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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Allgemeine Darstellung der Lipoxygenasen

Lipoxygenasen (LOXn) sind Enzyme, die in der Lage sind, ungesittigte Fettsduren unter
Einbau molekularen Sauerstoffs zu oxygenieren. Sie sind in vielen verschiedenen Organismen
verbreitet, so in Pflanzen (Liavonchanka und Feussner 2006; Andreou und Feussner 2009), Siu-
getieren (Brash 1999), einigen Meeresorganismen (Bundy 1985; Hawkins und Brash 1987) oder
auch in Bakterien (Porta und Rocha-Sosa 2001). In Hefegenomen wurden bisher keine LOX-
Sequenzen nachgewiesen. Viele verschiedene biologische Prozesse werden durch LOXn regu-
liert. So nehmen sie zum Beispiel Einfluss auf Progression und Wachstum von Karzinomen
(Ding et al. 2003a), sind aber auch in der Lage, die Tumorgenese zu unterdriicken (Bhattacharya
et al. 2009). 5-LOXn bilden Produkte, die als ,,slow-reacting substances of anaphylaxis® be-
zeichnet werden und durch ihre spasmogene Wirkung maBgeblich an der Pathogenese des
Asthma bronchiale beteiligt sind (McMillan 2001). Des Weiteren werden sie mit der Entstehung
der Atherosklerose in Verbindung gebracht (Mehrabian und Allayee 2003). Es gibt aber auch
Berichte iiber atheroprotektive Wirkungen von LOXn (Wittwer und Hersberger 2007). Ahnliche
gegenteilige Effekte wurden auch fiir die Pathogenese der Entziindungsreaktion beschrieben, wo
LOXn sowohl proinflammatorische als auch antiinflammatorische Wirkungen haben (Kiihn und
O'Donnell 2006). In den letzten Jahren gab es diverse Uberlegungen, wie durch Synthesehem-
mung der durch Lipoxygenasen gebildeten Leukotriene verschiedene Krankheitsbilder
beeinflusst werden konnen (Haeggstrom er al. 2010). Auch konnten Medikamente entwickelt
werden, die beispielsweise die 5-LOX spezifisch hemmen und somit die Symptomatik bei Pati-
enten mit Asthma bronchiale verbessern (Berger et al. 2007).

Trotz der medizinischen Bedeutung verschiedener LOX-Isoformen ist die genaue Funkti-
onsweise der Enzyme noch nicht vollig aufgeklirt. Ein Grund dafiir ist das Fehlen von Daten zur
Raumstruktur verschiedener LOX-Isoformen, wodurch man Riickschliisse auf die Enzym-
Substrat-Interaktion schlieBen kann. Dies wére auch unter phylogenetischen Gesichtspunkten
interessant, da dadurch evolutiondre Zusammenhinge geschlossen werden konnen. Fiir dieses
Verstindnis ist es daher wichtig, Modelle zu entwickeln, welche die Reaktionsspezifitit der Li-
poxygenasen beschreibbar machen. Einer dieser Erkldrungsansitze ist das ,,Triadenkonzept*

(Borngriber et al. 1999).
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1.1.1. Funktionsweise der Lipoxygenasen

1.1.1.1. Reaktionsmechanismus der Lipoxygenasen

Lipoxygenasen sind Dioxygenasen, die die stereospezifische Peroxidation von mehrfach
ungesittigten Fettsduren katalysieren. Fiir diese Reaktion tragen sie ein nicht Him-gebundenes
Eisen im aktiven Zentrum (Brash 1999; Ivanov et al. 2010). Die Oxygenierung durch Lipoxyge-
nasen besteht im Wesentlichen aus vier Schritten: der Wasserstoffabstraktion, der
Radikalumlagerung, der Sauerstoffinsertion und der Reduktion des Peroxydradikals (Abb. 1.1.).
Bevor diese Schritte ablaufen konnen, muss das Enzym durch die Oxidation des Eisens in die
Form eines Fe(IIl) aktiviert werden. Dies geschieht u. a. durch Hydroperoxyfettsduren, was als

Autokatalyse bezeichnet wird (Yamamoto 1989).

