TOPOZ2-Klonierungsvektor
ligiert. Danach wurden 100 pl kompetente XL-1-Blue Bakterien zum Ligationsansatz
hinzugegeben. Nach 30 Minuten Lagerung auf Eis wurden die Bakterien fur 45
Sekunden bei 42° C inkubiert. Dieser Hitzeschock ermdglicht dem Plasmid, das neben
der fur die ALOX15 codierenden Sequenz auch eine fur Ampicillinresistenz codierende
Information enthalt, den Eintritt in das Bakterium. Die Bakterien wurden auf LB-
Agarplatten mit 100 mg/ml Ampicillin (Amp) ausgestrichen und Uber Nacht im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Da nur Bakterien, welche die Ampicillinresistenz von
dem Plasmid aufgenommen hatten, auf den Agarplatten wachsen konnten, war
sichergestellt, dass diese Klone das Plasmid enthielten. Die Klone wurden von der
Agarplatte gepickt und in Flussigkultur gegeben, die ebenfalls 100 mg/ml Ampicillin

enthielt. Nach einer erneuten Inkubation von 20 h wurde aus den Bakterien die Plasmid-
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DNA mit dem GeneJET DNA-Mini-Prep-Kit isoliert und mit der gewonnenen DNA eine

Restriktionsspaltung durchgefuhrt.

3.1.1.5 Kontrollspaltung

Um zu kontrollieren, ob das rekombinante Plasmid die ALOX15 codierende
Sequenz auch wirklich enthielt, wurde versucht das praparierte Klonierungsplasmid
mittels spezifischer Restriktionsendonukleasen zu spalten. Die entsprechenden
Erkennungssequenzen der zu verwendenden Restriktionsendonukleasen wurden in die
Amplifizierungsprimer eingebaut (siehe 3.1.1.3). Damit wurde das ALOX15 codierende
Insert aus dem rekombinanten Klonierungsplasmid herausgespalten, sodass in der
Agarosegelelektrophorese ein 2000 bp Fragment nachgewiesen werden konnte. War
dieses Restriktionsfragment vorhanden, enthielt das rekombinante Klonierungsplasmid
mit gro3er Wahrscheinlichkeit die ALOX75-cDNA Sequenz und konnte fur die weiteren
Arbeiten verwendet werden. War dies nicht der Fall, wurde der entsprechende Klon

verworfen.

3.1.1.6 Umklonierung in einen prokaryotischen Expressionsvektor

Da Klonierungsvektoren wie der TOPO-Vektor nicht die strukturellen
Eigenschaften fur eine Expression rekombinanter Proteine aufweisen, sondern nur zur
Vervielfachung der DNA in Bakterien geeignet sind, wurde die ALOX75-cDNA aus dem
TOPO-Cloningvektor in den pET28b-Vektor (prokaryotischer Expressionsvektor)
umkloniert. Dazu wurden die Restriktionsendonukleasen Sall und Hindlll verwendet, die
unter 3.1.1.3 in die Amplifizierungsprimer eingebaut wurden. Restriktionsendonukleasen
ermoglichen das Spalten von DNA-Strangen an spezifischen Stellen, indem sie
Erkennungssequenzen von Basen erkennen und dort spalten. Neben dem
rekombinanten Klonierungsprodukt (ALOX75-cDNA) wurde auch der zirkulare pET28b-
Vektor mit den gleichen Restriktionsendonukleasen gespalten und damit linearisiert.
AnschlieBRend wurde das praparierte Insert (ALOX715-cDNA) in den linearisierten
Expressionsvektor ligiert und kompetente Bakterien mit dem rekombinanten
Expressionsplasmid transformiert. Ampicillinresistente Bakterienklone wurden selektiert,
Plasmid-DNA wurde isoliert und das gesamte Konstrukt aus Vektor und Insert wurde
von der Firma Eurofins MWF-Operon (Ebersberg, Deutschland) sequenziert.
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3.1.2 Klonierung der ALOX15 des Schimpansen

Vergleicht man die Aminosauresequenz der ALOX15 des Schimpansen
(chiALOX15) mit der des Menschen, so fallt eine Ubereinstimmung der Determinanten
des Triadenkonzeptes auf. Dementsprechend handelte es sich bei der chiALOX15
ebenfalls um ein Arachidonsaure-15-lipoxygenierendes Enzym, das bisher jedoch noch
nicht charakterisiert worden ist. Die Klonierung der chiALOX15 erfolgte analog der

Klonierung der humALOX15 aus Schimpansenblut.

3.1.3 Klonierung der ALOX15 des Pongo pygmaeus (Orang-Utan)

Bei der ALOX15 des Orang-Utans (ponALOX15) handelt es sich um ein
Arachidonsaure-15-lipoxygenierendes Enzym, das zuerst von Vogel et al. (52)
beschrieben wurde. Eine cDNA-Bibliothek aus dem Blut eines Orang-Utans wurde vom
Deutschen Ressourcenzentrum fur Genomforschung GmbH (Berlin, Deutschland)
bereitgestellt. Aus dieser cDNA-Bibliothek wurde die cDNA der ponALOX15 unter
ahnlichen Bedingungen wie fur die humALOX15 beschrieben, amplifiziert. Nach
erfolgtem TOPO-Cloning wurde das Insert in den pET28-Vektor mithilfe von Sall und
Xhol umkloniert.

3.1.4 Klonierung der ALOX15 des Kaninchens

Die Kaninchen-ALOX15 (rabALOX15) wurde als natives Enzym erstmalig aus
Kaninchenretikulozyten isoliert und als ein Arachidonsaure-15-lipoxygenierendes
Enzym charakterisiert (90). Fur die vorliegende Arbeit wurde die mRNA der Kaninchen-
ALOX15 aus Kaninchenretikulozyten isoliert und durch reverse Transkription in die
entsprechende cDNA umgeschrieben. Aus der Summe der verschiedenen cDNA-
Spezies wurde die ALOX15-cDNA mittels PCR amplifiziert und in den
Expressionsvektor pKK233 einkloniert. Danach erfolgte eine Umklonierung in den
pET15b-Vektor unter Verwendung der Restriktionsendonukleasen Sall und Hindlll.

3.1.5 Klonierung der ALOX15 des Macaca mulatta (Rhesusaffe)
Bei der ALOX15 von Macaca mullatta (macALOX15) handelt es sich um ein von
Vogel et al. beschriebenes Arachidonsaure-12-lipoxygenierendes Enzym (52). Das

Expressionsplasmid der macALOX15 wurde freundlicherweise von Pontus Forsell
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(Karolinska Institut, Schweden) zur Verfugung gestellt. Die ALOX75-mRNA wurde dazu
aus Lungengewebe toter Makaken gewonnen, per reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben und per PCR vervielfaltigt (91). Mit den Restriktionsendonukleasen Sall
und Xhol gelang es, die kodierende ALOX15-Sequenz in den pET28b-Vektor

einzuklonieren.

3.1.6 Klonierung der ALOX15 des Schweins

Bei der Schweine-ALOX15 (pigALOX15) handelt es sich um ein Arachidonsaure-
12-lipoxygenierendes Enzym, das zuerst aus polymorphkernigen Leukozyten des
Schweins isoliert wurde (92). Die Klonierung der pigALOX15 erfolgte analog zur
Klonierung der humALOX15, allerdings wurde hier Schweineblut als Ausgangsmaterial
fur die Gewinnung der entsprechenden cDNA verwendet. Das ALOX15-Insert wurde in
das Expressionsplasmid pET28b zwischen die Erkennungssequenzen der

Restriktionsendonukleasen Sall und Notl einkloniert.

3.1.7 Klonierung der ALOX15 der Ratte

1993 beschrieben Watanabe und Haeggstrom erstmals die ALOX15 der Ratte
(ratALOX15) als ein Arachidonsaure-12-lipoxygenierendes Enzym (93). Fur die
vorliegende Arbeit wurde die ratALOX75-cDNA aus Rattenblut amplifiziert und wie die
humALOX15 kloniert. Die Insertion der entsprechenden cDNA erfolgte zwischen die
Erkennungsstellen fur die Restriktionsendonukleasen Sall und Notl in den pET28b

Expressionsvektor.

3.1.8 Klonierung der ALOX15 der Maus

Bei der Maus-ALOX15 (mouALOX15) handelt es sich um ein Arachidonsaure-12-
lipoxygenierendes Enzym, das zuerst von Funk et al. (94) beschrieben wurde. Fur die
Klonierung des Enzyms wurde zunachst total RNA aus Mausperitonealmakrophagen
gewonnen und mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Nach PCR und
TOPO-Cloning wurde das Insert in den pET28b Expressionsvektor einkloniert, wobei
die Erkennungsstellen der Restriktionsendonukleasen Sall und Notl verwendet wurden.
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3.1.9 Kilonierung der Leu353Phe Mutante der mouALOX15

Die murine ALOX15 ist ein Arachidonsaure-12-lipoxygenierendes Enzym. lhre
Leu353Phe Mutante weist hingegen entsprechend des Triadenkonzeptes (30) 15-
lipoxygenierende Eigenschaften auf. Zur Herstellung dieser 15-lipoxygenierenden
Mutante wurde das rekombinante Expressionsplasmid der mouALOX15 im pET28b
Vektor einer ortsgerichteten Mutagenese unterzogen. So konnen gezielt einzelne
Nukleotide eines Genkonstrukts ausgetauscht werden. Fur die ortsgerichtete
Mutagenese werden spezifische Primer bendtigt, die sich an das zu mutierende Codon
anlagern. Diese Primer enthalten eine geringgradig abweichende Nukleotidsequenz und
ihr Einbau in die cDNA mutiert die Sequenz des Expressionsplasmids. Diese Primer
wurden nach unseren Vorgaben von der Firma BioTez (Berlin, Deutschland)
synthetisiert. Die Mutagenese wurde mit dem PfuUltra Il Hotstart PCR Master Mix
durchgefuhrt. Nach der PCR enthielt der Ansatz sowohl DNA-Strange maternaler
Herkunft (nicht-mutierte Sequenz) als auch solche, die die Mutation enthielten. Die
mutierte DNA ist allerdings im Gegensatz zur ursprunglichen rekombinanten DNA nicht
methyliert. Mithilfe der Dpnl Restriktionsendonuklease wurden die methylierten
Einzelstrange des DNA-Doppelstrangs abgebaut, wahrend die mutierten Einzelstrange
nicht angegriffen wurden. Schlussendlich wurde der nicht abgebaute DNA-Einzelstrang
(mit der Mutation) zum Doppelstrang vervollstandigt, sodass beide Einzelstrange die
angestrebte Mutation enthielten. Das mutierte Expressionsplasmid wurde vollstandig
sequenziert, um zu uberprufen, ob die angestrebte Mutation vorhanden ist und ob sich

keine weiteren Veranderungen in der Basensequenz ergeben haben.

3.1.10 Klonierung der Leu353Phe Mutante der ratALOX15

Die ALOX15 der Ratte zahlt zu den 12-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen.
Durch ortsgerichtete Mutagenese des rekombinanten Expressionsplasmids konnte das
Leucin an Stelle 353 des Enzyms durch ein groReres Phenylalanin ersetzt werden.
Dadurch stellte sich ein 15-lipoxygenierender Charakter ein. Als Vorlage diente die
ALOX15 der Ratte und es wurden Primer der Firma BioTez und der PfuUltra |l Hotstart
PCR Master Mix verwendet.

49



3.1.11 Klonierung der lle418Ala Mutante der humALOX15

Die humane ALOX15 ist ein Arachidonsaure-15-lipoxygenierendes Enzym. lhre
lle418Ala Mutante zeigt hingegen entsprechend des Triadenkonzeptes (30) einen 12-
lipoxygenierenden Charakter. Um die Mutante der humanen ALOX15 zu erstellen,
wurde analog zur murinen Mutante (s.0.) eine ortsgerichtete Mutagenese durchgefuhrt.
Als Vorlage diente die humane ALOX15. Zur Mutagenese wurden wiederum Primer der
Firma BioTez und der PfuUltra |l Hotstart PCR Master Mix verwendet. Zum Abbau der
methylierten maternalen DNA wurde Dpnl verwendet.

3.1.12 Praparation der nativen 15-Lipoxygenase des Kaninchens aus

Retikulozyten

Als Ausgangsmaterial fur die Praparation der Lipoxygenase wurde eine
retikulozytenreiche Blutzellsuspension eines Kaninchens verwendet. Dazu wurde bei
dem Tier durch mehrfache Blutentnahmen eine experimentelle Entblutungsanamie
induziert. Die Lipoxygenase konnte aus dem Hamolysat der retikulozytenreichen
Blutzellsuspension durch Salzfallung mit Ammoniumsulfat angereichert werden. Eine
weitere Aufreinigung des Enzyms wurde durch Anion-Austausch-Chromatographie
erreicht. Der Lipoxygenasepeak der Anion-Austausch-Chromatographie wurde durch
isoelektrischen Fokussierung im Saccharosegradienten und durch Gelfiltration weiter
gereinigt (95). Das finale Praparat der nativen rabALOX15 besall eine

elektrophoretische Reinheit von >90%.

3.2 Proteinexpression

Zur bakteriellen Expression der Saugetier-ALOX15-Orthologen  wurden
kompetente Bakterien des Stamms BL21(DE3)pLysS, die zur Familie der Escherichia
Coli Bakterien gehoren, verwendet. Diese Bakterien enthalten von Natur aus ein
Plasmid, das fur eine Chloramphenicol-Resistenz codiert. Die Expression erfolgte mit
dem EnPresso-Expression System der Firma BioSilta. Dazu wurde 1 mg Plasmid-DNA
zu 100 pl einer Suspension von chemisch kompetenten BL21-Bakterien gegeben und
fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42° C Uber 45 s und weiteren
2 Minuten auf Eis wurden 500 pl SOC-Medium zugegeben und der Ansatz fur 1 h bei
37° C mit 200 rpm geschuttelt. LB-Agarplatten wurden nun mit Ampicillin und
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Chloramphenicol versetzt und je 300 pl des Transformationsansatzes darauf
ausgestrichen. Uber Nacht wurden die Platten im Brutschrank bei 37° C inkubiert.

Zur Vorkultur wurde jeweils ein ausgewahlter Bakterienklon von der Agarplatte
aufgenommen und in 1 ml LB-Medium und je 10 pl der Antibiotika Chloramphenicol und
Ampicillin gegeben und Uber Nacht bei 37° C und 180 rpom auf dem Schuttler inkubiert,
bis eine ODeoo von 0,1-0,15 erreicht war.

Um die Hauptkultur der Bakterien anzusetzen, wurden zunachst zwei Tabletten
aus dem Enpresso Set in 50 ml sterilen MilliQ Wassers in 50 ml Plastikkolben
vermischt, um das EnBase-Medium herzustellen, welches komplexe Nahrstoffe,
Spurenelemente und l6sliche Polysaccharide fur die Ernahrung der Bakterien enthalt.
Weiterhin wurden je 50 pl der Antibiotikaldsungen und 100 pl Antifoamreagenz
zugegeben. Nach Zugabe der Vorkultur wurde 50 yl Enz I'm LOsung zugefugt, welche
die Freisetzung von Glucose aus den Polysacchariden vermittelt. Die Kulturflasche
wurde mit einem AirTop Seal verschlossen und im Schattler bei 30° C und 200 rpm
inkubiert.

Nachdem bei der Kontrolle des Kulturwachstums eine ODegoo von >5 gemessen
wurde, konnte die Expression des rekombinanten Proteins durch Zugabe von IPTG (1
mM Endkonzentration im Expressionsansatz) induziert werden. Weiterhin wurden eine
Booster-Tablette aus dem EnPresso-Kit und 250 pl Enz I'm zur Verbesserung der
Nahrstoffversorgung der Bakterien zugegeben. Dieses Gemisch wurde Uber 24 h bei
25° C und 200 rpm inkubiert, bis sich die ODesgo verdoppelt hatte.

Daraufhin wurden die Bakterien Uber 10 min bei 4° C und 4000 rpm (5000 RCF)
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet, das sich bei der
Zentrifugation bildete, wurde mit 10 ml PBS gewaschen und schlieRlich in 10 ml PBS
resuspendiert. Um die rekombinanten Enzyme zu erhalten, wurden die Zellen mit einer
Ultraschallsonde zerstort. Nach einer Zentrifugation iber 20 min bei 4° C und 14.000
rpm (21.000 RCF) konnte der Uberstand, der die ALOX15 enthielt, abpipettiert werden.

3.3 Westernblot

Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei den exprimierten ALOX15-Orthologen um
N-terminale his-tag-Fusionsproteine. Diese Fusionsproteine lassen sich in komplexen
Proteinmischungen (z.B. bakterielle Lysatuberstande) mit einem Antikorper spezifisch

nachweisen, der gegen die Poly-His-Sequenz am N-terminalen Ende der
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rekombinanten Proteine gerichtet ist. Dazu ist jedoch erst eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) notig, mit der die Proteine, die sich im Lysatuberstand
befinden, nach ihrem Molekulargewicht voneinander aufgetrennt werden konnen.

Dazu wird zunachst ein bestimmtes Volumen des Lysatuberstandes mit vierfach
konzentriertem Elektrophoreseladungspuffer der Firma Roth versetzt und 10 min bei
95° C inkubiert. AnschlieBRend wurden ca. 100 uyg Gesamtprotein auf ein 10 %-iges
Polyacrylamidgel aufgetragen und eine Spannung von ca. 100 V angelegt, sodass die
Proteine anhand ihrer molekularen Masse voneinander getrennt werden konnten. Das
Polyacrylamidgel konnte nach der Proteintrennung fur den Westernblot verwendet
werden. Dazu wurde ein elektrisches Feld mit 10 V senkrecht zum Gel angelegt, sodass
die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran Gbertragen wurden. Diese Membran wurde
danach mit Ponceauldsung gefarbt, um das Muster der auf die Membran geblotteten
Proteine kontrollieren zu konnen. Daraufhin wurde die Nitrozellulosemembran Uber eine
Stunde mit Magermilchpulver in PBS und 0,1 % Tween20 blockiert. Die Blockierung mit
dem fur den Antikorper nicht erkennbaren Milchprotein ist notwendig, damit sich der
Antikdrper nicht unspezifisch an Membranen anheften kann, was zu einer
unspezifischen Farbung des Blots fuhren wirde. Nachdem die Magermilch und das
Tween20 von der Membran entfernt worden waren, konnte der Anti-his-tag-Antikorper
auf die Membran gegeben werden. Dieser Antikorper, der mit einer Peroxidase (HRP)
kovalent verknupft ist, wurde 1 : 5.000 mit 5 % Magermilch in PBS verdunnt. Die
Peroxidase reagiert bei der anschlieffenden Inkubation mit dem Western Lightning Plus
Reagenz und oxidiert dabei Luminol. Bei dieser Reaktion wird Licht emittiert, das sich
bei 425 nm mit Hilfe eines Scanners nachweisen lasst. Die Intensitat der Lichtemission
ist dabei proportional zur Menge an produzierten Enzymen, wodurch genaue

Ruckschlusse auf die Menge der Lipoxygenasen im Proteingemisch ermoglicht werden.

3.4 Aktivitatsassay zur Bestimmung der Arachidonsaureoxygenierungskapazitat

Zunachst wurde die Arachidonsaureoxygenaseaktivitat der einzelnen ALOX15-
Orthologen in Abwesenheit von LOX-Hemmstoffen getestet. Dazu wurden verschiedene
Mengen des Lysatuberstandes eingesetzt. Zu diesem Zweck wurden die eingefrorenen
Lysatuberstande zunachst im Wasserbad bei Raumtemperatur aufgetaut. Als Substrat
diente eine 150 mM methanolische Losung von Arachidonsaure, die unter

Argonatmosphare bei -20° C gelagert wurde. Fiur die Messungen wurden verschiedene
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Volumina der Lysatuberstande (5-50 ul) zu 500 ul PBS gegeben und die Reaktion durch
Zugabe von 0,5 ul der Substratlosung (Endkonzentration an Arachidonsaure 150 uM)
gestartet. Der Ansatz wurde 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde
Natriumborhydrid ~ zugegeben, was  zur  Reduktion der  entstandenen
Hydroperoxyfettsauren zu den entsprechenden Alkoholen und zur Beendigung der
Reaktion fuhrt. Dann wurden 40 ul 100% Essigsaure zu dem Ansatz gegeben, um den
pH-Wert auf 3-4 einzustellen. Anschlielend wurden 500 pl Methanol zugefugt und der
Ansatz fur zehn Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 14.000 rpm
(21.000 RCF) Uber zehn Minuten wurde der Uberstand in ein Glasvial tberfiihrt. Die
Entstehung von LOX-Produkten wahrend der dreiminutigen Inkubation wurde in der
HPLC quantifiziert (96).