Fe(ll)

Aktivierung
HOO

%,

m Autokatalyse /_W
H,C-R "v,H R-COOH [— H,C-R* i R-COOH

Wasserstoff-

Form durch Hydroperoxyfettsduren.

abstraktion reduktion
Fe(ll) Fe(ll) ©%.
7T N N NN
H,C-R’ *", R-COOH H,C-R" N R-COOH
H H
Radikal- Sauerstoff-
umlagerung insertion
Fe(ll)
Je2 2
H,C-R* \H R-COOH

Abb. 1.1.: Reaktionsmechanismus der Lipoxygenase-Reaktion. Die Abbildung zeigt die vier grundle-
genden Reaktionsschritte der Lipoxygenase-Reaktion bestehend aus der Wasserstoffabstraktion, der
Radikalumlagerung, dem Einbau molekularen Sauerstoffs und der Radikalreduktion. Dem katalytischen
Zyklus vorgelagert ist die Aktivierung des enzymgebundenen Eisens in seine katalytisch aktive Fe(III)-

Radikal-
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Wasserstoffabstraktion

Die Wasserstoffabstraktion erfolgt von einer doppelallylstindigen Methylengruppe des
Substrats. Ist dies Arachidonsiure, so stehen dafiir drei pro-chirale Kohlenstoffatome zur Verfii-
gung (am C7, C10 und C13). Das Wasserstoffatom wird dabei regio- und stereospezifisch
abstrahiert. Die Lage des Substrats in der Bindungstasche des Enzyms bestimmt dabei die Struk-
tur des gebildeten Produktes. Die Wasserstoffabstraktion ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Lipoxygenasekatalyse, was sowohl fiir die Sojabohnen-LOX-1 (Glickman und
Klinman 1995), als auch fiir die humane 12/15-LOX (Wecksler et al. 2009) gezeigt werden
konnte. Das Wasserstoffatom wird als Proton und als Elektron abstrahiert, wobei das frei wer-

dende Elektron das Enzymeisen in seine Fe(Il)-Form reduziert.

Radikalumlagerung

Im zweiten Schritt des Reaktionszyklus erfolgt die Umlagerung des radikalischen Elekt-
rons. Dies geschieht entweder in Richtung der Methylgruppe [+2], oder in Richtung der
Carboxylgruppe [-2] des Substrats, d. h. der Gipfel der Elektronendichte wandert jeweils 2 C-
Atome von der doppelallylstindigen Methylengruppe weiter (Ivanov et al. 2010). Diese Ver-
schiebung erfolgt bei den meisten LOXn nur in eine Richtung. Es ist aber bisher noch ungeklirt,
wodurch die Verschiebung kontrolliert wird. Nach der Umlagerung entsteht, unabhéngig von der
Richtung der Verschiebung, ein konjugiertes Dien mit einem Lichtabsorptionsmaximum bei 235

nm.

Sauerstoffinsertion

Die Insertion von molekularem Sauerstoff erfolgt ebenfalls stereospezifisch. Dies ge-
schieht antarafacial, d.h. von jener Seite der Doppelbindungsebene, die der
Wasserstoffabstraktion gegeniiberliegt. Wie der Sauerstoff in die Nédhe des aktiven Zentrums
gelangt, wird nach wie vor kontrovers diskutiert. Dafiir werden verschiedene Moglichkeiten be-
schrieben: 1) separater Sauerstofftunnel, ii) Sauerstoffbindungstasche, iii) Stabilisierung des
Fettsidureradikals in einer bestimmten Konformation. Eine Kombination der unterschiedlichen

Moglichkeiten kann dabei nicht ausgeschlossen werden (Schneider et al. 2007).

Reduktion des Peroxydradikals

Das durch die Sauerstoffinsertion entstandene Peroxydradikal wird im letzten Schritt der
Katalyse durch ein Elektron vom Eisen reduziert. Das Eisen selbst wird dabei in seine Fe(III)-

Form oxidiert und steht somit einem neuen Katalysezyklus zur Verfiigung. Durch die Aufnahme
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eines Protons entsteht aus dem zwischenzeitlich gebildeten Peroxydanion eine Hydroperoxyfett-

sdure, welche das Endprodukt der Lipoxygenasereaktion darstellt.