3.5 Substratspezifitatstestung

Die humane und die Kaninchen-ALOX15 akzeptieren fast alle naturlich
vorkommenden Polyenfettsauren (Arachidonsaure, Eicosapentaensaure,
Dokosahexaensaure, Linolsaure, alpha- und gamma-Linolensaure) als Substrate. Um
die Substratspezifitat der praparierten ALOX15-Orthologen zu testen, wurden
Aktivitatsassays mit den Substraten Arachidonsaure und Linolsaure in einem
gemeinsamen Aktivitdtsansatz durchgefuhrt. Da die Oxidation von Linolsaure 13-
HODE, die Oxidation von Arachidonsaure hingegen 12- bzw. 15-HETE hervorbringt,
konnte anhand des gebildeten Produktmusters auf die Substratspezifitat der ALOX15-
Orthologen geschlossen werden. Fur die Messungen wurden die Konzentration von
Linolsdure und Arachidonsdaure im Assayansatz so dosiert, dass die
Endkonzentrationen der beiden Fettsauren im Messansatz jeweils 80 yM betrugen.
Dann wurde die Oxygenasereaktion durch Zugabe unterschiedlicher Mengen von
Lysatuberstand (Enzymquelle) zu 500 pul der Inkubationsmischung gestartet. Nach
dreiminutiger Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe von Natriumborhydrid
beendet und der Ansatz mit 50 pl 100% Essigsaure auf einen pH von 3,5 eingestellt.
Nach Zugabe von 500 uyl Methanol wurde der Ansatz uber 10 Minuten zentrifugiert und
der klare Uberstand mit einer Kombination von RP- und SP-HPLC analysiert. Fir die
RP-HPLC, bei der die drei zu erwartenden Oxygenierungsprodukte nicht sicher
voneinander getrennt werden konnten, wurde ein Laufmittel mit den Konzentrationen

Methanol/Wasser/Essigsaure von 75/25/0,1 by vol. verwendet. Diese RP-HPLC diente
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zur Praparation der gebildeten Hydroxyfettsauren. Fur die anschlieRende SP-HPLC, die
wir zur separaten Quantifizierung der praparierten Hydroxyfettsduren angewendet
haben, wurde das Laufmittelsystem n-Hexan/2-Propanol/Essigsaure (100:2:0.1, by vol.)
verwendet. In beiden HPLC-Systemen wurde eine Flussrate von 1 ml/min eingestellt.

3.6 Membranoxygenierungsassay

Bestimmte LOX-Isoformen sind in der Lage Biomembranen zu oxygenieren (97).
Um die Membranoxygenierungskapazitaten der verschiedenen ALOX15-Orthologen zu
vergleichen, wurden die ALOX15-Orthologen mit biologischen Modellmembranen
inkubiert und die Bildung spezifischer LOX-Produkte quantifiziert. Als
Modellmembranen wurden submitochondriale Partikel (SMP) verwendet, die aus
Mitochondrien von Rinderkardiomyozyten hergestellt wurden. Dazu wurden Aliquots der
praparierten Lysatuberstande mit 50 pl SMP (20 mg/ml) in 1 ml PBS Uber 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit bindet die Lipoxygenase an
die Membran und oxidiert die darin enthaltenen ungesattigten Fettsauren. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von Natriumborhydrid beendet und die Ansatze mit 50 pl
Essigsaure angesauert. Danach erfolgte die Extraktion der Lipide aus den
Reaktionsgemischen nach Bligh-Dyer (98). Dazu wurden 2,5 ml Methanol und 1,25 ml
Chloroform auf die Proben gegeben und fur 1 Minute auf dem Vortex geschuttelt (keine
Phasentrennung). Danach wurden erneut 1,25 ml Chloroform zusammen mit 1,25 ml
Wasser hinzugefugt und wieder eine Minute geschuttelt. Bei 4.000 rpm (5.000 RCF)
wurden die Ansatze dann uber 15 min zentrifugiert, wodurch sich zwei Phasen trennten.
Die sich unten absetzende Phase enthielt die Membranlipide. Diese Phase wurde
vorsichtig abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefald dberfuhrt. Mithilfe eines
Rotationsverdampfers konnte das Ldsungsmittel aus den Proben entfernt werden.
Daraufhin wurden die zurtuckbleibenden Lipide in 350 yl Methanol aufgelost und 70 pl
40% Kaliumhydroxid (KOH) Losung zugegeben. Nach einer Inkubation bei 60° C im
Wasserbad uber 15 Minuten (alkalische Hydrolyse der Esterlipide) wurden 80 pl
Essigsaure zugefugt, was den stark alkalischen pH-Wert der Proben neutralisierte und
einen pH-Wert der Proben von 3-4 einstellte. Die in den Proben vorliegenden freien
Fettsauren wurden anschlieBend mittels RP-HPLC auf das Vorhandensein von
konjugierten Dienen (Hydroxypolyenfettsauren) analysiert.
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3.7 Lipoxinsynthese

Lipoxine sind  Entzundungsmediatoren mit  antiinflammatorischer  und
proresolutorischer Wirkung, die in mehreren isomeren Formen vorkommen. Sie werden
aus Arachidonsaure gebildet und stellen strukturell mehrfach hydroxylierte Fettsauren
dar. Es gibt zwei grolRe Gruppen von Lipoxinen, die sich hinsichtlich der
Stellungsisometrie ihrer OH-Gruppen, der Geometrie ihrer Doppelbindungen und der
optischen |Isomerie der chiralen Kohlenstoffatome in verschiedene Untergruppen
einteilen lassen. Die beiden Hauptgruppen sind:

Lipoxin A-lsomere: 5-,6-,15-Tri-HETE

Lipoxin B-lsomere: 5-,14-,15-Tri-HETE
Lipoxine werden durch die konzertierte Aktion mehrerer LOX-lIsoformen aus
Arachidonsaure gebildet, wobei die ALOXS, die ALOX12 und die ALOX15 beteiligt sein
konnen. Es gibt mehrere metabolische Wege, die zur Lipoxinbildung beitragen konnen.
Initial wird dabei Arachidonsaure durch die ALOX5 zu 5-H(p)ETE oder 5,6-DiH(p)ETE
umgewandelt. Die Umwandlung von 5-H(p)ETE in 5,6-DiH(p)ETE kann zum einen
durch einen zweiten Oxygenierungsschritt oder Uber die intermediare Bildung der 5,6-
Epoxidarachidonsaure (5,6-LTA4) verlaufen. Das 5,6-DIHETE fungiert dann als Substrat
fur die ALOX15 und/oder die ALOX12, die daraus 5,6,15-Tri-HETE (Lipoxin A)
herstellen. Umgekehrt ist es aber auch mdglich, dass die ALOX15 Arachidonsaure zu
15-HETE und/oder 14,15-DIHETE umsetzt, woraus durch die katalytische Aktivitat der
ALOX5 5,14,15-TriHETE (Lipoxin B) gebildet werden kann. Auch hier kann das
intermediar entstehende 14,15-DiH(p)ETE entweder durch Doppeloxygenierung der
Arachidonsaure oder Uber die Bildung der 14,15-Epoxyarachidonsaure gebildet werden.
Die dritte Moglichkeit der Synthese ist die Umwandlung von Arachidonsaure in 5,15-
DIHETE durch ALOX5 und ALOX15. 5,15-DIHETE kann letztendlich durch
verschiedene LOX-Isoformen wie ALOX12 und ALOX15 zu 5,6,15-Tri-HETE (Lipoxin A)
bzw. 5,14,15-Tri-HETE (Lipoxin B) oxygeniert werden (siehe Abb. 8). In dieser Arbeit
wurde die Lipoxinsynthaseaktivitat der ALOX15-Orthologen verschiedener Saugetiere
mit 5S-HETE, 5S,6S/R-DIHETE und 5S,15S-DIHETE als Substrat untersucht. Dazu
wurden die Substrate (30 uM Endkonzentration) mit den Lysatuberstanden als Quelle
der rekombinante ALOX Isoformen fir 10 min inkubiert und die entstandenen
Lipoxinisomere mittels RP-HPLC quantifiziert.

Hydroxyfettsauren fungieren prinzipiell als LOX-Substrate solange sie ein
bisallylstandiges Kohlenstoffatom tragen. lhre Produkte fungieren jedoch nicht als
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Enzymaktivatoren. Deshalb wurde den Inkubationsansatzen eine geringe Menge (3 uM)
an Linolsaure zugesetzt. Die Linolsdure wird sehr schnell zur Hydroperoxylinolsaure
(13S-HpODE) oxygeniert und dieses Produkt fungiert als Aktivator der HETE-Oxidation.
Nach Ablauf der Inkubationszeit von 10 Minuten wurde die Reaktion mit
Natriumborhydrid gestoppt und 50 ul Essigsaure zugegeben. Durch die Zugabe von
500 pl Methanol wurde das Protein denaturiert und konnte fir 10 min bei 14.000 rpm
(21.000 RCF) abzentrifugiert werden. Der klare Uberstand wurde zur Analyse des
Ausmales der Lipoxinbildung mittels RP-HPLC verwendet.

3.8 Einfluss von Hemmstoffen auf die Arachidonsaureoxygenaseaktivitat

Fur die Bestimmung der Aktivitat der ALOX15 unter dem Einfluss verschiedener
Hemmstoffe wurden zunachst die Hemmstoffe abgewogen und in DMSO gel6st, sodass
10 mM Stammlosungen entstanden. Die getesteten Hemmstoffe reprasentieren eine
Auswahl klassischer ALOX-Hemmer (i.e. NDGA, ETYA, SHAM, 4-NC), deren
Wirkmechanismen zum Teil bereits detailliert untersucht worden waren. Weiterhin
wurde eine Reihe von Substanzen mit einbezogen, die in der neueren Literatur als
LOX-Hemmstoffe identifiziert wurden, Uber deren Spezifitat jedoch noch relativ wenig

bekannt ist. Folgende Hemmstoffe wurden in die Testung einbezogen:

e Nordihydroguaiaretsaure (NDGA) (3)

e Eicosatetraensaure (ETYA) (99)

e Baicalein (BCA) (100)

e Epigallocatechingallat (EGCG) (81)

e 4-Nitrocatechol (4-NC) (101)

e 15-Lipoxygenase Inhibitor 1 (LI-1) (84)

o CAY 10698 (CAY) (85)

e Salicylhydroxamsaure (SHAM) (102)

e Cyano-4-hydroxy-Zimtsaure (CHCA) (103)

Die Hemmstoffe wurden fur jedes Experiment 1 : 100 mit PBS auf eine
Endkonzentration von 100 yM verdunnt (Hemmstoffgebrauchslosung). Es wurde fur
jedes Enzym ein Ansatz mit 250 pl PBS und 5 pyl Lysatuberstand (ALOX15-Praparation)
erstellt. Dieser PBS-Enzymmischung wurden drei verschiedene Mengen der
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Hemmstoffgebrauchslosungen zugefugt, sodass Hemmstoffkonzentrationen von 0,2
MM, 1 uM und 10 yM im Inkubationsansatz eingestellt wurden. Die ALOX15-Orthologen
wurde mit den Hemmstoffen in Abwesenheit von Substrat fur funf Minuten vorinkubiert.
Die LOX-Reaktion wurde durch die Zugabe von 250 uyl PBS gestartet, in der sich
Arachidonsaure als Oxygenierungssubstrat in einer Konzentration von 300 uM und die
gleiche Hemmstoffkonzentration wie im Vorinkubationsansatz befanden. Damit
entsprach die Substratkonzentration im Reaktionsansatz 150 pM und die
Hemmstoffkonzentrationen im Vorinkubations- und im Messansatz waren identisch. Die
Reaktionszeit betrug drei Minuten. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von
Natriumborhydrid beendet, welches gleichzeitig die Reduktion der
Hydroperoxyfettsauren zu Hydroxyfettsduren bewirkte. Der Ansatz wurde mit 40 pl
Essigsaure versetzt und 500 pl Methanol zugegeben. Nach Zentrifugation fur zehn
Minuten bei 14.000 rpm (21.000 RCF) wurde der Uberstand in Vials tberfihrt und
mittels RP-HPLC zur Quantifizierung von 12- und 15-HETE analysiert. Jeder Ansatz
wurde zweifach analysiert. Aullerdem wurden 3 Ansatze ohne Hemmstoff als Kontrolle
mitgefuhrt, ebenso wie eine Kontrolle ohne Enzym.

3.9 High-Performance-Liquid-Chromatographie (HPLC)

Die bei der Arachidonsaureoxygenierung entstandenen Hydroxyfettsauren wurden
mit der HPLC (High Performance Liquid Chromatography) analysiert. Dazu wurden 300
ul des abzentrifugierten Uberstandes der Proben in die Umkehrphasen-HPLC
eingespritzt. Es wurde eine Vorsaule der Firma Macherey-Nagel (Deutschland)
eingesetzt, um die Hauptsaule vor Verunreinigung zu schutzen. Die Hauptsaule
(Macherey-Nagel, Deutschland) enthalt poroses Kieselgel mit einer Partikelgrol3e von 5
pum, an deren OH-Gruppen Octadecylsilanketten chemisch gebunden sind
(Umkehrphase). Dadurch kehren sich die Polaritatseigenschaften des Kieselgels um.
Das Laufmittel bestand aus einem Gemisch aus Methanol, H2O und Essigsaure im
Verhaltnis (88/12/0,1). Der Fluss durch die HPLC wurde auf 1 ml/min eingestellt. Mit
Hilfe eines Photodiodenarraydetektors konnten die Ergebnisse der HPLC-Analytik in
einem dreidimensionalen Datensatz festgehalten werden, bei der die Retentionszeit (x-
Achse), das Ausmal der Lichtabsorption (y-Achse) und die jeweilige Wellenlange (z-
Achse) gespeichert wurden. Die Retentionszeit und das UV-Spektrum einer eluierten

Substanz lassen Ruckschlisse auf die chemische Struktur dieser Substanz zu. Das
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Ausmal} der Lichtabsorption zeigt im Gegensatz dazu die Menge der Substanz in der
Analyseprobe an. Lipoxygenaseprodukte (HETE- und HODE-Isomere) enthalten
konjugierte  Diene, die durch charakteristische UV-Spektren mit einem
Absorptionsmaximum bei 235 nm gekennzeichnet sind. Lipoxine hingegen enthalten
konjugierte Tetraene, die ebenfalls charakteristische UV-Spektren mit lokalen
Absorptionsmaxima bei 289 nm, 301 nm und 316 nm aufweisen (104). Die jeweilige
Menge der Produkte wurde durch Integration der Flachen unter den Peaks der
Chromatogramme berechnet. Da durch nichtenzymatische Oxygenierung der
Substratldsungen bei der Lagerung Oxidationsprodukte entstehen, wurden die Werte

der Nichtenzym-Kontrolle von allen Integrationsergebnissen subtrahiert.

3.10 Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration ICsp

Die Effektivitat eines Hemmstoffs Iasst sich durch die Bestimmung der mittleren
inhibitorischen Konzentration (ICso) quantifizieren. Lipoxygenasehemmstoffe, die eine
ICs0 im submikromolaren Bereich aufweisen (< 1 pM), stellen dabei effektive ALOX-
Hemmstoffe dar. Zur Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICso),
wurden Restaktivitaten der Enzyme (in %, wobei die ungehemmte Reaktion gleich
100 % gesetzt wurde) auf der y-Achse und der dekadische Logarithmus der
Hemmestoffkonzentrationen auf der x-Achse aufgetragen. Die einzelnen Punkte wurden
durch eine Regressionskurve miteinander verbunden und durch die Gleichung der
Funktion der Kurve konnte die Inhibitorkonzentration berechnet werden, bei der nur

noch 50% Oxygenasekapazitat der ALOX vorhanden waren.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression der ALOX15-Orthologen verschiedener Saugetiere

Um die ALOX15-Orthologen von ausgewahlten Saugetierspezies hinsichtlich ihrer
enzymatischen Eigenschaften miteinander zu vergleichen, wurden die Enzyme in E. coli
exprimiert. Fur die Konstruktion der prokaryotischen Expressionsvektoren wurde
Gesamt-RNA aus den Blutzellen verschiedener Saugetiere extrahiert und mittels
reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. AnschlieBend wurde die ALOX15-
cDNA unter Verwendung spezifischer Primer aus der Gesamtheit aller cDNA Molekule
durch PCR amplifiziert. Das erhaltene PCR-Fragment mit einer GroRe von ca. 2000 bp
wurde in einen Klonierungsvektor ligiert und vervielfaltigt. Daraufhin erfolgte die
Umklonierung in einen bakteriellen Expressionsvektor (pET28b bzw. pET15b).
AnschlieBend konnte das rekombinante Protein exprimiert werden. Die Bakterien
wurden durch Ultraschallbehandlung lysiert, die Zelltrummer abzentrifugiert und der
Lysatuberstand wurde als Enzymquelle genutzt. FUr unsere Untersuchungen wurden
die Orthologen der humanen ALOX15 verschiedener Saugetiere als katalytisch aktive

his-tag-Fusionsproteinen exprimiert.

Zusammenfassung: Die rekombinanten Wildtyp-ALOX15-Orthologen von Mensch,
Schimpanse, Orang-Utan, Kaninchen, Makaken, Schwein, Ratte und Maus konnten
erfolgreich in E. coli exprimiert werden. Weiterhin wurden die Leu353Phe Mutante des
murinen Enzyms und die lle418Ala Mutante des humanen Enzyms exprimiert.

411 Etablierung eines HPLC Systems zur Analyse der ALOX15-

Positionsspezifitat

Um die enzymatische Aktivitat der verschiedenen ALOX15-Orthologen zu
quantifizieren und um ihre Produktmuster vergleichen zu kénnen, wurden mit Aliquots
der Lysatuberstande Aktivitatsassays durchgefuhrt, bei denen Arachidonsaure als
Substrat verwendet wurde. Zu diesem Zweck wurde die Menge der LOX-Produkte
mittels HPLC quantifiziert, die wahrend einer festgelegten Inkubationsperiode (1 min, 2
min, 5 min) gebildet wurden. Um die Peaks in den HPLC-Chromatogrammen den LOX-
Produkten zuordnen zu konnen, wurde das Messsystem zunachst durch die
Chromatographie authentischer HPLC-Standards fur 5-HETE, 15-HETE und 12-HETE
geeicht. Dabei sind die Retentionszeiten der LOX-Produkte unter den gegebenen
chromatographischen Bedingungen charakteristisch, sodass ein Vergleich der
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Retentionszeiten der Substanzen einer Analyseprobe mit denen der Standardmischung
eine ldentifizierung der chemischen Zusammensetzung des Produktmusters erlaubt. In
Abb. 18 ist das Umkehrphasenchromatogramm der Standardmischung abgebildet.
Jeder Peak steht dabei fur eine Hydroxyfettsdure. Auf der X-Achse ist die
Retentionszeit in Minuten und auf der Y-Achse die Absorption der Hydroxyfettsauren
bei 235nm in mAU aufgetragen. 15-HETE zeigte mit ca. 6,5 Minuten die kirzeste
Retentionszeit, dicht gefolgt von 12-HETE mit 7,5 Minuten und 5-HETE bei 9 Minuten.
Die Peaks wurden bei einer Wellenlange von 235 nm erfasst.

mAU Standard 15-, 12- und 5-HETE
150 -
125 4
£
c
w100 4
™
-
v
T 754 15-HETE
o
£ l 12-HETE 5 HETE
° 50 4 l l
0
<
J\
0 - MAM -

0 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 min
Retentionszeit

Abb. 18: RP-HPLC Chromatogramm der Standards von 15-, 12- und 5-HETE bei einer Wellenlange von 235
nm. Erlduterungen siehe Text.

Zusammenfassung: Ein RP-HPLC System in dem die drei Projekt-relevanten HETE-
Isomere (15-HETE, 12-HETE, 5-HETE) getrennt voneinander quantifiziert werden
konnen wurde nach Literaturangaben erarbeitet.
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4.2 Enzymatische Charakterisierung

4.2.1 Positionsspezifitat
Um die Positionsspezifitat der ALOX15-Orthologen zu bestimmen, wurde ein

Aktivitatsassay mit den Beispielenzymen humALOX15 und mouALOX15 durchgefuhrt,
wobei Arachidonsaure als Substrat verwendet wurde. Fur die 15-lipoxygenierende
ALOX15 des Menschen wurde in der Produktmischung ca. 10 mal mehr 15-HETE als
12-HETE nachgewiesen (siehe Abb. 19). Im Chromatogramm der Reaktionsprodukte
des humanen Enzyms zeigte sich nach ca. 7 Minuten ein groRer Peak, der die Menge
an 15-HETE reprasentiert. Dieser Peak wurde gefolgt von einem deutlich kleineren 12-
HETE-Peak, der mit einer Retentionszeit von 7,5 min eluiert wurde. Dieses Ergebnis
stimmt mit friheren Untersuchungen zur Positionsspezifitat der humanen ALOX15

Uberein (105).
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Abb. 19: Chromatogramm der Arachidonsdureoxygenasekapazitat der humALOX15. 5 pl des Lysatiberstandes
der Expression der humanen ALOX15 wurde wie in den Methoden beschrieben zum Aktivitatstest eingesetzt. Die

RP-HPLC Analyse wurde wie im Methodenteil angegeben durchgefiihrt.

Die ALOX15 der Maus gehdrt hingegen zu den 12-lipoxygenierenden Enzymen
und produziert vorrangig 12-HETE. Dies lasst sich aus dem Chromatogramm in Abb. 20

ablesen, da der zweite Peak (7,5 Minuten) deutlich hoher ist als der erste.
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Abb. 20: Chromatogramm der Arachidonsdureoxygenaseaktivitit der mouALOX15. 5 pl des
Lysatliberstandes der Expression der murinen ALOX15 wurde wie in den Methoden beschrieben zum
Aktivitatstest eingesetzt. Die RP-HPLC Analyse wurde wie im Methodenteil angegeben durchgefiihrt.

In weiteren Aktivitatsassays wurden die Positionsspezifitaten der beiden
Mutanten humALOX15-1418A und mouALOX15-L353F getestet. Entsprechend des
Triadenkonzeptes der Positionsspezifitat von ALOX15-Orthologen tragt die lle418Ala
Mutante der humALOX15 am Boden der Substratbindungstasche anstatt eines
sperrigen Isoleucins ein kleines Alanin, was zu einer Vertiefung der
Substratbindungstasche beim mutierten Enzym fuhren sollte. Deshalb kann das
Substrat tiefer in die Tasche eintauchen und kommt mit seinem C10 dichter am
Nichthameisen zu liegen. Dadurch sollte sich die Positionsspezifitat von einem 15-
lipoxygenierenden zu einem 12-lipoxygenierenden Enzym andern. Ebenso wandelt sich
das 12-lipoxygenierende Mausenzym durch Austausch des Leucins an der Stelle 353
gegen ein raumfullendes Phenylalanin in ein 15-lipoxygenierendes Enzym um. Um
diese Vorhersage zu bestatigen, wurde mit beiden mutierten Enzymen ein
Aktivitatsassay mit Arachidonsaure als Substrat durchgefuhrt. Es zeigte sich fur die
1418A Mutante der humALOX15 eine vielfach hohere 12-HETE-Bildung als 15-HETE-
Bildung. Die L353F Mutante hingegen produzierte mehr 15-HETE als 12-HETE (siehe
Abb. 21 und Abb. 22). Diese Daten bestatigen die friher postulierten Veranderungen
der Reaktionsspezifitat des Enzyms durch die durchgefuhrte Mutation.
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Abb. 21: Chromatogramm der Arachidonsaureoxygenaseaktivitit huml418AALOX15. Aktivitdtsassay und
HPLC-Analyse wurden wie im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt. 5 pl des Lysatiiberstandes wurden als
Enzymquelle eingesetzt.
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Abb. 22: Chromatogramm der Arachidonsidureoxygenaseaktivitit mouL353FALOX15. Aktivitdtsassay und

HPLC Analyse wurden wie im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt. 5 pl des Lysatlberstandes wurden als
Enzymquelle eingesetzt.

Anhnliche  Untersuchungen zur Positionsspezifitit der Arachidonsaure-
oxygenierung wurden mit den ALOX15-Orthologen von acht verschiedenen
Saugetierspezies durchgefuhrt (Tab. 2). Dazu wurden 5 pl der Enzympraparationen
(Lysatuberstande) mit 150 yM Arachidonsaure in 0,5 ml PBS fur 3 Minuten inkubiert.
Die Mengen an gebildeten 12- und 15-H(p)ETE wurden mittels RP-HPLC ermittelt und
sind hier tabellarisch zusammengestellt. Fir jedes Enzym wurden je drei dieser
Experimente durchgefuhrt und der Mittelwert berechnet. Die Tabelle zeigt die Anteile
der Hydroperoxyfettsauren 15-HETE und 12-HETE an der Gesamtmenge oxidierter
Fettsauren. AuRRerdem ist in der rechten Spalte das Verhaltnis von 15-HETE zu 12-

HETE angegeben. Aus der Tabelle wird die Positionsspezifitat der rekombinanten
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Proteine deutlich. Alle 15-lipoxygenierenden ALOX15-Spezies bilden weitaus mehr 15-
HETE, die 12-lipoxygenierenden Orthologen bilden vor allem 12-HETE. Die

exprimierten Enzyme zeigten die zu erwartenden Positionsspezifitaten.

Tab. 2: Arachidonsaureoxygenaseakivitit der ALOX15-Orthologen. Fur die Aktivitatsassays wurden 5 pl des
Lysatlberstandes der rekombinanten Expressionsansatze der ALOX15 Ortholgen eingesetzt. In der Tabelle sind die
relativen Anteile von 12-HETE und 15-HETE an den Gesamtproduktmengen und das Verhaltnis von 15-HETE/12-
HETE (Hauptprodukt und Nebenprodukt) angegeben.

Arachidonsaureoxygenaseaktivitat in %

Spezies
15-HETE 12-HETE Verhaltnis 15-/12-HETE
15-lipoxygenierend
Mensch 90,5+ 5,1 95+1,1 9,5
Schimpanse 87,7+5,9 12,2 +1,7 7,2
Orang-Utan 88,8 +2,3 11,2+0,8 7.9
Kaninchen 955+7,0 45+0,6 22,8
MausL353F 90,3+3,5 9,7+0,6 9,3
12-lipoxygenierend
Rhesusaffe 2,3+0,1 97,7 +£ 3,2 0,02
Schwein 12,7+ 0,5 87,3+7,5 0,15
Ratte 19,9+ 0,7 80,1+ 3,5 0,25
Maus 10,1+ 0,6 89,9+24 0,11
Humanl418A 7,0+£1,3 93,0+£1,8 0,08

Zusammenfassung: Die rekombinant exprimierten ALOX15-Orthologen zeigen die
Reaktionsspezifitaten, die aufgrund des Triadenkonzeptes aus ihrer
Aminosiuresequenz abgeleitet werden konnte. Ahnliche Schlussfolgerungen
wurden fiir die getesteten ALOX15-Mutanten gezogen.

4.3 Substratspezifitatstestung

Lipoxygenasen sind in der Lage, verschiedene Polyenfettsduren als Substrate zu
verwenden. Die naturlicherweise in tierischen Geweben am haufigsten vorkommenden
Polyenfettsauren sind Linolsaure, Arachidonsaure, alpha- und gamma-Linolensaure,
Eicosapentaensaure und Docosahexaensaure. Um die Substratspezifitat der 12- und
15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen zu vergleichen, wurden vier Enzyme mit
gleichen Mengen Arachidonsaure und Linolsaure Uber drei Minuten inkubiert.
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Tab. 3: Substratspezifitiatstestung mit den Substraten Arachidonsaure und Linolsaure. Die relativen Anteile der
beiden dominante Arachidonsdureoxygenierungsprodukte 12-HETE und 15-HETE sind dem dominanten
Linolsaureoxygenierungsprodukt 13-HODE gegenubergestellt. Mittelwerte + Standardabweichungen der Einzelwerte
sind angegeben.

Produktbildung (%)

Fettsaure AA LA

Spezies 12-HETE 15-HETE  13-HODE
15-lipoxygenierend

Mensch 64+16 551+8,7 38508

Schimpanse 6,6 +0,8 58,1+9,7 353126
12-lipoxygenierend

Rhesusaffe 68,7+1,2 1,0£0,1 30,3+0,1

Schwein 54,8 + 0,1 24+0,1 42,8 £0,1

Fir die beide Subgruppen der ALOX15-Orthologen (15-lipoxygenierend vs. 12-
lipoxygenierend) ergeben sich aus den in Tab. 3 zusammengestellten Daten folgende
Schlussfolgerungen:

i) Linolsaure wird sowohl von 12- als auch von 15-lipoxygenierenden ALOX15
Orthologen zu 13-H(p)ODE oxygeniert. Es wurden nur Spuren an 9-H(p)ODE
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Es konnten jedoch keine signifikanten
Unterschiede in der Linolsaureoxygenierungskapazitat von 12- und 15-
lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen nachgewiesen werden.

ii) Wie aus den Voruntersuchungen erwartet werden konnte, produzieren die 12-
lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen vom Rhesusaffen und vom Schwein vor allem
12-H(p)ETE. Dies gilt entsprechend der hier ermittelten Daten auch dann, wenn eine
andere Fettsaure (hier Linolsaure) im Aktivitatsassay anwesend ist. Im Gegensatz dazu
bilden 15-lipoxygenierende Orthologe (Mensch und Schimpanse) mehr 15-H(p)ETE.

iii) Arachidonsaure wird unter diesen experimentellen Bedingungen gegenuber
Linolsaure von allen ALOX15-Orthologen als Substrat bevorzugt. Diese Daten sind vor
allem deshalb von biologischer Bedeutung, da unter physiologischen Bedingungen die
selektive Erhohung einer einzelnen Fettsaure bei Zellstimulation eher unwahrscheinlich
ist. Bei Aktivierung der Phospholipase A2 kommt es mit hoher Wahrscheinlichkeit zur
Erhohung der intrazellularen Konzentrationen mehrerer freier Fettsauren. Aus diesem

Fettsaurepool konnen die ALOX15-Orthologen ihr bevorzugtes Substrat auswahlen.
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Zusammenfassung: ALOX15-Orthologen bevorzugen Arachidonsaure gegeniiber
Linolsaure als Substrat, wenn beide Fettsduren in gleichen Mengen simultan zur
Verfiigung stehen. 15-lipoxygenierende ALOX15 Orthologe zeigen keine hohere
Linolsdureoxygenaseaktivitat als 12-lipoxygenierende Enzyme.

4.4 Membranoxygenierung

Fur die ALOX15-Orthologen von Mensch (61), Kaninchen (106) und Schwein (60)
wurde in friheren Untersuchungen gezeigt, dass diese Enzyme Membranlipide
oxygenieren konnen. Ob die ALOX15-Orthologen der anderen Saugetierspezies dazu
auch in der Lage sind, wurde bisher jedoch noch nicht tiefgehend erforscht. Dieses
Experiment ist insofern von Bedeutung, als dass eine verbesserte
Membranoxygenierungsfahigkeit von 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen diesen
Enzymen einen evolutionaren Vorteil verschaffen konnte und damit als Triebkraft fir die
Veranderung der Reaktionsspezifitat im Rahmen der spaten Saugetierentwicklung
angesehen werden konnte.

Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden die
Membranoxygenierungsaktivitaten der 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen des
Menschen und des Schimpansen mit den entsprechenden Aktivitaten der 12-
lipoxygenierenden Enzyme von Rhesusaffe und Schwein verglichen. Fur diese
Experimente wurden die Enzyme mit einer Praparation von
Mitochondrieninnenmembranen (SMP) fur funf Minuten inkubiert und die dabei
entstandenen oxygenierten Fettsauren mittel HPLC quantifiziert. Als entscheidenden
readout-Parameter wurde dabei der Oxygenierungsgrad der Membranlipide
quantifiziert, der sich aus dem OH-PUFA/PUFA-Verhaltnis der Membranlipide vor und
nach der Inkubation der Enzyme mit den Biomembranen ergab. Die ermittelten Werte
der OH-PUFA/PUFA-ratios wurden auf die eingesetzten
Arachidonsaureoxygenaseaktivitaten der Enzyme normalisiert. Werden Lipoxygenasen
mit Biomembranen inkubiert, wird ein Teil der in den Membranen vorkommenden
PUFAs zu OH-PUFAs oxygeniert. Werden viele PUFAs oxygeniert steigt der OH-
PUFA/PUFA Quotient an. Diesen Quotienten kann man aus der Quantifizierung der
OH-PUFAs und der dominanten PUFAs (Linolsaure, Arachidonsaure) berechnen.

Die Auswertung der durchgefuhrten Experimente zeigte, dass aus der
Gesamtmenge an Polyenfettsauren, die in den Modellmembranen enthalten sind, nur

ein geringer Anteil von den ALOX-Isoformen oxygeniert wurde. Der weitaus grol3ere
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Anteil blieb nach der Inkubationszeit als nicht-oxidierte Fettsauren zurick und konnte in
der HPLC beim Verfolgen der Absorption bei 210 nm detektiert werden.

Abb. 23 zeigt die Chromatogramme des Membranoxygenaseassays der
humALOX15. Die Chromatogramme wurden bei 210 nm (Quantifizierung der nicht-
oxygenierten PUFAs) und bei 235 nm (Quantifizierung der OH-PUFAs) verfolgt. Das
obere Chromatogramm zeigt bei 7,5 Minuten einen Peak, welcher der Menge an
oxygenierten Fettsauren entspricht, die von der humALOX15 wahrend der
Inkubationszeit gebildet wurden. Das Chromatogramm darunter zeigt bei einer
Absorption von 210 nm den Anteil an nicht-oxygenierten Fettsauren, in Form eines
Peaks bei 25 Minuten. Dieser ist um ein vielfaches groRer als der Anteil der
Hydroxyfettsauren (siehe auch Tab. 4). In der Abb. 24 sind die zwei Chromatogramme
der Nichtenzym-Kontrolle des Membranoxygenaseassays zu sehen. Der bei einer
Wellenlange von 235 nm und einer Retentionszeit von 7,5 min nachweisbare Peak
entspricht der Menge der oxygenierten Fettsauren, die sich bereits vor der Inkubation
der Membranen mit der humALOX15 im Ansatz befanden. Dieser Peak ist sehr viel
kleiner, als der entsprechende Peak in Abb. 23. Dies beweist die Oxygenierung der
Membranlipide durch die humALOX15. Die Menge an nicht-oxydierten Fettsauren ist in
der Nichtenzym-Kontrolle groR3er als in der humALOX15-Messung.
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Abb. 23: Chromatogramm des Membranoxygenaseassays der humALOX15. Das obere Bild zeigt die Absorption
bei 235 nm, das untere Bild zeigt die Absorption bei 210 nm.
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Abb. 24: Chromatogramm des Membranoxygenaseassays der nicht-Enzym-Kontrolle. Das obere Bild zeigt die
Absorption bei 235 nm, das untere Bild zeigt die Absorption bei 210 nm.

In Tab. 4 wird der relative Anteil der oxygenierten Fettsduren am Gesamtgehalt
der Polyenfettsauren angegeben. Hierbei zeigte sich, dass der Anteil der oxygenierten
Fettsauren an den Gesamtpolyenfettsauren bei den getesteten ALOX15-Orthologen < 3
% liegt. Die humALOX15 oxygenierte lediglich 2,9 % aller Polyenfettsauren, die in den
Modellmembranen vorhanden waren. 97,1 % der Fettsauren lagen nach der
Inkubationszeit weiterhin als nicht-oxidierte Fettsauren vor. Das Verhaltnis von
oxidierten Fettsduren zu nicht-oxidierten Fettsduren betragt somit 1 : 34. Ahnliche
Werte zeigte auch die 12-lipoxygenierende ALOX15 des Rhesusaffen. Die ALOX15-
Orthologen des Schimpansen und des Schweins bildeten wahrend der Inkubationszeit
mit 1,2 % wund 1,5 % geringere Mengen an oxygenierten Fettsauren.
Zusammengenommen ergaben sich in unseren Untersuchungen keine signifikanten
Unterschiede zwischen Membranoxygenierungskapazitaten von 12- und 15-

lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen.
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Tab. 4: Relative Membranoxygenierungskapazitat ausgewdhiter =~ ALOX15-Orthologen. Die
Membranoxygenaseaktivitdt der ausgewahlten Enzyme wurde wie im Abschnitt Membranoxygenaseaktivitat
beschrieben analysiert und auf vergleichbare Arachidonsaureoxygenaseaktivititen normiert. Die Summe aus
oxygenierten und nicht-oxygenierten Polyenfettsduren in einer Probe wurde 100 % gesetzt. Der prozentuale Anteil an
oxygenierten Polyenfettsduren ist ein geeignetes MaR fiir den Oxygenierungsgrad der Membranlipide.

Spezies Anteil von Fettsaurederivaten in den Membranlipiden (%)
Oxygenierte Nicht-oxygenierte .
Polyeyn%ettséuren Polyenfgt%séuren Quotient
15-lipoxygenierend
Mensch 2,86 97,14 1:34
Schimpanse 1,19 98,81 1:83
12-lipoxygenierend
Rhesusaffe 2,23 97,77 1:44
Schwein 1,49 98,51 1:66

Zusammenfassung: 15-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe besitzen keine hohere
Membranoxygenaseaktivititen als die 12-lipoygenierenden Enzyme, wenn diese
Enzymaktivitat auf die Arachidonsdureoxygenaseaktivitat der ALOX15-Orthologen
normalisiert wird.

4.5 Lipoxinsynthese

Dass ALOX15-Orthologe an der Biosynthese antiinflammatorischer und
proresolutorischer Mediatoren beteiligt sind, ist seit geraumer Zeit bekannt (72). Ob sich
die Lipoxinsynthaseaktivitat von 12- und 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen
unterscheidet, wurde hingegen noch nicht erforscht. Um dieser Frage nachzugehen,
wurden funf 12-lipoxygenierende (Rhesusaffe, Maus, Ratte, Schwein, humlle418Ala)
und funf 15-lipoxygenierende (Mensch, Schimpanse, Orang-Utan, Kaninchen,
ratPhe353Leu) ALOX15-Orthologe exprimiert und ihre Lipoxinsynthaseaktivitat
quantifiziert. Als Substrate wurden dabei diejenigen Zwischenprodukte der
Lipoxinsynthese verwendet, die entsprechend des klassischen
Biosynthesemechanismus durch die ALOXS5 hergestellt werden konnen. Dies sind i)
5(S)-HETE als reduziertes Oxygenierungsprodukt der Arachidonsaure durch die ALOX5
und ii) 5(S),6(R/S)-DIHETE, das durch Hydrolyse von LTA4 entsteht. LTA4 wird durch
enzymatische Dehydratisierung von 5S-HpETE gebildet und diese Reaktion wird in vivo
ebenfalls von der ALOXS katalysiert.
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Fur die Lipoxinsynthaseaktivitat der verschiedenen ALOX15-Orthologen wurden
die Lipoxygenasen zunachst mit je 30 uM 5(S)-HETE Uber zehn Minuten inkubiert und
danach die Bildung von Lipoxin A und Lipoxin B per RP-HPLC quantifiziert. Dabei
wurde dem Reaktionsansatz 3 uM Linolsaure zugesetzt. Diese Fettsaure wird zunachst
zu 13S-HpODE umgewandelt, was als essentieller Aktivator der ALOX15-Orthologen
fungiert. Nach der abgelaufenen Reaktion wurden die Peroxide durch die Zugabe von
Natriumborhydrid reduziert und anschlieRend in einem geeigneten RP-HPLC System
analysiert, wobei die Chromatogramme bei 300 nm verfolgt wurden. Zur Eichung des
chromatographischen Systems wurden kommerzielle Standards von LxA4 und LxB4
analysiert. Fur die Bestimmung der Lipoxinsynthaseaktivitat der ALOX15-Orthologen
wurde die Bildung von LxA4 und LxB4 durch die verschiedenen ALOX15-Orthologen
quantifiziert und anschlieffend auf die Arachidonsaureoxygenaseaktivitat normalisiert.
Danach wurde die normalisierte Lipoxinsynthaseaktivitat der humanen ALOX15 100%
gesetzt und die Aktivitaten der anderen Orthologen relativ zu diesem Wert berechnet
(siehe Tab. 5).

Tab. 5: Relative Lipoxinsynthaseaktivitit von ALOX15-Orthologen verschiedener Siugetierspezies. Die
Lipoxinsynthaseaktivitdten der verschiedenen ALOX15-Orthologen wurden wie im Methodenteil beschrieben
quantifiziert. ~ Daftir ~ wurde die  Lipoxinbildung  innerhalb  der  Inkubationsperiode  auf  die
Arachidonsaureoxygenaseaktivitat des jeweiligen Enzyms bezogen. Dieser Wert der humanen ALOX15 wurde 100 %

gesetzt. Die entsprechenden Werte der anderen ALOX15-Orthologen wurden relativ. zum humanen Enzym
berechnet.