1.1.2. Vorkommen und Nomenklatur

Die Verbreitung der Lipoxygenase erstreckt sich iiber eine grole Anzahl von Spezies. Die
erste LOX wurden in den 1930er Jahren in Sojabohnen entdeckt (Andre und Hou 1932). Einige
Jahre spiter konnte dieses Enzym isoliert und charakterisiert werden (Theorell et al. 1947).
Knapp 30 Jahre spiter konnten die ersten tierischen Lipoxygenasen in menschlichen Thrombo-
zyten und Kaninchenretikulozyten nachgewiesen werden (Hamberg und Samuelsson 1974;
Schewe et al. 1975). Uber die nichsten Jahrzehnte wurden in vielen weiteren Pflanzenarten Li-
poxygenasen entdeckt (Liavonchanka und Feussner 2006; Andreou und Feussner 2009). Aber
auch in verschiedenen Tierarten und Geweben konnten Lipoxygenasen nachgewiesen werden.
So wurde beispielsweise die Expression im Lungen- und Trachealgewebe von Mensch und Rind
beschrieben (Hansbrough et al. 1990; Shannon et al. 1991), aber auch der Nachweis in poly-
morphkernigen und eosinophilen Leukozyten erbracht (Soberman ez al. 1985; Sigal et al. 1988).
Auch in Bakterien (Porta und Rocha-Sosa 2001) und Pilzen (Oliw 2002) konnten Enzyme als
Lipoxygenase identifiziert werden. Allerdings besteht ein generelles Problem bei der Benennung
der Lipoxygenasen. Tierische Lipoxygenasen werden beziiglich ihrer Positionsspezifitit der Ara-
chidonsédureoxidation als 5-LOX, 8-LOX, 11-LOX, 12-LOX oder 15-LOX eingeteilt. Dies ist
allerdings bei nicht tierischen Lipoxygenasen ungiinstig, da diese oft ein anderes Substrat, z. B.
Linolsdure, verwenden, wodurch Veridnderungen in der Positionsspezifitit entstehen. Pflanzliche
Lipoxygenasen werden hingegen nach der Pflanze ihrer Entdeckung benannt und die Sojaboh-
nen-Lipoxygenasen L-1, L-2 und L-3 wurden in der Reihenfolge ihrer Entdeckung
durchnummeriert. Des Weiteren findet man oft mehr als eine Lipoxygenase in derselben Spezies.
Somit werden Lipoxygenasen, welche die gleiche Positionsspezifitit besitzen, zusitzlich beziig-
lich des Gewebes, in welchem sie entdeckt wurden, benannt (z. B. Plittchen-Typ 12-LOX,
Leukozyten-Typ 12-LOX, Epidermis-Typ 12-LOX, etc.) (Yamamoto et al. 1997). Weiterhin ist
eine Klassifizierung nach der Stereospezifitit der Oxygenierungsprodukte sinnvoll (z. B. 12S-
LOX oder 12R-LOX). Die steigende Anzahl an neu sequenzierten Genomen hilft dabei, weitere
Lipoxygenasen zu identifizieren. Allerdings wird die Benennung dadurch behindert, dass Se-
quenzen mit hohem Homologiegrad nicht zwangsliufig dieselbe Positionsspezifitit besitzen und
eine funktionsbasierte Nomenklatur aus der Primérstruktur schwer ableitbar ist. Daher ist es

wichtig, durch die Expression von LOX-Genen die Positionsspezifitdt zu kldren, um daraus
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Riickschliisse auf Determinanten der Primérsequenz schlieen zu konnen. Dies konnte zur Ent-

wicklung einer sequenzbasierten Nomenklatur beitragen.

1.1.3. Biologische Bedeutung der Lipoxygenasen

Lipoxygenasen greifen in den Organismen, in denen sie vorkommen, in viele verschiedene
biologische Prozesse ein. Im Folgenden soll speziell die Bedeutung der tierischen Lipoxygena-
sen betrachtet und die wichtigsten physiologischen sowie pathophysiologischen Vorginge
beleuchtet werden. Fiir die biologische Bedeutung der pflanzlichen Lipoxygenasen wird auf ei-
nige Ubersichtsartikel verwiesen (Feussner und Wasternack 2002; Porta und Rocha-Sosa 2002;

Hu et al. 2009).