Spezies 15'/12'.HETE' Relative Lipoxinsynthaseaktivitat in %
Verhaltnis 5-HETE als Substrat  5,6-DIHETE als Substrat
15-lipoxygenierend
Mensch 8,1 100,0 100,0
Schimpanse 8,1 118,0 145,8
Orang-Utan 8,1 172,2 105,6
Kaninchen 24,0 39,5 108,6
ratL353F 13,3 197,3 262,5
Mittelwert + SD 12,3+6,9 125,4 + 62,1 144,5 + 68,4
12-lipoxygenierend
Makake 0,01 25,7 19,9
Maus 0,03 36,1 1,5
Ratte 0,26 8,4 0,0
Schwein 0,04 35,4 61,1
humi418A 0,11 29,2 2.1
Mittlewert * SD 0,09 £ 0,10 27,0 11,2 17,1 £ 25,9

Die Tab. 5 zeigt, dass 15-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe bis zu funffach
hohere Lipoxinsyntheseraten verglichen mit 12-lipoxygenierenden Lipoxygenasen
aufweisen (p<0,01), wenn 5S-HETE als Substrat verwendet wird. Die 15-
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lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen zeigen mit Ausnahme des Kaninchens eine
Lipoxinsyntheserate, die Uber der des humanen Enzyms liegt. Die 12-lipoxygenierenden
Enzyme hingegen erreichen lediglich Werte von 8-36 %. Weiterhin wurde ein
alternativer Synthesemechanismus fur die Lipoxinbiosynthese getestet. Dieser beruht
auf der Umwandlung von Arachidonsaure zu Leukotrien A4 (5,6-Epoxy-7,9,11,14-
icosatetraensaure), das in vitro weiter zu den Leukotrienen B4 oder C4 verstoffwechselt
werden kann. Alternativ kann Leukotrien Az jedoch auch durch Epoxidhydrolyse zu
5S,6(R/S)-DIHETE umgewandelt werden. Die Produkte dieser Hydrolyse konnen
anschlieend sowohl durch 12-, als auch durch 15-lipoxygenierende ALOX-Isoformen
zu LxAg4-Isomeren oxygeniert werden. Um dieses Experiment durchzufuhren wurden die
rekombinanten ALOX15-Orthologen mit einer 1 : 1 Mischung aus 5(S),6(S)- und
5(S),6(R)-DIHETE (Endkonzentration 30 pM) uber zehn Minuten inkubiert und die
Bildung von Lipoxin A-lsomeren mittels RP-HPLC quantifiziert. Abb. 25 zeigt die
Chromatogramme der Lipoxinsynthese mit 5(S),6(R/S)-DIHETE als Substrat. In
Chromatogramm A, welches die Analyse eines authentischen Standards von Lipoxin A4
darstellt, ist ein Absorptionspeak nach ungefahr 13 Minuten zu sehen, wenn das
Chromatogramm bei 300 nm aufgezeichnet wird. Das Retentionsverhalten von Lipoxin
B4 im gleichen chromatographischen System ist in Chromatogramm B wiedergegeben.
Dieses Lipoxinisomer wird nach ca. 10 min von der Saule eluiert. Die Chromatogramme
C und D zeigen die Ergebnisse der Lipoxinsyntheseaktivitditen der humanen und
murinen ALOX15. Hier ist deutlich ein hoher Peak im Chromatogramm der humALOX15
zu erkennen, der dem gebildeten Lipoxin A entspricht. Chromatogramm D zeigt, dass
die murine 12-lipoxygenierende ALOX15 nur in sehr geringem Malde Lipoxine bildet. In
Abb. 25 E werden die UV-Spektren der konjugierten Tetraene dargestellt, die von der
humanen ALOX15 gebildet wurden.

Die UV-Spektren wurden zu den drei Zeitpunkten a, b und ¢ wahrend des
chromatographischen Durchlaufs online aufgezeichnet, die in Abb. 25 C eingezeichnet
sind. Es ist zu erkennen, dass eine Mischung verschiedener konjugierter Tetraen-
Isomere mit lokalen Absorptionsmaxima bei 289 nm, 301 nm und 316 nm gebildet
wurde. Diese Absorptionsmaxima sind auf die Elektronen des konjugierten

Tetraensystems zuruckzufuhren.

71



>

101 &
101
m— Humane
ipoxin
P 5. ALOX15
s- (LXA4)
S —
< | k =
é o_ l jJ E O-J
E T T T T
10 20 E 1 20
§ Retentionszeit (min) § Retentionszeit (min)
(4]
- (4]
(] ‘0
= B = D
£ 510-
o L
510- 2
g Lipoxin B § Maus
(LxB,) ~, 5 ALOX15
s.
"B, ' Tixa, |
0-—-*& O‘J l i
.10 . 20 10 . 20
Retentionszeit (min) Retentionszeit (min)

E

Absorption

250 300 350
Wellenldnge (nm)

Abb. 25: Lipoxinsyntheseaktivitat der ALOX15-Orthologen von Mensch und Maus. A) Authentischer Standard
von LxAs. B) Authentischer Standard von LxBs. C) Lipoxinsynthaseaktivitdt der humanen ALOX15 mit 5(S),6(S/R)-
DIHETE als Substrat. D) Lipoxinsynthaseaktivitdt der murinen ALOX15 (5(S),6(S/R)-DIHETE als Substrat. Zur
Quantifizierung der Lipoxinsynthaseaktivitat der verschiedenen Sauger-ALOX15-Orthologen wurden alle Peaks, die
bei 300 nm absorbierten und im Lipoxinzeitfenster eluiert wurden (durch die Klammern Uber den Graphen kenntlich
gemacht) quantifiziert. E) Vergleich der UV-Spektren verschiedener Lipoxinisomere, die von der humanen ALOX15
gebildet wurden.

Zusammenfassung: 15-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe zeigen eine deutlich
hohere Lipoxinsynthaseaktivitat als 12-lipoxygenierende Enzyme. Wird 5-HETE als
Substrat eingesetzt, bilden die 15-lipoxygenierenden Enzyme anndhernd fiinfmal
mehr Lipoxine. Wird 5,6-DIiHETE als Substrat verwendet, kommt es zu einer fast
neunfach hoéheren Lipoxinbildung.
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4.6 Wirkung Dbeschriebener LOX-Hemmstoffe @ auf ALOX15-Orthologe

verschiedener Saugetiere

4.6.1 Isoform- und Orthologspezifitait von LOX-Hemmstoffen

Neben gentechnisch veranderten Mausen sind Isoform-spezifische LOX-
Hemmstoffe wertvolle Forschungswerkzeuge, um die Rolle der verschiedenen LOX-
Isoformen in komplexen biologischen Systemen (z.B. Krankheitsmodellen) zu
charakterisieren. Zwar existieren in der Literatur mehrere Berichte zu Isoform-
spezifischen Hemmstoffen der humanen ALOX15 (107), doch wurde die
Isoformspezifitat nur gegen ausgewahlte humane LOX-Isoformen (z.B. gegen ALOXS5,
ALOX12 und ALOX15B, nicht aber gegen ALOX12B oder ALOXE3) getestet. Weiterhin
waren die verwendeten Testsysteme nicht immer strikt vergleichbar. So wurde z.B. die
Hemmwirkung (ICs0) einer Substanz gegen die gereinigte ALOX15 des Kaninchens
bestimmt und dieser Wert dann mit der ICso der humanen ALOXS verglichen, die in
einem zellularen Aktivitatsassay ermittelt wurde.

Ein bisher weitgehend vernachlassigter Parameter bei der Charakterisierung von
LOX-Hemmstoffen ist deren Orthologspezifitat (Speziesspezifitdt). Dabei geht es vor
allem darum herauszufinden, ob eine bestimmte Substanz, welche z.B. als Hemmstoff
der humALOX15 oder der humALOXS5 identifiziert wurde, auch die entsprechenden
Orthologen anderer Saugetiere hemmt. Hierbei sind vor allem die Orthologen von Maus
und Ratte bedeutsam, da diese Nagetiere haufig als Labortiere genutzt werden. Weill
die Reaktionsspezifitaten der ALOX15-Orthologen des Menschen auf der einen Seite
(Arachidonsaure-15-lipoxygenierend) und Maus und Ratte (Arachidonsaure-12-
lipoxygenierend) auf der anderen Seite, unterschiedlich sind, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass sich auch die Hemmstoffsensitivitaten voneinander
unterscheiden. Das Problem der Orthologspezifitdt von LOX-Hemmstoffen wurde in
einer kurzlich veroffentlichten Studie von Gregus et al. deutlich (108). In diesen
Untersuchungen wurden die LOX-Isoformen der Ratte in HEK-Zellen exprimiert und die
Hemmaktivitat bereits beschriebener LOX-Hemmstoffe auf die verschiedenen
Isoformen getestet. Dabei ergab sich, dass 10 yM PD146176 die ratALOX15b hemmte,
die ratALOX15 jedoch nur minimal einschrankte. Als Hemmstoff der rabALOX15 und
der humALOX15 wurde dieser Hemmstoff jedoch bereits identifiziert (108). Diese

Beobachtung konnte damit zusammenhangen, dass die ALOX15-Orthologen von
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Kaninchen und Mensch 15-lipoxygenierende Enzyme sind, wahrend die ratALOX15
ahnlich wie das entsprechende Mausenzym 12-lipoxygenierend wirkt.

Um die Orthologspezifitat (Speziesspezifitat) verschiedener in der Literatur
beschriebener LOX-Inhibitoren zu testen und um eine mogliche Korrelation zur
Reaktionsspezifitat der entsprechenden Enzyme herzustellen, wurden im Rahmen
dieser Arbeit die Hemmaktivitaten von zwolf in der Literatur beschriebenen LOX-
Hemmestoffen (15-Lipoxygenaseinhibitor-1, 4-[[(2-hydroxy-3-
methoxyphenyl)methyl]Jamino]-N-2-thiazolyl-benzenesulfonamid (CAY10698), 4-
Nitrocatechol, Baicalein,  5,8,11,14-Eicosatetraensaure, Epigallocatechingallat,
Salicylhnydroxamsaure, Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure, Nordihydroguaiaretsaure) auf 15-
(Mensch, Schimpanse, Orang-Utan, Kaninchen) und 12-lipoxygenierende (Schwein,
Rhesusaffe, Ratte, Maus) ALOX15-Orthologen verschiedener Saugetierspezies
getestet. Dazu wurden verschiedene Konzentrationen der Hemmstoffe mit den
entsprechenden rekombinanten Enzymen (bakterielle Lysatuberstande) fur funf Minuten
in 0,5 ml PBS vorinkubiert und die LOX-Reaktion durch Zugabe von Arachidonsaure als
LOX-Substrat (150 pyM Endkonzentration) gestartet. Nach drei Minuten Inkubation
wurde die Reaktion durch Zugabe von Natriumborhydrid, 50 pl Essigsaure und 0,5 ml
Methanol gestoppt. Das ausgefallte Protein wurde abzentrifugiert und Aliquots des
Uberstandes wurden zur Quantifizierung der entstandenen LOX-Produkte mittels RP-
HPLC analysiert. Die ermittelten Restaktivitaten (Produktbildung in Anwesenheit der
Hemmestoffe in % der Produktbildung des ungehemmten Enzyms) wurden dann in einer
Dosis-Wirkungskurve (halblogarithmische Darstellung) zusammengefasst und die
Halbhemmungskonzentrationen (ICso, Hemmstoffkonzentration die zur 50%-igen
Hemmung der Enzyme notig ist) ermittelt. Hemmstoffe mit geringen 1Cso-Werten weisen
eine hohe Hemmeffizienz auf, wahrend Hemmstoffe mit hohen 1Cso-Werten ineffizient
sind. Um eine mogliche Spezifitatsanderungen der Lipoxygenasen verursacht durch die
Hemmstoffe zu erkennen, wurden die Verhaltnisse von Hauptprodukt zu Nebenprodukt

berechnet und miteinander verglichen.
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4.6.2 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch Nordihydroguaiaretsaure (NDGA)
NDGA ist ein natlrliches Produkt und wirkt als Standardhemmstoff fur

Lipoxygenasen (73). Fur die humane ALOX15 wurde eine detaillierte Dosis-Wirkungs-

Kurve (Abb. 26) aufgenommen, in die drei unterschiedliche experimentelle Serien

eingegangen sind. Diese zeigt einen klassischen sigmoiden Verlauf. Eine 1Cso von 3,5

MM konnte aus der Dosis-Wirkungs-Kurve abgelesen werden.
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Abb. 26: Einfluss von NDGA auf die ALOX15 Orthologen von Mensch und Maus. Die Titrationskurven wurden
wie im Methodenteil beschrieben erstellt. Die drei verschiedenen Messserien sind durch unterschiedliche Symbole

gekennzeichnet.
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Fir das Mausenzym wurde eine ahnliche Dosis-Wirkungs-Kurve erstellt. Hier
zeigt sich, dass die Kurve erst bei hoheren Hemmstoffkonzentrationen in den steil
abfallenden Teil Ubergeht (siehe Abb. 26). Auch hier gingen drei separate
experimentelle Serien in die Dosis-Wirkungs-Kurve ein. Die ermittelte 1Csg liegt hier bei
11,7 pM. Bei der mouALOX15 konnten wir bei geringen Hemmstoffkonzentrationen
konsistent eine Aktivierung des Enzyms (bis zu 20 % der Aktivitat in Abwesenheit von
Hemmestoff) beobachten. Die Ursachen fur diese Aktivierung sind unklar und wurden im
Rahmen der Arbeit nicht naher untersucht. Es handelt sich jedoch nicht um einen
Losungsmitteleffekt, was durch entsprechende Kontrollinkubationen
(Losungsmittelkontrollen) ausgeschlossen werden konnte. Die im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen ermittelten ICso-Werte fir alle getesteten Enzyme sind in
der Tab. 6 zusammengefasst. Es wird deutlich, dass NDGA ein sehr potenter LOX-
Hemmstoff ist und dass keine systematischen Unterschiede in der Hemmaktivitat
zwischen 12- und 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen nachweisbar waren. Die
ALOX15-Orthologen des Schimpansen (15-lipoxygenierend) und Ratte (12-
lipoxygenierend) sind besonders empfindlich gegen NDGA und besitzen I1Cso-Werte im
niedrigen nanomolaren Bereich (20 nM, 10 nM).

Tab. 6: Mittlere inhibitorische Konstanten (ICs)) der ALOX15-Orthologen unter Einfluss von NDGA.
Titrationskurven fur die verschiedenen ALOX15 Orthologen wurden wie im Methodenteil beschrieben erstellt und die
ICso-Werte wurden graphisch ermittelt.

ALOX15-Spezies ICs0 (in uM)

15-lipoxygenierend

Mensch (hum) 3,51
Schimpanse (chi) 0,02
Orang-Utan (pon) 0,91
Kaninchen (rab) 0,91
12-lipoxygenierend
Makake (mac) 0,18
Schwein (pig) 0,89
Ratte (rat) 0,01
Maus (mou) 11,70

Zusammenfassung: NDGA ist ein guter Hemmstoff fiir alle getesteten
ALOX15-Orthologen. Die ermittelten IC,-Werte variieren zwischen 0,01 pM

(Ratte) und 11,7 M (Maus). Die humALOX15 zeigt eine IC,, von 3,51 uM. Es

gibt keine Korrelation zwischen der Reaktionsspezifitit von ALOX15-
Orthologen und der Hemmstoffsensitivitat gegeniiber NDGA.
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4.6.3 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch 5,8,11,14-Eicosatetraensaure

(ETYA)

Acetylenanaloga von mehrfach ungesattigten Fettsauren sind seit langem als
Inhibitoren von  fettsduremetabolisierenden Enzymen  wie Desaturasen,
Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen bekannt (109). Theoretisch sollten
Acetylenfettsauren aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit Arachidonsaure alle LOX-
Isoformen hemmen, die diese Fettsaure als Substrat oxygenieren. In der Praxis konnte
jedoch eine gewisse Selektivitat der Hemmwirkung gezeigt werden. So inhibiert ETYA
zwar 12- und 15-lipoxygenierende ALOX-Isoformen, die humane ALOXS wird jedoch
nicht gehemmt (110).

Tab. 7: Mittlere inhibitorische Konstanten der ALOX15-Orthologen unter dem Einfluss von ETYA.
Titrationskurven fur die verschiedenen ALOX15-Orthologen wurden wie im Methodenteil beschrieben erstellt und die
ICso-Werte wurden graphisch ermittelt.

ALOX15-Spezies ICs0 (in uM)

15-lipoxygenierend

Mensch (hum) 0,01
Schimpanse (chi) 0,002
Orang-Utan (pon) 0,011
Kaninchen (rab) 0,04
12-lipoxygenierend
Makake (mac) 0,02
Schwein (pig) 0,005
Ratte (rat) 0,01
Maus (mou) 12,59

ETYA fungiert als Acetylenfettsaure fur Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen als
Suizidsubstrat (76). Unter unseren experimentellen Bedingungen wurden alle ALOX15-
Orthologen durch ETYA gehemmt. Die ICso-Werte unterschieden sich jedoch sehr
deutlich voneinander. Fir die ALOX15-Orthologen von Mensch, Schimpanse, Orang-
Utan, Kaninchen, Makake, Schwein und Ratte wurden ICso-Werte im submikromolaren
Bereich bestimmt. FUir das Mausenzym konnte jedoch nur ein ICso-Wert von 13 uM
ermittelt werden (Tab. 7).

Abb. 27 zeigt als Beispieldarstellung die Chromatogramme der
Hemmstofftestung von ETYA auf die humALOX15. Das obere Bild (A) spiegelt dabei die

hemmestofffreie Kontrollmessung wider. Dieser Wert wurde als Ausgangsaktivitat (100 %
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Restaktivitat) definiert. Im mittleren Bild (B) verringert sich der Peak mit der
Retentionszeit von 7 Minuten, der fur das gebildete 15-HETE steht, drastisch, sodass
von einer gehemmten ALOX-Aktivitdt ausgegangen werden muss. Im unteren Bild ist
bei 10 yM ETYA im Inkubationsansatz kaum noch 15-HETE-Bildung nachweisbar.
Damit wurde gezeigt, dass die humane ALOX15 durch ETYA nahezu vollstandig

gehemmt werden kann.
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Abb. 27: Hemmstofftestung von ETYA fiir die humALOX15. Das oberste Bild (A) zeigt die hemmstofffreie
Kontrollmessung. Das mittlere Bild (B) zeigt die Restaktivitat bei Einsatz von 0,2 yM ETYA. Das untere Bild zeigt die
Restaktivitat bei Einsatz von 10 uM ETYA.
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Zusammenfassung: ETYA ist ein guter Hemmstoff fiir alle getesteten
ALOX15-Orthologen. Die ermittelte IC,-Werte variieren zwischen 2 nM

(Schimpanse) und 13 pyM (Maus). Die humALOX15 zeigt eine IC,; von 0,01 pM.

Es gibt keine Korrelation zwischen der Reaktionsspezifitait von ALOX15-
Orthologen und der Hemmstoffsensitivitiat gegeniiber ETYA.

4.6.4 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch Baicalein (BCC)

Baicalein gehort zu den Flavonen und wurde urspringlich aus den Wurzeln der
Scutellaria baicalensis isoliert. Es wurde festgestellt, dass Baicalein in Tumorzellen von
Mamma-, Prostata-, Kolon- und Pankreaskarzinomen eine Apoptose induziert. Die
Hemmwirkung des Baicaleins auf ALOX-Isoformen beruht auf der direkten Bindung des
katecholischen Teils des Baicaleins an das Eisen im aktiven Zentrum. Der |Cso-Wert
des Baicaleins gegenuber der rekombinanten humALOX15 wurden von Deschamps et
al. mit 1,6 pM bestimmt (80). Fur die aufgereinigte native Kaninchen-ALOX15
bestimmten Sadik et al. einen ICso-Wert von 1,0 uM (111).
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Abb. 28: Einfluss von Baicalein auf die humane und die murine ALOX15. Die Titrationskurven flr die beiden
ALOX15-Orthologen wurden wie im Methodenteil beschrieben erstellt und die 1Cso-Werte wurden graphisch ermittelt.
Die drei verschiedenen Messserien, die fir jedes Enzym durchgefiihrt wurden, sind als verschiedene Symbole
dargestellt.

Die Titrationskurven der humanen und der murinen ALOX15 in Anwesenheit von
Baicalein sind in Abb. 28 dargestellt. Aus dem Verlauf dieser Kurven kann
geschlussfolgert werden, dass die Titrationskurve der murinen ALOX15 gegenuber dem
humanen Enzym deutlich nach rechts verschoben ist. Diese Verlaufe deuten darauf hin,

dass das humane Enzym deutlich sensitiver gegentiber dem Hemmstoff ist als das
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murine ALOX15-Ortholog. Diese Schlussfolgerung spiegelt sich auch bei der
Zusammenstellung der ICso-Werte (Tab. 8) wieder.
Tab. 8: Mittlere inhibitorische Konstanten der ALOX15-Orthologen unter dem Einfluss von Baicalein. Die

Titrationskurven fur die verschieden ALOX15-Orthologen wurden wie im Methodenteil beschrieben erstellt und die
ICso-Werte wurden graphisch ermittelt.

ALOX15-Spezies | ICso (in uM)
15-lipoxygenierend

Mensch (hum) 0,13
Schimpanse (chi) 0,02
Orang-Utan (pon) 0,23
Kaninchen (rab) 1,78
12-lipoxygenierend
Makake (mac) 0,18
Schwein (pig) 0,26
Ratte (rat) 0,01
Maus (mou) 8,26

Die fur die Kaninchen-ALOX15 bestimmte ICso von 1,78 yM stimmt ungefahr mit
dem von Sadik ermittelten Wert (1,0 uM) tberein (111). Die menschliche Lipoxygenase
wurde jedoch in diesem Versuchsaufbau deutlich starker gehemmt, als das bisher
gemessen wurde. Mit 0,13 pM ist die ICso zehnmal geringer als der von Deschamps et
al. ermittelte Wert von 1,6 yM (80). Die molekularen Ursachen fur diesen Unterschied in
der Baicaleinsensitivitat wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht naher untersucht. Sie
konnten allerdings auf die unterschiedlichen experimentellen Bedingungen (andere
Enzympraparation, andere Substratkonzentration, andere Inkubationsbedingungen)
zuruckzufuhren sein (siehe Kap. 5.5.3).

Vergleicht man die Sensitivitat der unterschiedlichen ALOX15-Isoformen mit ihrer
Reaktionsspezifitat lasst sich keine Korrelation nachweisen. Es existiert also kein
statistischer Zusammenhang zwischen der Baicaleinsensitivitat und der
Positionsspezifitat von ALOX15-Orthologen. Es sollte aber trotzdem darauf hingewiesen
werden, dass die meisten Enzyme ICso-Werte im submikromolaren Bereich zeigten.
Das einzige Enzym, das eine deutlich hohere ICso aufweist, ist die 12-lipoxygenierende
ALOX15 der Maus.

Zusammenfassung: Baicalein ist ein guter Hemmstoff fiir alle getesteten
ALOX15-Orthologen. Die ermittelte IC,-Werte variieren zwischen 10 nM

(Ratte) und 8 pM (Maus). Die humALOX15 zeigt eine IC,, von 0,13 pM. Es

besteht keine statistische Korrelation zwischen der Reaktionsspezifitit von
ALOX15-Orthologen und der Hemmstoffsensitivitat gegeniiber Baicalein.
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4.6.5 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch Epigallocatechingallat (EGCG)

Polyphenole wie Epigallocatechingallat sind in grinem Tee und anderen
Lebensmitteln enthalten und epidemiologische Studien haben einen protektiven Effekt
gegenuber verschiedenen Erkrankungen, wie Schlaganfall, koronaren
Herzerkrankungen und verschiedenen Krebserkrankungen nachgewiesen (82).
Strukturell scheinen die vorhandenen Hydroxylgruppen und der Grad der Sattigung des
Flavonoids fur die Bindungsaffinitdt des Inhibitors an das aktive Zentrum von
Lipoxygenasen bedeutsam zu sein (81). Gegenuber der ALOX15 des Kaninchens
(gereinigtes, natives Enzym aus Kaninchenretikulozyten) wurde in friheren
Untersuchungen eine mittlere inhibitorische Konstante von 4 pM ermittelt (81).

Die unter unseren experimentellen Bedingungen ermittelten Ergebnisse sind in
Form von ICso-Werten in Tab. 9 zusammengestellt. Daraus geht hervor, dass sowohl
die 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen von Mensch, Schimpanse und Orang-
Utan, als auch die 12-lipoxygenierenden Enzyme von Rhesusaffe, Schwein und Ratte
im mikromolaren Bereich durch EGCG gehemmt werden. Dabei zeigen Schimpanse,
Schwein und Ratte mit ICso-Werte um 1 uM die starksten Hemmeffekte.

Tab. 9: Mittlere inhibitorische Konstanten der ALOX15-Orthologen unter Einfluss von EGCG. Die
Titrationskurven fur die verschieden ALOX15-Orthologen wurden wie im Methodenteil beschrieben erstellt und die
ICso-Werte wurden graphisch ermittelt.

ALOX15-Spezies |  ICso (in uM)

15-lipoxygenierend

Mensch (hum) 6,53

Schimpanse (chi) 1,17

Orang-Utan (pon) 8,71

Kaninchen (rab) n/a
12-lipoxygenierend

Makake (mac) 36,41

Schwein (pig) 1,06

Ratte (rat) 1,19

Maus (mou) 112,20

Interessanterweise zeigte die rekombinante rabALOX15 auch bei einer EGCG
Konzentration von 10 yM keinerlei Hemmwirkung. Dieses Ergebnis ist insofern
uberraschend, da fur das gereinigte native Enzym aus Kaninchenretikulozyten ein |Cso-
Wert von 4 yM gemessen wurde (81). Um dieser qualitativen Diskrepanz nachzugehen,
wurden zusatzliche Experimente mit der gereinigten nativen rabALOX15 durchgefuhrt.
Dazu wurde das gereinigte Kaninchenenzym 5 Minuten mit 10 uM EGCG vorinkubiert.
AnschlieRend wurde diese Enzym-Hemmstoffmischung fur 3 Minuten mit
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Arachidonsaure inkubiert und die entstandenen Reaktionsprodukte quantifiziert. Hierbei
ergab sich ein starker Abfall der Produktbildung auf unter 20% des Kontrollwertes ohne
Hemmstoff. Diese Experimente deuten darauf hin, dass der Grad der
proteinchemischen Reinheit der Enzympraparation einen gro3en Einfluss auf die
Hemmaktivitat von EGCG hat. Offensichtlich sind im Lysatuberstand der ungereinigten
rekombinanten Enzympraparation Substanzen enthalten, die den Hemmeffekt von
EGCG gegenuber der rabALOX15 reduzieren.

Zusammenfassung: Epigallocatechingallat ist ein Hemmstoff fiir die meisten
ALOX15-Orthologen. Die IC -Werte variieren zwischen 1 yM (Schimpanse)

und 36 pM (Makake). Die Maus-ALOX15 und die rekombinante rabALOX15
werden auch bei hohen Hemmstoffkonzentrationen (10 pM) kaum inhibiert.
Da das gereinigte Kaninchenenzym jedoch bei 10 pM EGCG zu uber 80%
gehemmt wird, scheint die fehlende Hemmung der rekombinanten
rabALOX15 darauf zuriickzufiihren zu sein, dass in der Enzympraparation
Substanzen enthalten sind, die den Hemmstoff unwirksam machen. Es gibt
keine statistische Korrelation zwischen der Reaktionsspezifitat von ALOX15-
Orthologen und der Hemmstoffsensitivitat gegenuber
Epigallocatechingallat.

4.6.6 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch 4-Nitrocatechol (4-NC)
4-Nitrocatechol wurde 1980 von Spaapen et al. als Inhibitor der Sojabohnen-
LOX1 beschrieben und fur dieses Enzym wurde eine mittlere inhibitorische Konstante
von 16,3 uM ermittelt (83). Eine Hemmstofftestung gegenuber ALOX15-Orthologen von
Saugetieren wurde noch nicht durchgefuhrt. Obwohl der molekulare Wirkmechanismus
der LOX-Hemmung durch 4-Nitrocatechol noch nicht abschlieRend untersucht wurde,
deuten die vorlaufigen mechanistischen Daten darauf hin, dass 4-NC mit dem LOX-
Substrat um die Bindung am aktiven Zentrum konkurriert. Aus spektroskopischen Daten
konnte geschlussfolgert werden, dass 4-NC direkt mit dem Nichthameisen der
Sojabohnen-LOX1 wechselwirkt (83). Mit Hilfe seiner katecholischen OH-Gruppen kann
es dabei das Enzymeisen komplexieren und den Wertigkeitswechsel wahrend des
katalytischen Zyklus verhindern (Redoxhemmstoff). Als Katechol besitzt 4-NC jedoch
auch antioxidative Eigenschaften, sodass auch eine Wirkung als Radikalfanger in Frage
kommt. Die ICso-Werte der einzelnen Enzyme sind in Tab. 10 zusammengefasst.
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Tab. 10: Mittlere inhibitorische Konstanten der ALOX15-Orthologen unter Einfluss von 4-Nitrocatechol. Die
Titrationskurven fur die verschieden ALOX15-Orthologen wurden wie im Methodenteil beschrieben erstellt und die
ICso-Werte wurden graphisch ermittelt. n/a, nicht bestimmbar.

ALOX15-Spezies ICs0 (in M)
15-lipoxygenierend
Mensch (hum) 10,72
Schimpanse (chi) 2,00
Orang-Utan (pon) 34,67
Kaninchen (rab) 0,39
12-lipoxygenierend
Makake (mac) n/a
Schwein (pig) 14,20
Ratte (rat) 3,33
Maus (mou) n/a

Zusammenfassung: 4-Nitrocatechol ist ein geeigneter Hemmstoff fir die
meisten der getesteten ALOX15-Orthologen. Die ermittelten IC,-Werte
variieren zwischen 0,4 pM (Kaninchen) und 35 pM (Orang-Utan). Die
humALOX15 zeigt eine IC,, von 11 puM. Fiir die ALOX15-Orthologen von
Maus und Makaken konnten wegen mangelnder Hemmung keine IC. -Werte
berechnet werden. Es gibt keine Korrelation zwischen der
Reaktionsspezifitat von ALOX15-Orthologen und der Hemmstoffsensitivitat
gegenuber 4-Nitrocatechol.

4.6.7 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch 15-Lipoxygenase-Inhibitor-1

Bakavoli et al. beschrieben 2007 die Wirkung von 15-Lipoxygenase-Inhibitor-1
(4-Methyl-2-(4-methylpiperazinyl)pyrimido[4,5-b]benzothiazine) auf die Sojabohnen-
LOX1 (84). Dabei wurde fur das heterozyklische Pyrimidobenzothiazin, das als
Antioxidanz mit dem Redoxzyklus des Nichthameisens interferiert, eine mittlere
inhibitorische Konstante von 18 puM festgestellt. Mit tierischen ALOX15-Orthologen
wurden bisher noch keine entsprechenden Experimente durchgeflhrt.

Im Verlaufe dieser Arbeit wurde die Hemmaktivitat dieser Substanz fur acht
verschiedene ALOX15-Orthologe untersucht. Dabei konnten fur die meisten Enzyme
bei dieser Hemmstoffkonzentration nur partielle (<50%) oder gar keine Hemmung
nachgewiesen werden (Tab. 11). Fur das menschliche Enzym ergab sich sogar ein
deutlicher Aktivierungseffekt, der jedoch mechanistisch nicht weiter untersucht wurde.
Aus diesen Daten, kann geschlussfolgert werden, dass der Lipoxygenasehemmstoff-1
unter den beschriebenen experimentellen Bedingungen keinen geeigneten Hemmestoff
fur die ALOX15-Orthologen von Saugetieren darstellt. Da die bei einer
Hemmstoffkonzentration von 10 uyM erzielten Hemmungen 50 % nicht Uberschritten,
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wurden keine weiteren Untersuchungen (Titrationskurven) mit diesem Hemmstoff

durchgefuhrt.

Tab. 11 Restaktivitat der ALOX15-Orthologen unter dem Einfluss von 10 uM Lipoxygenaseinhibitor-1.

ALOX15-Spezies | Restaktivitat (in %)
15-lipoxygenierend

Mensch (hum) 145,6
Schimpanse (chi) 77,8
Orang-Utan (pon) 110,8
Kaninchen (rab) 94,0
12-lipoxygenierend
Rhesusaffe (mac) 50,8
Schwein (pig) 53,2
Ratte (rat) 80,3
Maus (mou) 107,3

Zusammenfassung: Der Lipoxygenasehemmstoff-1, der als geeigneter
Hemmstoff fiir die Sojabohnen-LOX1 identifiziert wurde, ist kein effektiver
Hemmstoff fiir die ALOX15-Orthologen von Saugetieren. Es ergaben sich
keine Anhaltspunkte fiir eine mogliche Korrelation von Reaktionsspezifitat
und Hemmeffizienz.

4.6.8 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch 4-N-2-thiazolyl-
benzenesulfonamid (CAY10698)

CAY 10698 ist ein Thiazolderivat, das die Bindung der Fettsauresubstrate an das
aktive Zentrum von Lipoxygenasen verhindert und mit dem katalytisch aktiven
Nichthameisen wechselwirkt. Es wurde 2014 von Luci et al. als selektiver ALOX12-
Hemmstoff charakterisiert (85). Fur die humALOX12 ergab sich eine 1Cso von 5,1 uM.
Fur die humane ALOX15 hingegen wurden hohere Werte von uber 50 uM berechnet
(85). Die humane Plattchen-ALOX12 und die humane Retikulozyten-ALOX15, die bei
diesen Experimenten verwendet wurden, wurden nach Amagata et al. (89) rekombinant
exprimiert und aufgereinigt. ALOX15-Orthologe anderer Saugetierspezies wurden noch
nicht getestet.

Die Messung der Lipoxygenaseaktivitat unter Einfluss von CAY10698 im Zuge
dieser Dissertation ergab, dass dieser Hemmstoff bei keinem der getesteten Enzyme
eine starke Beeintrachtigung der katalytischen Aktivitat hervorruft. Die Restaktivitaten
bei Einsatz von 10 yM CAY10698 sind in Tab. 12 zusammengefasst und liegen fur alle
untersuchten Enzyme deutlich Uber 60%. Diese Daten sind konsistent mit den friher
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publizierten Ergebnissen, die darauf hingedeutet haben, dass die humALOX15 durch
diese Substanz nur wenig gehemmt wird (85).

Tab. 12 Restaktivitat der ALOX15-Orthologen unter dem Einfluss von 10 uM CAY10698.

ALOX15-Spezies | Restaktivitat (in %)
15-lipoxygenierend

Mensch (hum) 137,3
Schimpanse (chi) 62,2
Orang-Utan (pon) 108,5
Kaninchen (rab) 93,8
12-lipoxygenierend
Rhesusaffe (mac) 80,6
Schwein (pig) 63,7
Ratte (rat) 87,8
Maus (mou) 101,2

Zusammenfassung: Der Hemmstoff CAY10698 stellt keinen effektiven
Hemmstoff von ALOX15-Orthologen verschiedener Saugetiere dar. Diese
Resultate sind konsistent mit der friiheren Vermutung, dass es sich bei
diesem Inhibitor nicht um einen guten Hemmstoff der humALOX15 handelt.

4.6.9 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch Salicylhydroxamsaure

Salicylhydroxamsaure wurde als Hemmstoff der gereinigten nativen rabALOX15
identifiziert, der entweder durch eine Komplexierung des enzymgebundenen Eisens
oder durch Reduktion des enzymatisch aktiven Fe3* in das inaktive Fe?* wirkt. Fir die
native Kaninchen-ALOX15 wurde eine 1Cso von 50 yM berechnet (86). Andere ALOX15-
Orthologe wurden bisher noch nicht getestet.

Die im Zuge dieser Arbeit erhobenen Daten belegen, dass Salicylhydroxamsaure
verglichen mit anderen Lipoxygenasehemmstoffen nur eine geringe Hemmwirkung auf
die ALOX15-Orthologen verschiedener Saugetiere ausubt. Auf weiterfUhrende
Untersuchungen zur Bestimmung der ICso-Werte wurde wegen der geringen
Hemmeffektivitat verzichtet. Tab. 13 gibt die Restaktivitaten der verschiedenen

Lipoxygenasen unter dem Einfluss von 10 uM Salicylhydroxamsaure an.
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Tab. 13 Restaktivitat der ALOX15-Orthologen unter dem Einfluss von 10 uyM Salicylhydroxamséaure.

ALOX15-Spezies

| Restaktivitat (in %)

15-lipoxygenierend

Mensch (hum)

107,2

Schimpanse (chi) 69,3
Orang-Utan (pon) 126,8
Kaninchen (rab) 63,0
12-lipoxygenierend
Rhesusaffe (mac) 92,1
Schwein (pig) 72,7
Ratte (rat) 66,1
Maus (mou) 136,1

Zusammenfassung: Salicylhydroxamsaure, die in fritheren Experimenten als
maRiger Hemmstoff der nativen rabALOX15 identifiziert wurde, zeigt nur
geringe Hemmaktivitaten fiir ALOX15-Orthologe anderer Saugetiere. Es
ergaben sich keine Anhaltspunkte fir mogliche Korrelationen von
Reaktionsspezifitat und Hemmeffizienz.

4.6.10 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure

Zimsauren besitzen antioxidative und antiinflammatorische Eigenschaften. Sie

hemmen die Sojabohnen-LOX1,

indem sie das katalytisch aktive Enzym, das

dreiwertiges Nichthameisen enthalt, in die inaktive zweiwertige Form umwandeln (73).
Die humALOX15 und humALOX12 werden durch CHCA allerdings nicht gehemmt (88).

Tab. 14 Restaktivitat der ALOX15-Orthologen bei Einfluss von 10 yM CHCA

ALOX15-Spezies

| Restaktivitét (in %)

15-lipoxygenierend

Mensch (hum)
Schimpanse (chi)
Orang-Utan (pon)
Kaninchen (rab)

104,8
79,1
106,0
68,5

12-lipoxygenierend

Rhesusaffe (mac)
Schwein (pig)
Ratte (rat)

Maus (mou)

93,7
87,5
84,8
99,4

Um zu untersuchen, ob die ALOX15-Orthologe verschiedener Saugetiere durch
CHCA gehemmt werden, wurden zunachst die ALOX15-Orthologen mit 10 uM CHCA
vorinkubiert und die Menge der gebildeten LOX Produkte nach dreiminutiger Inkubation

mit Arachidonsaure quantifiziert (Tab. 14). Dabei konnte festgestellt werden, dass es
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bei allen getesteten Enzymen nur zu einer geringen (< 30%) Hemmung der
Arachidonsaureoxygenaseaktivitat kam. Aufgrund der schwachen Hemmung bei 10 uM
Hemmstoff wurde auf eine detaillierte Bestimmung der [C50-Werte fir die
verschiedenen ALOX15-Orthologen verzichtet.

Zusammenfassung: Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure wurde in friheren
Untersuchungen der Sojabohnen-LOX1 identifiziert. Fiur die ALOX15-
Orthologen von Saugetieren stellt diese Verbindung keinen brauchbaren
Hemmstoff dar. Es ergaben sich keine Anhaltspunkte fiir eine mogliche
Korrelation von Reaktionsspezifitait und Hemmeffizienz.
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5 Diskussion

5.1 Expression von Lipoxygenasen und Positionsspezifitatstestung

Far die verschiedenen Fragestellungen dieser Arbeit wurden
Wildtyplipoxygenasen von acht verschiedenen Saugetierspezies und zwei mutierte
Enzyme miteinander verglichen, deren Positionsspezifitat sich von den entsprechenden
Wildtypenzymen deutlich unterscheidet. Dieser Vergleich erforderte die rekombinante
Expression verschiedener Enzyme in vergleichbaren prokaryotischen
Expressionssystemen (E. coli). Dazu wurden die mRNAs, die fur die verschiedenen
Enzyme kodieren aus peripheren Blutzellen extrahiert und mittels reverser Transkription
in die entsprechenden cDNAs umgeschrieben. Die cDNAs wurden dann in
prokaryotische Expressionsvektoren einkloniert, die rekombinanten
Expressionsplasmide in kompetente E. coli Zellen transformiert und die Enzyme als
rekombinante N-terminale his-Tag-Fusionsproteine exprimiert. Das prinzipielle
methodische Vorgehen entsprach damit der Methode, die fur die humane ALOX15 von
Sigal et al. (19) bereits 1988 beschrieben wurde. Die Aktivitatsmessung der
exprimierten rekombinanten Enzyme erfolgte durch HPLC-Quantifizierung der wahrend
einer dreiminutigen Inkubation mit Arachidonsaure gebildeten LOX-Produkte. Daflr
wurde die Skala der HPLC durch die Injektion definierter Mengen authentischer
Standards von 15-HETE, 12-HETE und 5-HETE geeicht. Die dabei ermittelten
Retentionszeiten von 6,5 Minuten (fir 15S-HETE), 7,5 Minuten (12S-HETE) und 9
Minuten (5S-HETE) wurden verwendet, um die in den verschiedenen Analyseproben
detektierten  chromatographischen  Peaks zuzuordnen. Die Flache dieser
chromatographischen Peaks reflektiert dabei die Menge der gebildeten LOX-Produkte.

In unseren Analysen konnte festgestellt werden, dass die 15-lipoxygenierenden

ALOX15-Orthologen von Mensch, Schimpanse, Orang-Utan und Kaninchen sowie die
Leu353Phe-Mutante der ALOX15 der Maus sowohl 15-HETE, als auch 12-HETE in
einem Mengenverhaltnis von ca. 9:1 bildeten. Die humALOX15 produzierte 9,5 mal
mehr 15-HETE als 12-HETE. Dieses Ergebnis stimmt mit fraheren Resultaten zur
Reaktionsspezifitat der humALOX15 uberein (105).

Schimpansen sind die nachsten lebenden Verwandten des modernen Menschen.
Vergleicht man die Aminosauresequenz der ALOX15 des Schimpansen (chiALOX15)
mit der des Menschen, so zeigt sich eine 99,7-prozentige Ubereinstimmung. Adel et al.
konnten kurzlich erstmals vergleichbare Verhaltnisse der 15-HETE- und 12-HETE-
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Bildung beim Vergleich der humALOX15 und chiALOX15 zeigen. Fur die humALOX15
wurde ein 15-HETE/12-HETE-Verhaltnis von 3,7:1 quantifiziert. Fur das
Schimpansenenzym ergab sich ein Verhaltnis von 4,1:1 (51). Diese Daten wurden in
der vorliegenden Arbeit bestatigt.