1.1.3.1. Entziindung und Asthma bronchiale

Lipoxygenasen sind entscheidend in das Gleichgewicht zwischen Entstehung und Heilung
entziindlicher Prozesse eingebunden. Um zu verstehen, auf welche Art und Weise Lipoxygena-
sen wirken, muss man die aus ihnen entstehenden Metaboliten und die von ihnen ausgelosten

Signalkaskaden betrachten (Abb. 1.2.).
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Abb. 1.2.: Lipoxygenaseweg der Arachidonsdurekaskade. Die Abbildung zeigt ein vereinfach-
tes Schema des Arachidonsduremetabolismus iiber den Lipoxygenaseweg. Die Verstoffwechselung
durch Cyclooxygenasen und Cytochrom-P450-abhéingige Monooxygenasen wurde nicht darge-
stellt. Lipoxygenasen sind sowohl an der Bildung proinflammatorischer Leukotriene (LT), als auch
antiinflammatorischer Lipoxine (LX) beteiligt.
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S-Lipoxygenasen bilden aus Arachidonsdure 5-H(P)ETE, welches iiber die Leukotrien-Ay-
Synthaseaktivitit des Enzyms in das Intermediat Leukotrien A4 umgewandelt wird (Rouzer et al.
1986). LTA, ist Vorstufe fiir eine Reihe weiterer Leukotriene (Funk 2001). Die Umwandlung der
Arachidonsdure durch 12-LOXn und 15-LOXn fiihrt zur Bildung von 12-H(P)ETE bzw. 15-
H(P)ETE. Glutathionperoxidasen reduzieren anschlieend die gebildeten Hydroperoxyfettsdauren
in ihre Hydroxyverbindungen (Kiihn und Borchert 2002), die ebenfalls biologische Wirkungen
entfalten konnen. Durch die Katalyse der 12/15-LOX kann das Zwischenprodukt 14,15-LTA4 in
das antiinflamatorisch wirkende Lipoxin A4 umgewandelt werden (Levy et al. 2001), was auch
durch die Thrombozyten-12-LOX moglich ist (Serhan 2005; Ryan und Godson 2010). Die iiber
den 5-LOX-Signalweg entstandenen Leukotriene bilden eine Gruppe von proinflammatorischen
Stoffen, die auch als ,,slow-reacting substances of anaphylaxis bezeichnet werden (Samuelsson
1983). Cysteinylleukotriene spielen eine Schliisselrolle in der Pathogenese des Asthmas
(Duroudier et al. 2009). Sie bewirken eine Konstriktion der glatten Muskulatur (Drazen 1988)
und erhohen die Gefdllpermeabilitit durch Relaxation vaskuldrer Muskelzellen (Walch et al.
2000). Weiterhin kommt es zu einem Umbau der Atemwege, was sich in einer Vermehrung der
Becherzellen mit konsekutiv erhohter Schleimproduktion, Neoangiogene und fibrotischem Um-
bau duBert (Holgate et al. 2003). Auch fiir 15-HETE werden dhnliche Wirkungen beschrieben, in
dem es zur Bronchokonstriktion fithrt und die Ausbildung eines Gewebeddems induziert (Nasser
und Lee 2002). Die proinflammatorischen Effekte der Leukotriene werden auch durch ihre Wir-
kung auf Abwehrzellen erkliart. So bewirkt LTB4 die Adhédsion von polymorphnukledren
Granulozyten am Endothel (Gimbrone et al. 1984) und fordert deren Transmigration durch die
GefiaBwand (Nohgawa et al. 1997). Den proinflammatorischen Metaboliten aus dem 5-LOX-
Signalweg stehen die antiinflammatorischen Lipoxine gegeniiber. Sie entstehen durch eine inter-
zellulare Wechselwirkung und ihre Bildung wird mit dem Beginn der Entziindung initiiert
(Serhan und Savill 2005; Maderna und Godson 2009). Sie induzieren eine Hemmung der
neutrophilen Chemotaxis und Transmigration (Lee et al. 1989; Serhan et al. 1995) und bewirken
eine Verminderung der Gefdpermeabilitit (Takano et al. 1998). Des Weiteren stimulieren sie
die Migration von Monozyten (Maddox und Serhan 1996) und fordern somit den Abbau apopto-
tischer Granulozyten durch Makrophagen, die als Monozyten eingewandert sind (Godson et al.
2000). Auch ein fibrotischer Umbau des Gewebes wird durch Lipoxine gehemmt (Rodgers et al.
2005). Durch ihre antiinflammatorische Wirkung sind sie daran beteiligt, die Anlockung von
Granulozyten zu stoppen und somit eine Forderung der Wundheilung einzuleiten (Fierro und