Die Aminosauren der humALOX15 und des orthologen Enzyms des Orang-Utans
(ponALOX15) stimmen zu 97% uberein (91). Insbesondere die Determinanten der
Positionsspezifitat (BG1, SL, BG2), sind verglichen mit dem menschlichen Enzym
streng konserviert, was auf ein 15-lipoxygenierendes Enzym schlieBen lasst. Die
Positionsspezifitat der ponALOX15 wurde in zwei unabhangigen Untersuchungen
experimentell getestet (29, 52) und in der vorliegenden Arbeit bestatigt.

Die ALOX15 des Kaninchens (rabALOX15) wurde bereits 1982 von Bryant et al.
hinsichtlich ihrer Positionsspezifitdt untersucht. Dabei wurde eine 16-fach hohere 15-
HETE-Bildung als 12-HETE-Bildung beobachtet (54). In der vorliegenden Arbeit wurde
ein 15-HETE/12-HETE Verhaltnis von 19:1 bestimmt. Demnach handelt es sich bei der
rabALOX15 um ein 15-lipoxygenierendes ALOX15-Ortholog. Diese experimentellen
Daten deuten darauf hin, dass die rabALOX15 als Ausnahme betrachtet werden muss,
da sich das Enzym nicht in das Evolutionskonzept der ALOX15-Spezifitat (3) einordnen
lasst. Dieses Konzept postuliert, dass die ALOX15-Orthologen von Saugetieren, die
einen hoheren Entwicklungsgrad aufweisen als der Gibbon, als Arachidonsaure-15-
lipoxygenierende Enzyme wirken. ALOX15-Orthologe von weniger entwickelten
Saugetieren (z.B. Maus, Ratte, Makake, Schwein) zeigen dagegen uberwiegend
Arachidonsaure-12-lipoxygenierende Aktivitaten. Das ALOX15-Ortholog des Gibbons
selbst zeigt eine duale Positionsspezifitat der Arachidonsaureoxygenierung, wobei fast
gleiche Mengen an 12-HETE und 15-HETE gebildet werden.

Das Kaninchen zeigt mit Blick auf den ALOX15-Weg noch eine weitere
Besonderheit. Obwohl das ALOX15-Gen des Kaninchens entsprechend des
Triadenkonzeptes fur ein 15-lipoxygenierendes ALOX15-Ortholog kodiert und eine 15-
lipoxygenierende Isoform in Kaninchenretikulozyten gefunden wurde, wird in peripheren
Kaninchenmonozyten eine 12-lipoxygenierende ALOX15 exprimiert. Beide Enzyme sind
mit Ausnahme weniger Aminosauren sequenzidentisch. Funktionell bedeutsam ist dabei
vor allem, dass das Monozytenenzym an der Position 353 seiner Aminosauresequenz
ein  Leucin tragt, was entsprechend des Triadenkonzeptes seine 12-
Lipoxygenierungsaktivitat erklart. Im Gegensatz dazu tragt das Retikulozytenenzym ein
Phenylalanin an dieser Stelle, was dieses Enzym als 15-lipoxygenierende LOX
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ausweist. Es konnte bisher leider noch nicht geklart werden, warum das ALOX15-Gen
des Kaninchens fur zwei unterschiedliche ALOX15 Isoformen kodiert, die sich
hinsichtlich ihrer Reaktionsspezifitat und ihrer Aminosauresequenz voneinander
unterscheiden.

Die Leu353Phe Mutante der mouALOX15 tragt am Boden ihrer
Substratbindungstasche ein gro3es Phenylalanin anstatt des deutlich kleineren Leucins,
das beim Wildtypenzym an dieser Stelle nachweisbar ist. Dadurch verkleinert sich das
Volumen der Substratbindungstasche und die Substratfettsdure kann nicht mehr so tief
eindringen. Als Konsequenz kommt bei der Enzymmutante die Arachidonsaure mit
ihrem dreizehnten Kohlenstoffatom (C13) am katalytisch aktiven Nichthameisen zu
liegen. Dies ist der Grund fur die 15-lipoxygenierenden Eigenschaften dieser Mutante.
Nach der genetischen Modifikation wurde diese Enzymvariante rekombinant exprimiert
und seine Arachidonsaureoxygenaseaktivitat gemessen. Dabei zeigte sich, dass das
mutierte Enzym neunmal mehr 15-HETE als 12-HETE bildet. Im Gegensatz dazu
katalysiert das entsprechende Wildtypenzym Uberwiegend die Bildung von 12-HETE.
Diese Daten belegen die 15-lipoxygenierende Aktivitat der Leu353Phe Mutante der
mouALOX15 und konnen als weitere Bestatigung des Triadenkonzeptes der
Reaktionsspezifitat von ALOX15-Isoformen (30) interpretiert werden.

Die ALOX15-Orthologen von Rhesusaffe, Schwein, Ratte und Maus, die in
fruheren Arbeiten bereits als Arachidonsaure-12-lipoxygenierende Enzyme
charakterisiert worden sind (51) sowie die lle418Ala Mutante der humALOX15 bilden
mehr 12-HETE als 15-HETE und stellen damit dominant 12-lipoxygenierende ALOX15-
Orthologe dar. Die ALOX15 von Makaken tragt an der Position der Sloane-
Determinanten die = Kombination Val418-Val419, was entsprechend des
Triadenkonzeptes auf ein  12-lipoxygenierendes Enzym  schlieBen Iasst.
Expressionsuntersuchungen an diesem Enzym konnten belegen, dass vom
Wildtypenzym 15-mal mehr 12-HETE als 15-HETE gebildet wird (29, 52). Diese
Ergebnisse wurden im Rahmen der vorliegenden Dissertation bestatigt, wobei ein 12-
HETE/15-HETE Verhaltnis von 98:2 quantifiziert wurde. Damit reiht sich die
macALOX15 ins Evolutionskonzept der ALOX15-Spezifitat ein.

Yokoyama et al. beschrieben bereits 1986, dass polymorphkernige Leukozyten
des Schweins Arachidonsaure uberwiegend zu 12-HETE oxygenieren. Das
entsprechende Enzym wurde als Leukozytentyp-12-LOX bezeichnet (112). Spatere
Aminosauresequenzvergleiche haben eindeutig belegt, dass es sich bei diesem Enzym
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um das Schweineortholog der humanen ALOX15 handelt, das ein Uberwiegend 12-
lipoxygenierendes Enzym darstellt. In der vorliegenden Arbeit wurde fur die
rekombinante Schweine-ALOX15 (pigALOX15) ein 12-HETE/15-HETE Verhaltnis von
87:13 gemessen, was konsistent mit den friher publizierten Daten (112) ist.

Die murinen ALOX15-Orthologen (ratALOX15, mouALOX15) sind 12-
lipoxygenierende Enzyme (93, 113) und die hier vorgelegten Ergebnisse bestatigen
diese Schlussfolgerung. Fur die ratALOX15 wurde kurzlich ein 12-HETE/15-HETE
Verhaltnis von 86:14 quantifiziert (48). Fir das Mausenzym lag dieser Wert bei 80:20
(113). Da beide murinen ALOX15-Orthologen grofke Ahnlichkeit mit der ALOX15 aus
Schweineleukozyten aufweisen, wurde sie ursprunglich als Leukozytentyp-12-LOX
klassifiziert. Auch far diese Lipoxygenasen haben spatere
Aminosauresequenzvergleiche eindeutig bewiesen, dass es sich bei diesen Enzymen
um die murinen Orthologen der humanen ALOX15 handelt. Die hier erhaltenen
Ergebnisse zur Reaktionsspezifitat der murinen ALOX15-Orthologen bestatigen die
frGheren Daten zu diesen Enzymen.

Wie oben bereits beschrieben ist die humane ALOX15 ein Uberwiegend 15-
lipoxygenierendes Enzym. Tauscht man jedoch das an der Sloane-Determinante
liegende 1le418 durch ein kleineres Ala aus (lle418Ala), erhalt das Enzym einen 12-
lipoxygenierenden Charakter. Dieser Wechsel in der Reaktionsspezifitat wurde hier
experimentell bestatigt. Fur das mutierte Enzym wurde ein 12-HETE/15-HETE
Verhaltnis von 13:1 nachgewiesen. Die molekulare Basis der veranderten
Reaktionsspezifitat kann durch die Anwendung des Triadenkonzeptes erklart werden.
Die relativ grol3e Seitenkette des lle418 im Wildtypenzym verhindert, dass die
Substratfettsaure tiefer in die Substratbindungstasche des Enzyms eindringen kann,
sodass eine Wasserstoffabstraktion vom C13 der Substratfettsaure favorisiert ist. Wird
die Seitenkette das Isoleucins durch die kleinere eines Alanins ersetzt, entsteht in der
Substratbindungstasche zusatzlicher Raum, sodass die Substratfettsdure tiefer
hineinrutschen kann. Dadurch wird eine Wasserstoffabstraktion vom C10 der
Arachidonsaure mdglich, was sich in einer dominanten 12-Lipoxygenierung
widerspiegelt.

Zusammenfassend kann an dieser Stelle festgestellt werden, dass die
Reaktionsspezifitaten aller in dieser Arbeit verwendeten ALOX15-Varianten mit frGheren
Daten zur Charakterisierung der jeweiligen Enzyme vereinbar sind (51) und durch das
Triadenkonzept der ALOX15-Spezifitat erklart werden konnen. Fur alle rekombinant
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exprimierten ALOX15-Orthologen konnte eine gut messbare katalytische Aktivitat
nachgewiesen werden, was eine unabdingbare Voraussetzung fur die weiterfUhrenden

Experimente war.

5.2 Substratspezifitait von ALOX15-Orthologen

ALOX15-Orthologe sind in der Lage, verschiedene Substratfettsauren zu
oxygenieren. Dazu gehoren alle naturlich vorkommenden omega-3 und omega-6
PUFAs (3) wie Linolsaure, alpha-Linolensdure und gamma-Linolensaure,
Arachidonsaure, Eicosapentaensaure und Docosahexaensaure. Allerdings konnen
auch bereits oxygenierte Fettsauren wie 15-H(p)ETE, 5,6-DiH(p)ETE oder 5,15-
DiH(p)ETE von ALOX15-Orthologen weiter oxygeniert werden, wobei unter anderem
Lipoxine entstehen (44). Auch Phospholipide, Cholesterolester und komplexe Lipid-
Protein-Aggregate wie Biomembranen und Lipoproteine konnen als Substrat der
ALOX15 dienen (44). Die gebrauchlichsten Substrate vieler pflanzlicher Lipoxygenasen
sind Linol- wund Linolensdurederivate. Demgegenuber bevorzugen tierische
Lipoxygenasen haufig Arachidonsaure. So ist zum Beispiel nur Arachidonsaure, jedoch
nicht Linolsaure, Substrat der humALOXS5 und der humALOX12. Die humALOX15
hingegen kann sowohl Linolsdure als auch Arachidonsaure oxygenieren (114).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Fahigkeit verschiedener 12- bzw. 15-
lipoxygenierender  ALOX15-Orthologen getestet werden, unterschiedliche
Substratfettsauren zu oxygenieren, um dabei moglicherweise konservierte Unterschiede
zwischen Arachidonsaure-12- und  15-lipoxygenierenden  ALOX15-Orthologen
festzustellen.

15-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe katalysieren die initiale
Wasserstoffabstraktion vom omega-8 Kohlenstoffatom mehrfach ungesattigter
Fettsauren (C13 der Arachidonsaure). Dieses Kohlenstoffatom entspricht dem C11 der
Linolsdure. Damit sollten  15-lipoxygenierende = ALOX15-Orthologe = sowohl
Arachidonsaure als auch Linolsaure als Oxygenierungssubstrate verwenden konnen.
Bei 12-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen sehen die Voraussetzungen anders aus.
Diese Enzyme katalysieren eine \Wasserstoffabstraktion vom omega-11
Kohlenstoffatom (C10 der Arachidonsaure). Im Falle der Linolsaure ist dieses
Kohlenstoffatom jedoch nicht Teil einer doppelallylstandigen Methylengruppe, sodass

eine Wasserstoffabstraktion nicht mdglich ist. Diese theoretischen Uberlegungen
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wurden bedeuten, dass 12-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe zwar Arachidonsaure
oxygenieren konnen, Linolsaure aber weniger effizient umsetzen. Damit stehen diese
theoretischen  Uberlegungen im  Widerspruch zu  bereits  durchgefiihrten
Untersuchungen zur Substratspezifitdt der ALOX15-Orthologen der Maus (115) und der
Ratte (48), fur die eine Linolsdureoxygenierung gezeigt werden konnte. In diesen
Experimenten wurden die Umsatzgeschwindigkeiten von Linolsdure und
Arachidonsaure in separaten Inkubationsansatzen quantifiziert. Um das Problem der
Substratselektivitat von 12- und 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen erneut zu
untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein anderer experimenteller Ansatz
gewahlt. In unseren Experimenten wurde den Enzymen Linolsaure und Arachidonsaure
in identischen Konzentrationen in einem Inkubationsansatz angeboten und die Menge
der entstandenen Oxidationsprodukte nach einer festgelegten Inkubationszeit
quantifiziert. Die vorhandene Arachidonsaure wurde zu 12- und 15-H(p)ETE
umgewandelt, wahrend Linolsdure zu 13-H(p)ODE oxygeniert wurde. Diese Metabolite
konnten mittels SP-HPLC getrennt quantifiziert werden. Entsprechende
Untersuchungen wurden mit zwei 15-lipoxygenierenden (humALOX15, chiALOX15) und
zwei  12-lipoxygenierenden  ALOX15-Orthologen  (macALOX15,  pigALOX15)
durchgefuhrt. Fur die 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen konnte gezeigt
werden, dass knapp zwei Drittel (62 % bei der humALOX15, 65% bei der chiALOX15)
der entstandenen Oxygenierungsprodukte aus Arachidonsaure gebildet wurden (Tab.
3). Nur ca. ein Drittel der Oxygenierungsprodukte entsprang der
Linolsaureoxygenierung (Tab. 3). Unter den Oxygenierungsprodukten der
Arachidonsaure war erwartungsgemal® 15-HETE bei beiden Enzymen dominant. Far
die beiden 12-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen (macALOX15, pigALOX15)
wurden  ahnliche  Ergebnisse  ermittelt. Der  prozentuale  Anteil der
Linolsaureoxygenierungsprodukte lag fur die macALOX15 bei 27 % und fur die
pigALOX15 bei 42 % (Tab. 3), was einen Mittelwert von 34 % ergab. Erwartungsgemal
wurde bei diesen Enzymen 12-HETE als dominantes Oxygenierungsprodukt der
Arachidonsaure identifiziert. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit fruher
publizierten Daten zur Substratspezifitdit verschiedener ALOX15-Orthologen,
widersprechen jedoch den oben erlauterten theoretischen Vorhersagen. Sie
verdeutlichen, dass theoretische Vorhersagen zur Substratspezifitdt von ALOX15-
Orthologen auf der Basis von Daten zur Reaktionsspezifitdt der Enzyme mit
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Arachidonsaure nicht gemacht werden konnen. Fur gesicherte Aussagen muss die
Substratspezifitat jedes Enzyms experimentell getestet werden.

5.3 Membranoxygenierungskapazitat von ALOX15-Orthologen

Fur verschiedene ALOX15-Orthologe (pigALOX15 (60), rabALOX15 (116),
humALOX15 (61)) konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass diese Enzyme in
der Lage sind, Membranphospholipide zu oxygenieren. Diese Fahigkeit verknlpft die
rabALOX15 mit dem Abbau der Mitochondrien im Rahmen der Reifung von
Retikulozyten zu Erythrozyten (2). Ein site-by-site Vergleich der
Membranoxygenasekapazitaten verschiedener 12- und 15-lipoxygenierender ALOX15-
Orthologe wurde bisher noch nicht durchgefuhrt. Um entsprechende experimentelle
Daten zu erhalten, wurden im Rahmen dieser Arbeit 12- und 15-lipoxygenierende
ALOX15-Orthologe in einem in vitro Ansatz mit Biomembranen (Membranvesikel aus
Rinderherzmitochondrien) inkubiert und die Menge der wahrend der Inkubation
entstandenen Oxygenierungsprodukte quantifiziert. Fur die Quantifizierung wurde das
Hydroxypolyenfettsaure/Polyenfettsaure-Verhaltnis (OH-PUFA/PUFA-Ratio) berechnet,
welches einen leicht quantifizierbaren Parameter fur den Oxidationsgrad der
Membranlipide darstellt. Abschlieend wurde dieser Parameter hinsichtlich der
eingesetzten Arachidonsaureoxygenaseaktivitat normalisiert. Die durchgeflhrten
Messungen ergaben fur die humALOX15 ein OH-PUFA/PUFA-Verhaltnis von 1:34.
Diese Daten verdeutlichen, dass wahrend der Inkubationszeit (5 min) 2,9 % der in den
Modellmembranen vorhandenen PUFAs (vor allem Linolsaure und Arachidonsaure) zu
den entsprechenden Hydroxyfettsauren umgewandelt wurden. Bei der Inkubation der
anderen ALOX15-Orthologen ergaben sich folgende Prozentsatze: chiALOX15 1,2 %,
macALOX15 2,3 %, pigALOX15 1,5 %. Aus diesen Daten kann geschlussfolgert
werden, das es offenbar keine systematischen Unterschiede in der
Membranoxygenierungskapazitat gibt, wenn 12- und 15-lipoxygenierende ALOX15-
Orthologe miteinander verglichen werden.

94



5.4 Lipoxinsynthaseaktivitat von ALOX15-Orthologen

Lipoxine sind proresolutorische Entzindungsmediatoren und spielen eine Rolle
bei der Entzindungsheilung. Die Beendigung einer Entziindungsreaktion ist ein aktiver
Prozess, der pathophysiologisch ebenso so wichtig ist wie die Entzindungsinduktion
(69). Proresolutorische Lipoxine werden durch das Zusammenspiel verschiedener
Lipoxygenasen aus Arachidonsaure synthetisiert, wobei transzellulare Mechanismen
vermutet werden (71). Dass ALOX15-Orthologe an der Biosynthese von Lipoxinen
beteiligt sind, wurde in Voruntersuchungen nachgewiesen (69). Bisher wurde jedoch
noch nicht untersucht, ob es quantitative Unterschiede in der Lipoxinsynthaseaktivitat
zwischen 12- und 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen gibt. Theoretische
Uberlegungen zu diesem Thema deuten darauf hin, dass 15-lipoxygenierende ALOX15-
Isoformen eine hohere Lipoxinsynthaseaktivitat aufweisen sollten, wenn die Reaktion
von den ALOX5-Produkten 5S-HETE oder 5,6-DIHETE ausgeht. Diese Uberlegungen
konnen wie folgt zusammengefasst werden: i) An der Lipoxinsynthese ist die ALOX5
beteiligt, die Arachidonsaure zu 5-HETE oder Uber das LTA4 zum Hydrolyseprodukt 5,6-
DIHETE umwandelt (69). Diese beiden Verbindungen konnen dann von der ALOX15,
ALOX15B bzw. ALOX12 weiter verstoffwechselt werden. ii) Im Falle des 5,6-DiIHETEs
fuhrt eine Oxygenierung am C15 zum Lipoxin A4 (5,6,15-TriHETE) und diese Reaktion
sollte von 15-lipoxygenierenden ALOX15 Isoformen effektiver katalysiert werden, als
von 12-lipoxygenierenden Enzymen. iii) 5-HETE sollte von 12-lipoxygenierenden
ALOX15-Isoformen zu 5,12-DIHETE umgesetzt werden, welches aufgrund einer
fehlenden doppelallylstandigen Methylengruppe nicht weiter zu Lipoxinisomeren
oxygeniert werden kann (dead end product). Damit sollten 12-lipoxygenierende
ALOX15-Isoformen 5-HETE weniger effizient in Lipoxine umwandeln konnen. 15-
lipoxygenierende ALOX15-Orthologe wirden 5-HETE zu 5,15-DIHETE umwandeln,
welches anschlieend entweder zu 5,6,15-TriHETE oder zu 5,14,15-TriHETE
metabolisiert werden kann. Aus diesen Uberlegungen kann geschlussfolgert werden,
dass 15-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe fur die Lipoxinbiosynthese besser
geeignet sein sollten.

Bisher gab es in der Literatur jedoch keine Hinweise darauf, ob diese
theoretischen Uberlegungen in der Praxis auch wirklich zutreffen. Um dieser Frage
nachzugehen, wurden 5S-HETE und 5S,6S/R-DIHETE als Substrat eingesetzt und mit
12- und 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen verschiedener Saugetierspezies fur
zehn Minuten inkubiert. Nach Reduktion der Hydroperoxyverbindungen wurde die
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Menge an gebildeten Lipoxinen mittels RP-HPLC quantifiziert und so die
Lipoxinsynthaseaktivitat der verschiedenen ALOX15-Orthologen in einem site-by-site
Vergleich ermittelt. Die experimentellen Daten ergaben eine funf- bis zehnfach hohere
Lipoxinbildung durch 15-lipoxygenierende ALOX15-Orthologen, wenn die Werte auf
identische Arachidonsaureoxygenaseaktivitat normalisiert wurden (Tab. 5). Die hier
erhaltenen Ergebnisse zeigen aber auch, dass 12-lipoxygenierende LOX-Isoformen,
wie z.B. die ALOX12, prinzipiell zur Lipoxinsynthese fahig sind. Diese Schlussfolgerung
ist konsistent mit frGher publizierten Daten, die darauf hindeuten, dass auch die
ALOX12 an der Lipoxinbiosynthese in vivo beteiligt sein konnte (69). 15-
lipoxygenierende Isoformen scheinen hingegen die besser geeigneten Katalysatoren fur
diese Reaktionen zu sein.

Kritisch sollte dabei jedoch erwahnt werden, dass die durchgefuhrten
Lipoxinsynthesemessungen  keine  detaillierten  kinetischen  Untersuchungen
beinhalteten und dadurch kein direkter Vergleich grundlegender kinetischer Parameter
(Km, Vmax, katalytische Effizienz) moglich war. Aullerdem mussen diese in vitro Daten
nicht notwendiger Weise die Lipoxinsynthaseaktivitat der verschiedenen ALOX15-
Orthologen in vivo widerspiegeln. Um die in vivo Lipoxinsynthaseaktivitat von 12- und
15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen zu vergleichen, konnte die Lipoxinsynthese
wahrend der Heilungsphase in einem murinen Entzindungsmodell quantifiziert werden.
Diese Experimente sollten anschlieBend mit ALOX15-knock-in Mausen wiederholt
werden, bei denen das Alox15-Gen dahingehend modifiziert wurde, dass diese Mause
anstatt einer 12- eine 15-lipoxygenierende ALOX15-Isoform exprimieren. Um solche
Mause zu erhalten, wurde es ausreichen, das Triplet des ALOX15-Gens, das fur die
Aminosaure Phe353 kodiert, in ein Ala-kodierendes Triplet umzuwandeln. Die
Phe353Ala Mutante der murinen ALOX15 ist im Gegensatz zum Wildtypenzym
(Uberwiegend 12-lipoxygenierend) eine 15-lipoxygenierende ALOX15 (51). Solch eine
gezielte gentechnische Veranderung von embryonalen Stammzellen der Maus sollte
unter Verwendung der CRISPR/CAS-Systems (117) relativ einfach durchgefuhrt werden
konnen. Die anschlieliende Zuchtung von in dieser Weise humanisierten Mausen ist
heutzutage experimentelle Routine und wird von mehreren Firmen auf kommerzieller
Basis angeboten.

Zusammenfassend kann  geschlussfolgert ~werden, dass die 15-
lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen von Mensch, Schimpanse und Orang-Utan
sowie die Leu353Phe Mutante der ratALOX15 eine deutlich hohere
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Lipoxinsynthaseaktivitat aufweisen als die 12-lipoxygenierenden Orthologen von
Rhesusaffe, Schwein, Ratte und Maus sowie die lle418Ala Mutante der humALOX15.
Diese Daten lassen vermuten, dass der evolutionare Switch der Reaktionsspezifitat der
ALOX15-Orthologen in Rahmen der spaten Primatenevolution zu einer Effektivierung
der Lipoxinbildung gefuhrt hat. Da Lipoxine antiinflammatorisch bzw. proresolutorisch
wirken, konnen diese Daten dahingehend interpretiert werden, dass bei hoheren
Primaten (Mensch, Schimpanse, Gorilla, Orang-Utan) die Entzindungsreaktion besser
kontrolliert werden kann als bei niederen Primaten und anderen Saugetieren, die 12-
lipoxygenierende ALOX15-Isoformen exprimieren. Damit wurde diese evolutionare
Veranderung der ALOX15-Spezifitdt zu einer Optimierung des Immunsystems hdherer

Primaten beitragen.

5.5 Differentielle Wirkung von Hemmstoffen auf ausgewahlte 12- und 15-
lipoxygenierende ALOX15-Orthologe verschiedener Saugetiere

Lipoxygenasen erflullen wichtige Aufgaben bei Pflanzen und Tieren (3). Sie bilden
beispielsweise antiinflammatorische Mediatoren wie Lipoxine, Resolvine und Protectine
(68), sind aber auch an der Biosynthese proinflammatorischer Mediatoren wie
Leukotrienen (6), Hepoxilinen (86) und Eoxinen (118) beteiligt. Die Reduzierung der
Eoxinbildung durch Hemmung der ALOX15 stellt ein mogliches Ziel bei der Behandlung
entzandlicher respiratorischer Erkrankungen wie Asthma bronchiale, allergischer
Rhinitis und chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) dar (118). Weiterhin
wurden ALOX15-Metabolite wie 15-HETE als wichtige Mediatoren in der Entwicklung
Th1-vermittelter  allergischer  Erkrankungen beschrieben (119). Neben den
Oxygenierungsprodukten der Arachidonsaure spielen auch ALOX15-Produkte der
Linolsaureoxygenierung eine wichtige Rolle. So ist z.B. 13-HODE bei der Regulation
der Progression des Prostatakarzinoms involviert (39). Dabei korreliert eine starke
Expression der ALOX15 mit der Malignitat der Tumorzellen, wodurch das ALOX15-Gen
als potentielles Onkogen identifiziert wurde (120).

Die ALOX15 ist aullerdem an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt,
indem sie Lipoproteine wie das Low-density Lipoprotein (LDL) oxygenieren kann (63).
Diese atherogene Variante des LDL (oxLDL) wird von Makrophagen via
Scavengerrezeptoren aufgenommen, wodurch sich Schaumzellen bilden. Wenn sich

diese Schaumzellen im subendothelialen Raum von Arterien ablagern, entstehen fatty
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streaks, die als fruhe Atheroskleroselasionen angesehen werden. Mehrere Studien
berichten Uber das Vorkommen von LOX-Produkten in atherosklerotischen Lasionen
von Tieren und Menschen (121, 122). Aul3erdem deuten Tierexperimente mit ALOX15-
defizienten Mausen darauf hin, dass die ALOX15 als proatherogenes Enzym bei der
Atherogenese  fungiert.  Gleichzeitig ~weisen  Experimente mit  ALOX15-
uberexprimierenden Tieren auf eine antiatherogene Wirkung des Enzyms hin (123).

Oxidativer Stress tragt auch zur Pathogenese von neurodegenerativen
Erkrankungen wie M. Alzheimer und M. Parkinson (124) bei. Die ALOX15 konnte als
prooxidatives Enzym, das in der Lage ist, Esterlipide zu oxygenieren, eine
Schlusselstellung in der Pathogenese dieser Erkrankungen einnehmen. Sobald sie
katalytisch aktiv ist, bildet sie Lipidhydroperoxide, die zum zellularen oxidativen Stress
beitragen. AuRerdem kann die ALOX15 Membranen von Zellorganellen direkt oxydieren
und damit schadigen. Erhohte Mengen an ALOX15 wurden in Mausen nach einem
experimentellen Schlaganfall gefunden und Zellmodelle deuten darauf hin, dass
ALOX15-abhangige Mechanismen an der Pathogenese des M. Alzheimer beteiligt sind
(125).

Im Jahre 2006 wurde in einer Studie gezeigt, dass Hemmstoffe der ALOX5 und
ALOX15 in der Lage sind, die Glukosehomoostase in diabetischen Tiermodellen zu
beeinflussen und die Serumglukosewerte signifikant zu verringern (126). Nadler et al.
registrierten ein hohes Mall an ALOX15-Transskription im abdominalen Fettgewebe,
was auf eine Rolle des Enzyms bei der Differenzierung von Adipozyten und bei der
Entwicklung einer abdominalen Adipositas hindeutet (127).

Durch die Beteiligung der ALOX15 an vielen verschiedenen Erkrankungen
besteht ein grolRes Interesse an der Entwicklung von ALOX15-Inhibitoren, die potentiell
zur therapeutischen Intervention eingesetzt werden konnen. Fur die Entwicklung
neuartiger Wirkstoffe mussen Tiermodelle verwendet werden, wobei Mause, Ratten,
Kaninchen und Schweine haufig verwendete Saugetierspezies far
Arzneimittelentwicklungen darstellen (120), (121), (125). Im Falle der Entwicklung von
ALOX15-Hemmstoffen wird man jedoch mit dem Problem konfrontiert, dass die
ALOX15-Orthologen von Nagetieren, die oft als Versuchstiere in pharmakologischen
Studien verwendet werden, meist 12-lipoxygenierende Enzyme darstellen, wahrend das
humane Enzym 15-lipoxygenierend ist. Damit kann a priori nicht davon ausgegangen
werden, dass Hemmstoffe der humALOX15 auch die murinen (mouALOX15,

ratALOX15) Enzyme hemmen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die
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ALOX15-Orthologen verschiedener Saugetiere und des Menschen hinsichtlich ihrer
Sensitivitat gegenuber ausgewahlten LOX-Hemmstoffen deutlich voneinander
unterscheiden. Diese Ergebnisse, die von grol3er pharmakologischer Bedeutung sind
und fur die Suche nach isoform- und ortholog-spezifischen Hemmstoffen unbedingt
berucksichtigt werden mussen, werden in den folgenden Kapiteln der vorliegenden
Arbeit fur jeden der ausgewahlten Hemmstoffe in Detail diskutiert werden.

5.5.1 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch Nordihydroguaiaretsaure (NDGA)

Die Hemmwirkung von Nordihydroguaiaretsaure auf die LOX-1 der Sojabohne
wurde bereits 1987 beschrieben (73). Spater wurde auch die Hemmwirkung auf die
humane ALOX5 und ALOX15 nachgewiesen (74). NDGA kann aufgrund seiner
Katecholstruktur als Eisenkomplexbildner aber auch als Redoxhemmstoff fungieren und
damit die initiale Wasserstoffabstraktion durch das Enzym behindern.

Unsere experimentellen Daten zeigen, dass es keine statistische Korrelation
zwischen der Reaktionsspezifitat der ALOX15-Orthologen und der Hemmeffektivitat
durch NDGA gibt. Diese Schlussfolgerung bedeutet, dass 12- und 15-lipoxygenierende
ALOX15-Orthologe nicht grundsatzlich starker oder schwacher durch NDGA gehemmt
werden. Aus diesen Untersuchungen muss geschlussfolgert werden, dass sich aus der
Reaktionsspezifitat des Enzyms nicht sicher vorhersagen lasst, ob das betreffende
Enzym stark oder schwach durch NDGA gehemmt wird. Die ICso-Werte fur die
verschiedenen ALOX15 Orthologen differieren dabei teilweise um mehrere
GrolRenordnungen. So konnte fur die ALOX15 der Ratte eine ICso von 10 nM bestimmt
werden, wahrend der Wert fur das Mausenzym 12 uM betragt. Interessanterweise sind
beide Enzyme 12-lipoxgenierende ALOX15-Orthologe, die kleine Aminosauren am
Boden der Substratbindungstasche tragen. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass
die Tiefe der Substratbindungstaschen nicht wesentlich das Hemmstoffverhalten der
ALOX15-Orthologen beeinflusst. Andere sterische Eigenschaften der
Hemmestoffmolekuile scheinen daflur wichtiger zu sein (128).

Whitman et al. untersuchten die Selektivitat von NDGA gegenuber der humanen
ALOX12 aus Blutplattchen und der humanen ALOX15 aus unreifen roten Blutzellen.
Beide Enzyme wurden als rekombinante Enzyme exprimiert und aufgereinigt (75). Bei
den Hemmstoffuntersuchungen zeigte sich eine Praferenz von NDGA zur Hemmung

der rekombinanten ALOX15 (46-fach bessere Hemmung). Dieses Ergebnis wurde von
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den Autoren dahingehend interpretiert, dass die Bindung des Hemmstoffs am aktiven
Zentrum der humALOX12 erschwert ist (75).

Fur die ALOX15-Orthologen des Menschen und der Maus wurden mehrere
Hemmstoffkonzentrationen im Bereich zwischen 0,1 nM und 300 uM eingesetzt, was
eine genaue Berechnung der ICso-Werte zulie. Der von uns fur das humane Enzym
gemessene Wert von 3,5 yM weicht von der ICso von 0,11 uM ab, die in einer anderen
Untersuchung fur das gereinigte rekombinante Enzym bestimmt wurde (75). Die
Ursachen fur diesen relativ groRen Unterschied konnten darin begrindet liegen, dass in
unseren Experimenten Arachidonsaure in einer Endkonzentration von 150 yM als
Substrat eingesetzt wurde. In der Untersuchung von Whitman wurde Linolsaure in einer
finalen Konzentration von 3 pM als Oxygenierungssubstrat verwendet. Diese
Substratkonzentration liegt deutlich unterhalb des Km-Wertes dieses Enzyms flr
Fettsauresubstrate, sodass man unter diesen Bedingungen von nicht-sattigenden
Bedingungen ausgehen kann. Bei 150 pM liegt die Konzentration des
Fettsauresubstrates deutlich uber dem Km-Wert, so dass sich das Messsystem im
Sattigungsbereich befindet. Welches der beiden kinetischen Systeme die intrazellularen
Bedingungen besser widerspiegelt, kann auf der Basis der verfugbaren Daten nicht mit
Sicherheit gesagt werden. Mit hoher Wahrscheinlichkeit liegen die durchschnittlichen
intrazellularen Fettsaurekonzentrationen eher in einstelligen mikromolaren Bereichen
oder sogar noch darunter. Wie es jedoch mit lokalen Konzentrationen am Ort der
katalytischen Aktivitat aussieht ist schwer abzuschatzen. Es ist durchaus moglich, dass
sich die aus den Membranphospholipiden freigesetzten Substratfettsduren in der
Lipiddoppelschicht der Membranen anreichern, wodurch erheblich hdhere Iokale
Fettsaurekonzentrationen moglich sind. Ein weiterer Grund fur die deutliche
Abweichung der ICso-Werte fur die humALOX15 konnte darin begrundet liegen, dass fur
unsere Untersuchungen keine gereinigten Enzympraparationen verwendet wurden.
Diese experimentelle Strategie beinhaltet, dass Fremdproteine Hemmstoff binden
konnen, der damit nicht mehr fur die Hemmung der Lipoxygenasen zur Verfugung steht.
Dadurch sollte die effektive Hemmstoffkonzentration deutlich reduziert sein.
Andererseits stellt die ALOX15 in zellularen Systemen kein dominantes Protein dar.
Auch hier konnten Fremdproteine die effektive Hemmstoffkonzentration reduzieren,
sodass die Arbeit mit unreinen Enzympraparationen durchaus von biologischem
Interesse ist. Deshalb ist es auch in diesem Punkt nicht moglich zu entscheiden,
welches System die intrazellularen Reaktionsbedingungen besser widerspiegelt.
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Die Hemmstoffsensitivitat der 12-lipoxygenierenden mouALOX15 wurde in
identischer Weise quantifiziert und eine 1Cso von 11,7 uyM ermittelt. Dieser Wert liegt
deutlich Uber dem ICso-Wert der humALOX15, obwohl sowohl das Expressionssystem
als auch das Messsystem absolut identisch waren. Diese Daten deuten darauf hin, dass
es quantitative Unterschiede im Hemmstoffverhalten der humALOX15 und der
mMouALOX15 gibt. Das humane Enzym scheint zehnfach sensitiver auf NDGA zu
reagieren als die mouALOX15. Im Gegensatz dazu lagen sowohl die ICso-Werte der 15-
lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen von Schimpansen, Orang-Utans und
Kaninchen, als auch die entsprechenden Werte der 12-lipoxygenierenden Enzyme von
Makaken, Schweinen und Ratten teilweise deutlich unter 1 yM (Tab. 6). Diese Enzyme
reagieren damit sehr viel sensitiver auf NDGA als die humALOX15 und die
mouALOX15.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass NDGA alle getesteten
ALOX15-Orthologen hemmt. Jedoch weisen die verschiedenen Enzyme
unterschiedliche Sensitivitaten gegenuber diesem Hemmstoff auf. So zeigt die
mouALOX15 eine ICso von 11,7 yM wahrend die orthologen Enzyme von Ratte und
Schimpansen unter identischen experimentellen Bedingungen bereits Dbei
Hemmestoffkonzentrationen von 10 nM bzw. 20 nM zu 50 % gehemmt werden. Eine
Korrelation zwischen Hemmestoffsensitivitat und Reaktionsspezifitat der

Arachidonsaureoxygenierung konnte nicht nachgewiesen werden.

5.5.2 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch 5,8,11,14-Eicosatetraensaure

Bei 5,8,11,14-Eicosatetraensaure (ETYA) handelt es sich um eine
Acetylenfettsaure, die seit geraumer Zeit als Lipoxygenasehemmstoff bekannt ist (109).
Acetylenfettsauren fungieren als Suizidsubstrate fur Lipoxygenasen. Sie werden am
aktiven Zentrum der Enzyme gebunden und zu reaktiven Reaktionsintermediaten
oxygeniert. Diese Intermediate reagieren anschlieend mit Aminosauren des aktiven
Zentrums, was zu einer irreversiblen Inaktivierung der Enzyme fuhrt (31). Die LOX-
Hemmung durch ETYA wurde erstmals fur die Sojabohnen-LOX1 beschrieben (129).
Sun et al. wiesen 1981 die Wirksamkeit von ETYA als potenten Hemmstoff gegentber
der ALOX12 des Menschen nach (77). Dazu wurden aus menschlichen Blutkonserven
Thrombozyten prapariert. Die Zellsuspension wurde Uber 5 Minuten mit ETYA

vorinkubiert und dann mit verschiedenen Konzentrationen an Arachidonsaure Uber 5
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Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei ergab sich eine 1Cso von 0,03 pM fur die
ALOX12. Bei diesen Experimenten wurde festgestellt, dass ETYA auch die
Cyclooxygenase-1 hemmt, was in separaten Untersuchungen bestatigt werden konnte
(77). In diesem System wurde |Cso-Wert von 3,2 yM fur die COX-1 ermittelt.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene ALOX15-Orthologen hinsichtlich
ihrer Sensitivitat gegenuber ETYA untersucht. Die Experimente ergaben, dass es sich
bei ETYA um einen sehr potenten Hemmstoff aller getesteten ALOX15-Orthologen
handelt. Alle Enzyme wurden unter strikt vergleichbaren experimentellen Bedingungen
im niedrigen nanomolaren Konzentrationsbereich gehemmt. Fur das menschliche
Enzym ergab sich ein 1Cso-Wert von 10 nM. Die mouALOX15 stellte im Kontext der
anderen getesteten ALOX15-Orthologen eine Ausnahme dar, da dieses Enzym mit
einer ICso von > 10 pM um zwei bis drei GroRenordnungen weniger empfindlich
gegenuber ETYA war als alle anderen Enzyme. Worauf dieser deutliche Unterschied in
der Sensitivitat gegenuber ETYA zuruckzufuhren ist, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht naher untersucht. Die Positionsspezifitat der ALOX15-
Orthologen steht in keiner kausalen Beziehung zur Hemmeffizienz von ETYA. 12-
lipoxygenierende ALOX15-Orthologe werden ahnlich stark gehemmt wie 15-

lipoxygenierende Enzyme.

5.5.3 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch Baicalein

Baicalein ist ein Lipoxygenaseinhibitor der zur Stoffgruppe der Flavonoide gehort.
Diesen Verbindungen werden antioxidative, antiinflammatorische, antimikrobielle und
antivirale Eigenschaften zugeschrieben. Die Katecholgruppe des Baicaleins interagiert
wahrscheinlich direkt mit den katalytischen Nichthameisen der Lipoxygenase und fuhrt
zu dessen Reduktion (Redoxinhibitor). Bereits 1982 suchten Sekiya et al. nach einem
selektiven Inhibitor fir die ALOX12. Dazu wurde ein Thrombozytenlysat aus Rattenblut
hergestellt und Uber funf Minuten mit Arachidonsaure inkubiert (Endkonzentration 10
uM). Die Autoren fanden dabei heraus, dass die ALOX12 durch Baicalein stark
gehemmt wurde, wahrend sich der COX1 Weg kaum veranderte (79). Deschamps et al.
knupften an diese Forschungen an und versuchten eine mogliche Selektivitat des
Baicaleins zwischen humALOX12 und humALOX15 nachzuweisen (80). Dazu nutzten
sie rekombinant exprimierte und aufgereinigte Enzyme (89). Der Aktivitatsassay wurde
nach Carroll et al. durchgefuhrt (130). Dabei wurde fur die ALOX12 2,5 uM
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Arachidonsaure, fur die ALOX15 hingegen 2,5 uM Linolsaure als Substrat verwendet.
Bei diesen Versuchen ergaben sich fur beide Enzyme vergleichbare ICso-Werte im
submikromolaren Bereich. Damit zeigt Baicalein in seiner Hemmwirkung keine
Unterschiede zwischen der ALOX12 und ALOX15. Schewe et al. untersuchten 2001 die
Hemmestoffkapazitaten verschiedener Polyphenole gegenuber der aufgereinigten
nativen ALOX15 des Kaninchens (81) und bestimmten dabei einen ICso-Wert fur
Baicalein von 1 uM.