Serhan 2001).
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1.1.3.2. Atherosklerose

Atherosklerose ist eine Erkrankung, die entscheidend zur Pathogenese von Myokardinfark-
ten, cerebralen Insulten und zur peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) beitrigt. Die
friihen Lésionen der Atherosklerose beruhen auf einer subendothelialen Akkumulation von
Makrophagen, die exzessiv Cholesterolester angereichert haben (Schaumzellen). Diese entstehen
durch eine unkontrollierte Aufnahme von modifiziertem Low Density Lipoprotein (LDL) iiber
Scavenger-Rezeptoren (Henriksen ef al. 1981). Im weiteren Verlauf kommt es zur Ansammlung
von fettreichen nekrotischen Ablagerungen und glatten Muskelzellen und einer fortschreitenden
Kalzifizierung (Lusis 2000). Diverse Untersuchungen haben ergeben, dass in diesen atheroskle-
rotischen Lidsionen Lipoxygenaseprodukte und 15-LOX-1-Protein nachweisbar waren, die
zeitlich mit der Lipidablagerung zusammenhingen (Kiihn et al. 1994). Ausgehend von der Hypo-
these der oxidativen Verdnderung ist die Oxidation von LDL ein entscheidender Punkt bei der
Entwicklung der Atherosklerose (Chisolm und Steinberg 2000). 12/15-LOXn konnten bei die-
sem Prozess eine Rolle spielen. Sie sind in der Lage, Lipoproteine zu oxidieren. Fiir Knock-Out-
Miuse wurde gezeigt, dass die Menge an atherosklerotischen Plaques abnimmt, wenn man das
Gen fiir die 12/15-LOX ausschaltet (Cyrus et al. 2001; George et al. 2001). Bei einer endo-
thelspezifischen Uberexpression der 12/15-Lipoxygenase stieg der Anteil atherosklerotischer
Plaques signifikant an (Harats ef al. 2000). Die Atherosklerose wird auch als ein entziindlicher
Prozess beschrieben (Libby 2002). In diesem Zusammenhang lie} sich die Expression von 5-
LOXn in atherosklerotischen Lédsionen nachweisen (Funk 2001; Spanbroek et al. 2003). Die Ini-
tilerung der Atherosklerose beginnt mit dem Einwandern von Monozyten und der 5-LOX-
Signalweg scheint in diesen Vorgang entscheidend mit einzugreifen, indem er die Expression
von Adhédsionsmolekiilen induziert und iiber die Bildung von Leukotrienen die monozytire
Chemotaxis und Transmigration stimuliert (Mehrabian und Allayee 2003). High Density Li-
poprotein (HDL) besitzt anti-atherogene Eigenschaften, da es fiir den reversen
Cholesteroltransport verantwortlich ist (Assmann und Nofer 2003). Durch 12/15-LOX-
katalysierte Oxidation von HDL veriandern sich die HDL-Eigenschaften, so dass sie pro-
atherogen wirken (Pirillo et al. 2008). Andererseits muss erwihnt werden, dass bei Untersuchun-
gen von transgenen und Knock-Out-Miusen die 12/15-LOX-Expression einen anti-atherogenen
Effekt zeigte (Merched et al. 2008). Diese Daten bestitigen fritheren Untersuchungen an Kanin-
chen, in denen ebenfalls ein protektiver Einfluss der 12/15-LOX gezeigt werden konnte (Trebus
et al. 2002). Lipoxygenasen zeigen demnach sowohl Effekte, die eine Atherosklerose induzieren

und vorantreiben, konnen aber gleichzeitig deren Progression einddmmen.
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1.1.3.3. Kanzerogenese