Die Fragestellung unserer Experimente war, ob die Reaktionsspezifitat von
ALOX15-Orthologen verschiedener Saugetiere Auswirkungen auf die Hemmwirkung
des Baicaleins hat. Dazu wurden die rekombinanten ALOX15-Orthologen mit
verschiedenen Konzentrationen Baicalein vorinkubiert und die Reaktion anschlief3end
durch Zugabe von 150 pyM Arachidonsaure gestartet. Anschlieend wurde die Bildung
der Hydroxyfettsduren quantifiziert. Unsere Experimente zeigten, dass es sich bei
Baicalein um einen potenten Hemmer aller ALOX15-Orthologen handelt. Mit Ausnahme
des murinen Enzyms wurden alle ALOX15-Orthologen stark gehemmt. Die bestimmten
ICs0-Werte lagen durchgangig im nanomolaren Bereich. Auch hier macht die
MouALOX15 eine Ausnahme. Bei diesem Enzym wurde bei Einsatz von 10 pM
Baicalein noch eine Restaktivitat von 30 % gemessen. Erst bei 100 pM
Hemmstoffkonzentrationen konnte keine Restaktivitdt mehr nachgewiesen werden.

Ein Vergleich von Literaturdaten zur LOX-Hemmung durch Baicalein und
unseren experimentellen Daten ergab Ubereinstimmungen aber auch deutliche
Unterschiede. Die von Schewe et al. ermittelte 1Cso fur die gereinigte native rabALOX15
von 1,0 uM (81) konnte in unseren Versuchen mit dem nicht gereinigten rekombinanten
Enzym (ICso: 1,8 uM) bestatigt werden (Tab. 8). Fur die humALOX15 ergaben sich
jedoch deutliche Abweichungen von Literaturdaten. In unserem System konnte eine
ICs0 von 0,13 uM bestimmt werden (Tab. 8). Im Gegensatz dazu lag der entsprechende
Wert in der Deschamps-Studie bei 1,6 uM (80). Der wesentliche Unterschied der beiden
Messsysteme bestand darin, dass in der Deschamps-Studie Linolsaure als
Oxygenierungssubstrat in einer Konzentration von 2,5 yM verwendet wurde. In unseren
Hemmstoffassays wurde Arachidonsaure in einer Konzentration von 150 uM verwendet.

Zusammenfassend kann zum Baicalein geschlussfolgert werden, dass diese
Substanz unabhangig von den oben diskutierten quantitativen Unterschieden, die mit
hoher Wahrscheinlichkeit auf die methodischen Besonderheiten der verwendeten
Testsysteme zurtckgefuhrt werden kdnnen, ein guter bis sehr guter Hemmstoff fur die
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meisten ALOX15-Orthologen ist. Baicalein macht jedoch keinen Unterschied zwischen
12- und 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen, sondern hemmt alle getesteten
Enzyme mehr oder minder gleichermalien. Einzige Ausnahme ist die mouALOX15.
Dieses Enzym ist mit einer geschatzten 1Cso von 8,26 yM deutlich weniger sensitiv als
die anderen ALOX15-Orthologen.

5.5.4 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch Epigallocatechingallat (EGCG)

Polyphenole wie Epigallocatechingallat kommen in einer Reihe von
Lebensmitteln wie Kakao, Tee, Wein, Friuchten oder Gemuse vor (82). Sie wirken als
Antioxidantien (Radikalfanger) und sind in der Lage, freie Radikale zu entgiften. Sie
konnen aber auch durch ihre phenolischen OH-Gruppen als Eisenkomplexbildner
fungieren. Wenn sie an das aktive Zentrum von Lipoxygenasen gelangen, kbnnen sie
als redox-aktive Verbindungen den Wertigkeitswechsel des Nichthameisens verhindern,
der fur die katalytische Wirkung dieser Enzyme essentiell ist.

Freie Radikale und oxidativer Stress spielen in der Pathogenese von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, neuro-degenerativen Veranderungen, chronischen
Entzindungen und Krebs eine wichtige Rolle (44). Obwohl derzeit noch nicht
abschlie3end geklart werden konnte, ob oxidativer Stress als mogliche Ursache oder
als Folgeerscheinung dieser Erkrankungen angesehen werden sollte, konnte die
Hemmung oxidativer Reaktionen bei den oben genannten Erkrankungen kurative
Effekte haben. Da die ALOX15-Reaktion eine Fettsdureoxidation darstellt, konnte eine
Hemmung des Enzyms durch Polyphenole protektiv wirken.

Fur die rabALOX15 und die Sojabohnen-LOX1 konnten in der Vergangenheit
ICs0-Werte fur EGCG von 4 yM und 1000 pyM ermittelt werden (81). Schewe et al.
verwendeten dazu natives aufgereinigtes Enzym aus Kaninchenretikulozyten. Andere
LOX-Isoformen wurden bisher nicht untersucht.

Unsere Ergebnisse zeigten eine Hemmung aller ALOX15-Orthologen
verschiedener Saugetierspezies. Die Hemmung erfolgte speziesubergreifend ohne
Abhangigkeit von der Positionsspezifitdt der Lipoxygenasen. Die ICso-Werte lagen im
niedrigen mikromolaren Bereich. Interessanterweise wird das Kaninchenenzym nur
dann gehemmt, wenn eine aufgereinigte Enzympraparation verwendet wurde. Dies
spricht fur eine Wechselwirkung des Hemmstoffs mit Fremdproteinen, die in der nicht

aufgereinigten Enzympraparation vorhanden sind. Durch diese Wechselwirkung sollte
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die freie Hemmstoffkonzentration absinken, sodass weniger Hemmstoff fir die
Enzymhemmung zur Verfugung steht. Da fur die Testung der anderen
Lipoxygenasepraparationen jedoch auch nicht aufgereinigte Enzyme verwendet
wurden, ist davon auszugehen, dass es auch bei diesen Experimenten zu Hemmstoff-
Protein-Wechselwirkungen gekommen ist. Deshalb sollten die [Cso-Werte fur die
gereinigten Enzyme noch deutlich geringer sein. Leider konnte diese Arbeitshypothese
aus Zeitgrunden im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weitergehend uberpruft
werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Epigallocatechingallat ein
guter Hemmestoff fur alle getesteten ALOX15-Orthologe ist und dass keine Abhangigkeit
der Hemmaktivitat von der Positionsspezifitat der Enzyme besteht. Auch hier wurde
beobachtet, dass die mouALOX15 mit einer ICso > 100 yM deutlich resistenter gegen
EGCG war als die anderen ALOX15-Orthologen.

5.5.5 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch 4-Nitrocatechol

4-Nitrocatechol (4-NC) wirkt wie alle Katechole als Antioxidans und
Radikalfanger. Durch seine katecholischen OH-Gruppen kann es aber auch als
Eisenkomplexbildner fungieren. Wenn es an das katalytische Zentrum von LOXs
gelangt, kann es das Redox-shuttling des Nichthameisens verhindern und damit die
katalytische Aktivitat hemmen.

1980 beschrieben Spaapen et al. die Wirkung von 4-NC als Hemmstoff der
Sojabohnen-LOX1. Dabei ermittelten sie eine 1Cso von 16,3 pM (83). Bisher wurden
jedoch keine Experimente zur moglichen Wirkung von 4-NC als Hemmstoff von
tierischen Lipoxygenasen durchgefuhrt. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass alle
getesteten ALOX15-Orthologen durch 4-NC gehemmt werden. Dabei wiesen die
ALOX15-Orthologen von Mensch, Schimpanse, Kaninchen, Ratte und Schwein 1Cso-
Werte im niedrigen mikromolaren Bereich auf (10,72 yM; 2,0 pM; 0,39 uM; 3,33 uM;
14,20 yM)(Tab. 10). Im Gegensatz dazu wurden die ALOX15-Orthologen von Makaken
und des Orang-Utans erst bei hohen Hemmstoffkonzentrationen inhibiert.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass 4-NC verschiedenen ALOX15-
Orthologen mit unterschiedlicher Effizienz hemmt, dass aber kein Zusammenhang
zwischen Hemmaktivitat und Reaktionsspezifitat festgestellt werden konnte.
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5.5.6 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch den 15-Lipoxygenase-Inhibitor-1

Der 15-Lipoxygenase-Inhibitor-1 wurde 2007 von Bakavoli et al. synthetisiert und
seine Wirkung auf die Sojabohnen-LOX1 untersucht (84). Dabei ergab sich fur das
Pyrimidobenzothiazin eine 1Cso von 18 yM. Der Hemmstoff wirkt durch Wechselwirkung
mit dem Redoxzyklus des Nichthameisens im aktiven Zentrum des Enzyms. Fur die
Lipoxygenasen anderer Spezies wurden bisher noch keine Messungen bezlglich der
Hemmwirkung durchgefuhrt.

Fur die getesteten ALOX15-Orthologen ergaben sich unter unseren
experimentellen Bedingungen unterschiedlich stark ausgepragte Hemmeffekte. Die
Enzyme von Rhesusaffe und Schwein wurden bei einer Hemmstoffkonzentration von 10
MM zu fast 50 % gehemmt. Die ALOX15-Orthologen von Schimpanse und Ratte zeigten
bei 10 yM Hemmestoff noch 80 % Restaktivitat. Bei den Enzymen von Mensch, Orang-
Utan und Kaninchen konnten bei dieser Hemmstoffkonzentration keine Hemmeffekte
nachgewiesen werden (Tab. 11).

Zusammenfassend lasst sich damit schlussfolgern, dass der 15-
Lipoxygenaseinhibitor-1 kein guter Hemmstoff fur ALOX15-Orthologe von Saugetieren
ist. Aufgrund der nicht nachweisbaren Hemmaktivitdten auf verschiedene ALOX15-
Orthologe, konnten keine gesicherten Schlussfolgerungen daruber gezogen werden, ob
die Hemmaktivitat gegenuber ALOX15-Orthologen von der Reaktionsspezifitat der
Enzyme abhangt. Als molekulares Werkzeug zur Untersuchung des ALOX15
Stoffwechsels zellularer Systeme ist diese Substanz eher ungeeignet.

5.5.7 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch 4-N-2-thiazolyl-
benzenesulfonamid (CAY10698)

Das Thiazolderivat CAY10698 wirkt als Lipoxygenasehemmstoff durch
Verhinderung der Bindung des Substrates an das aktive Zentrum des Enzyms. Es
wurde 2014 von Luci et al. als selektiver ALOX12-Hemmstoff charakterisiert (85). Fur
die Experimente zur Isoformselektivitat dieser Substanz wurden die humALOX12 und
die humALOX15 als N-terminale His-Tag-Fusionsproteine exprimiert und
chromatographisch gereinigt. Fur die humALOX12 wurde anschlie3end eine 1Cso von
51 pM bestimmt. Die humane ALOX15 hingegen wird durch CAY10698 kaum
gehemmt und Luci et al. gaben eine ICso von >50 yM an. Im Verlaufe der vorliegenden

Arbeit wurden acht ALOX15-Orthologe verschiedener Saugetiere untersucht. Dabei
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ergab sich fur keines der getesteten Enzyme eine Hemmung, wenn der Hemmstoff in
submikromolaren Konzentrationen eingesetzt wurde. Die ALOX15-Orthologen von
Schimpanse (15-lipoxygenierend) und Schwein (12-lipoxygenierend) zeigten bei einer
Hemmestoffkonzentration von 10 yM nur 30-40 % Hemmung. Die anderen Enzyme
wurden bei diesen Hemmstoffkonzentrationen nicht gehemmt (Tab.12).

Diese Daten belegen, dass CAY10698 kein guter Hemmstoff von Saugetier-
ALOX15-Orthologen ist. Aufgrund der Tatsache, dass sowohl 12- als auch 15-
lipoxygenierende ALOX15-Orthologe nicht gehemmt wurden, lassen sich keine sicheren
Schlussfolgerungen dahingehend ziehen, ob die Sensitivitat gegenuber diesem
Hemmestoff von der Reaktionsspezifitat des Enzyms abhangt.

5.5.8 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch Salicylhydroxamsaure

Hydroxamsauren sind Eisenkomplexbildner (102) und konnen, wenn sie am
aktiven Zentrum von Lipoxygenasen binden, zu einer Unterbrechung des katalytischen
Zyklus fuhren, indem sie den Wertigkeitswechsel des Nichthameisens der
Lipoxygenasen verhindern. Damit stellen Hydroxamsauren im Allgemeinen potentielle
LOX-Hemmestoffe dar. AuRerdem sind Hydroxamsauren redox-aktive Verbindungen und
konnen damit auch als Redoxhemmstoff wirken. Fur die Salicylhydroxamsaure (SHAM)
berechneten Nigam et al. eine ICso gegenuber der gereinigten, nativen rabALOX15 von
50 pM (86). Dieser Wert belegt eine malRige Hemmeffizienz fur SHAM, andere
Hydroxamsaurederivate erreichen jedoch deutlich geringere |Cso-Werte (86). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die moglichen Hemmaktivitaten von SHAM auf
andere ALOX15-Orthologe getestet. Dabei zeigte sich, dass bei Einsatz von 10 yM
Hemmestoff die ALOX15-Orthologen von Mensch (15-lipoxygenierend), Orang-Utan (15-
lipoxygenierend) und Rhesusaffe (12-lipoxygenierend) ihre volle Aktivitat beibehielten.
Die Lipoxygenasen von Schimpanse (15-lipoxygenierend), Kaninchen (15-
lipoxygenierend) und Ratte (12-lipoxygenierend) buften nur ungefahr ein Drittel ihre
Oxygenasekapazitat ein (Tab. 13).

Zusammenfassend kann aus den vorliegenden Daten schlussfolgert werden,
dass SHAM kein guter Hemmstoff der ALOX15 ist. Weiterhin konnte keine
systematische Korrelation zwischen Hemmstoffsensitivitat und Reaktionsspezifitat

nachgewiesen werden.
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5.5.9 Hemmung der ALOX15-Orthologen durch Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure

Zimtsaurederivate wurden als Substanzen mit antioxidativen,
antiinflammatorischen aber auch zytoxischen Eigenschaften beschrieben (87). Pontiki
et al. zeigten, dass einige Zimtsaurederivate die Fahigkeit zur Hemmung der
Sojabohnen-LOX1 besitzen (131). Mechanistisch wird die LOX-Hemmung auf die
Fahigkeit der Zimtsdurederivate zur Reduktion des Fe®* zum inaktive Fe?* im aktiven
Zentrum der Enzyme zuruckgefuhrt (73), sodass diese Substanzen als Redox-
Hemmstoffe eingestuft werden konnen. Spater wurde festgestellt, dass
Zimtsaurederivate die gereinigte, rekombinante humALOX15 und die humALOX12 auch
bei Konzentrationen von 200 yM nicht hemmen (88).

In unseren Versuchen verwendeten wir CHCA als Zimtsaurederivat, um die
potentielle Hemmwirkung von Zimtsauren auf ALOX15-Orthologe zu untersuchen.
Dabei konnten wir feststellen, dass die Hemmungen aller getesteten Enzyme so gering
waren, dass verlassliche 1Cso-Werte nicht berechnet werden konnten. Alle Enzyme
zeigten selbst bei 10 yM Hemmstoffkonzentration hohe (>90%) Restaktivitaten (Tab.
14).

Zusammenfassend kann deshalb geschlussfolgert werden, dass CHCA kein
guter Hemmstoff der ALOX15-Orthologe verschiedener Saugetiere ist. Aufgrund der
fenlenden Hemmwirkung sowohl fur einige 12- als auch fur verschiedene 15-
lipoxygenierende ALOX15-Orthologe konnen keine Aussagen dazu gemacht werden,
ob eine systematische Korrelation zwischen Hemmstoffsensitivitat  und

Reaktionsspezifitat besteht.
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6 Zukunftige weiterfiihrende Experimente

Im Rahmen dieser Arbeit taten sich einige Fragen auf, die aus zeitlichen
Grunden nicht bearbeitet werden konnten. Diesen sollte jedoch in spateren
Experimenten auf den Grund gegangen werden:

1. In der vorliegenden Arbeit wurde die Substratspezifitdt verschiedener
ALOX15-Orthologe fur Linolsaure und Arachidonsaure getestet. Bei beiden Substraten
handelt es sich um omega-6-Polyenfettsauren, die bei Sdugetieren haufig vorkommen.
Aus Zeitgrunden konnte leider nicht untersucht werden, ob andere Fettsauren, wie z.B.
die omega-3-Fettsauren, alpha-Linolensaure, Eicosapentaensaure und
Docosahexaensaure als Substrate verwendet werden und welche Produkte dabei
entstehen. Diese Untersuchungen waren vor allem deshalb von Interesse, da omega-3-
Fettsduren Substrate fur die Biosynthese antiinflammatorischer Resolvine darstellen
(132). So konnte kurzlich gezeigt werden, dass verschiedene ALOX15-Orthologe mit
einigen omega-3-Fettsauren eine ausgepragte duale Positionsspezifitat aufweisen, was
fur die Resolvinsynthese vorteilhaft sein sollte (133).

2. Die in vitro Experimente zur Lipoxinbildung haben gezeigt, dass 12-
lipoxygenierende ALOX15-Orthologe weniger Lipoxine bilden als ihre 15-
lipoxygenierenden Verwandten. Um herauszufinden, ob sich diese Ergebnisse auf die in
vivo Situation Ubertragen lassen, sollte das Ausmal} der Lipoxinsynthese im Rahmen
der Heilungsphase verschiedener muriner Entzindungsmodelle untersucht werden. Um
dabei die Rolle der verschiedenen ALOX-lIsoformen zu charakterisieren, konnten
ALOX15-, ALOX12- und ALOX5-knockout-Mause verwendet werden. Weiterhin liel3en
sich mit Hilfe der CRISPR/Cas9 Strategie knockin-Mause herstellen, die eine 15-
lipoxygenierende ALOX15 exprimieren. Bei diesen Tieren sollte nach unseren in vitro
Untersuchungen die Lipoxinsynthaseaktivitat hoher sein als bei Wildtyptieren, was zu
einer schnelleren Entzindungsheilung beitragen sollte.

3. In dieser Arbeit wurde u.a. die Orthologspezifitat verschiedener LOX-
Hemmstoffe getestet. Dabei wurde die Sensitivitat von ALOX15-Orthologen
verschiedener Saugetierspezies gegenuber verschiedener Hemmstoffen getestet.
Leider konnte aus Zeitgrunden die Paralogspezifitét nicht untersucht werden. Es bleibt
also nach wie vor unklar, ob die verschiedenen Hemmstoffe neben der humanen
ALOX15 z.B. auch die humane ALOX12 und/oder die humane ALOX15B hemmen.
Solche Untersuchungen waren vor allem deshalb von biologischem Interesse, da die
verschiedenen ALOX-Paraloge einer Spezies unterschiedliche biologische Funktionen
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haben. Bei fehlender Paralogspezifitdit eines Hemmstoffs sollten verschiedene
biologische Prozesse gehemmt werden, so dass mit einem breiten Spektrum an
Nebenwirkungen des Hemmstoffs gerechnet werden muss. Um dieses Risiko zu
minimieren, sollten vor allem ortholog- und paralog-spezifische ALOX-Hemmer fur
weitere Arzneimittelwirkungen berucksichtigt werden.

4. Aus bisher nicht geklarten Grinden war unter allen getesteten ALOX15-
Orthologen die murine ALOX15 besonders unempfindlich gegenuber den meisten der
getesteten Hemmstoffe. Ein moglicher Erklarungsansatz dafur ware, dass in der
Praparation dieses ALOX15-Orthologs hemmstoffabbauende Enzyme und/oder
hemmestoffbindende Proteine enthalten sind. Da die murine ALOX15 aber im gleichen
Expressionssystem hergestellt wurde wie die anderen Enzymorthologen, scheint diese
Erklarungsmoglichkeit eher unwahrscheinlich zu sein. Trotzdem sollte in nachfolgenden
Experimenten untersucht werden, ob der deutliche Unterschied in der Hemmeffektivitat
fast aller getesteten Standardhemmstoffe zwischen muriner und humaner ALOX15

auch fur die gereinigten Enzympraparate nachzuweisen ist.
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