LOXn sind an der Pathogenese von Tumorerkrankungen beteiligt. Auch hier haben die En-
zyme sowohl die Fahigkeit, das Wachstum von Tumoren zu fordern, aber auch dieses zu
unterdriicken. Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass man bestimmten LOX-Isoformen eher
einen karzinogenen Einfluss und anderen Isoformen einen protektiven Einfluss zuordnen kann
(Pidgeon et al. 2007). Andererseits ist die Wirkung der LOX-Isoformen oft auch gewebeabhin-
gig. Eine Uberexpression der 12-LOX und 12/15-LOX-1 in Prostatakrebszellen stimulierte die
Angiogenese und das Tumorwachstum, was auf eine pro-kanzerogene Rolle beider Isoformen
bei Prostatakarzinomen hindeutet (Nie et al. 1998; Kelavkar et al. 2001). Daneben kommt es zu
einem Verlust der 15-LOX-2-Expression wihrend der Initiierung des Tumorwachstums, was auf
eine anti-kanzerogene Wirkung dieses Enzyms hindeutet (Shappell et al. 1999). Die Expression
der 15-LOX-2 korreliert signifikant mit dem Grad der Differenzierung der Tumorzellen (Jack et
al. 2000) und 15S-HETE scheint die Proliferation von Prostatakrebs-Zellen zu hemmen
(Shappell et al. 2001). Des Weiteren wird durch die 15-LOX-2 die Angiogenese und das Tu-
morwachstum gehemmt (Tang ef al. 2009). Bei Karzinomen des Kolons wird der 12/15-LOX-1
hingegen ein tendenziell anti-karzinogener Effekt zugeschrieben (Bhattacharya et al. 2009). Die
Behandlung  von  Kolonkarzinomzellen mit dem  15-LOX-1-Metaboliten  13S-
Hydroxyoctadecadiensiure (13S-HODE) und auch die Uberexpression der 12/15-LOX-1 in
Mausen, unterdriickte das Tumorwachstum (Nixon et al. 2004). 5-Lipoxygenasen scheinen da-
gegen das Wachstum von Kolonkarzinomen zu fordern. Bei immunhistochemischen
Untersuchungen zeigte sich eine erhohte Expression dieses Enzyms in adenomatdsen Polypen
und Karzinomen. Diese Erhéhung war in gesundem Mukosagewebe nicht nachweisbar. Durch
Blockade der 5-LOX lie sich eine konzentrationsabhingige Hemmung der Tumorzellprolifera-
tion zeigen (Melstrom et al. 2008). Dabei konnte auch eine Korrelation zwischen 5-LOX-
Expression und Differenzierungsgrad bzw. Grofe des Tumors nachgewiesen werden
(Wasilewicz et al. 2010). In Pankreaskarzinomen zeigt die 5-LOX ebenfalls eine stirkere Ex-
pression verglichen mit gesundem Pankreasgewebe (Hennig et al. 2005). Des Weiteren scheint
sie das Wachstum von Pankreastumoren durch Aktivierung verschiedener Signalwege, welche
die Zellproliferation aktivieren, zu fordern (Ding et al. 2003b). Auch die 12-LOX greift iiber die
Aktivierung von Tyrosinkinasen proliferativ in das Wachstum von Pankreaskarzinomen ein
(Ding et al. 2001). Eine allgemein giiltige Einteilung in pro-karzinogene und anti-karzinogene
Lipoxygenasen ist derzeit jedoch nicht moglich. 5S-HETE, 12-HETE und 13-HODE finden sich
vermehrt in karzinomatdosem Gewebe. 8-HETE und 15-HETE scheinen hingegen Zelldifferen-

zierung und Zellwachstums zu regulieren (Pidgeon et al. 2007; Moreno 2009).
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1.1.3.4. Weitere Funktionen

Neben der oben genannten Bedeutung von LOXn in Inflammation, Atherogenese und
Kanzerogenese, besitzen sie noch eine Reihe weiterer Funktionen. Die 12/15-LOX scheint bei
der Spermatogenese eine Rolle zu spielen. So zeigten Méuse, denen das Alox15-Gen ausgeschal-
tet wurde, eine fehlerhafte Spermatogenese mit verdnderter Struktur und morphologischen
Abnormalitdten in den Spermatozoen (Moore et al. 2010). Im Auge tragen Lipoxygenasen auf
vielfiltige Weise zur Wundheilung bei. Die 12/15-LOX ist dabei entscheidend an der Reepitheli-
sierung der Cornea beteiligt, unter anderem durch die Produktion von LXA4 (Gronert et al.
2005). Die mukozillidre Differenzierung von humanen Nasenepithelien scheint durch die Ex-
pression der 12/15-LOX beeinflusst zu sein (Kim et al. 2005). In der Haut tragen die 12R-LOX
und die Epidermistyp-LOX (eLOX-3) zu Differenzierung der Keratinozyten und Adipozyten bei
und sind somit auch entscheidend in der Ausbildung der epidermalen Barriere involviert
(Fiirstenberger et al. 2007). Miusen, bei denen das 12R-LOX-Gen (Alox12b) ausgeschaltet wur-
de, starben kurze Zeit nach der Geburt aufgrund schwerer Dehydratation (Epp et al. 2007). Der
12-LOX/eLOX-3-Signalweg scheint des Weiteren mit der Entstehung der kongenitalen Ichthyo-
sis zusammen zu hingen (Jobard ef al. 2002; Eckl et al. 2005).

1.2. Struktur der Lipoxygenasen

1.2.1. Kristall- und Primérstruktur von Lipoxygenasen

Lipoxygenasen bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette, die sich N-terminal in eine 3-
Faltblatt-Doméne und C-terminal in eine a-helikale Domine aufteilt. Dabei zeigen die Lipoxy-
genasen unterschiedliche Léangen in ihrer Aminosduresequenz. Die Sojabohnen-LOX-1
beispielsweise besteht aus insgesamt 839 Aminosduren. Diese Lipoxygenase war auch die erste,
die kristallisiert und deren Raumstruktur aufgekldrt werden konnte (Boyington et al. 1993). We-
nige Jahre spiter konnte die urspriingliche Auflosung von 2,6 A auf 1,4 A verbessert werden
(Minor et al. 1996). Ihre B-Faltblattdomine setzt sich dabei aus 146 Aminosduren zusammen,
wihrend die C-terminale katalytische Doméne aus 693 Aminosduren besteht. Im Jahr 1997
konnte die erste und bisher auch einzige tierische Lipoxygenase strukturell aufgelost werden. Im
Komplex mit dem Lipoxygenase-Inhibitor RS7, wurde die 12/15-LOX des Kaninchens darge-
stellt (Gillmor et al. 1997). Die Sequenz dieser Lipoxygenase besteht allerdings nur aus 663
Aminosiduren, d. h. das Enzym der Sojabohne ist wesentlich grofer, als das des Kaninchens. Ge-
nerell variieren die Primdrstrukturen tierischer Lipoxygenasen zwischen 662 und 711

Aminosduren, womit sie etwa um ca. 200 Aminosduren kiirzer sind als pflanzliche Enzyme.
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Kiirzlich konnte, neben der Struktur der Sojabohnen- und Kaninchen-LOX, die Struktur einer
8R-Korallen-LOX (Plexaura homomalla) vollstindig aufgeklirt werden (Oldham er al. 2005;
Neau et al. 2009). Diese zeigt zu etwa 40 % eine Sequenzhomologie mit der tierischen 5-LOX
und ist in ihrer zylindrischen Form vergleichbar mit der 12/15-LOX des Kaninchens. Die Soja-
bohnen-LOX-1 zeigt hingegen eine breitere, ellipsoide Form und wirkt dadurch auch

volumindser als die anderen beiden LOX-Isoformen (Abb. 1.3.).

Sojabohnen LOX1 Kaninchen 12/15-LOX Korallen 8R-LOX
(offene Form)

Abb. 1.3.: Schematische Darstellung unterschiedlicher LOX-Isoformen. Dargestellt ist die dreidi-
mensionale Struktur der Sojabohnen-LOX-1, der Kaninchen-12/15-LOX und der Korallen 8R-LOX.
Alle Isoformen zeigen die deutliche Unterteilung in eine N-terminale B-Faltblattdoméne und eine C-
terminale a-helikale Domine. Die B-Faltblattstrukturen sind hier gelb, die a-helikalen Strukturen sind
violett dargestellt. Das Nicht-Hdm-Eisen im aktiven Zentrum ist rot hervorgehoben. Die Grafiken wur-
den mit Hilfe des Programms VMD erstellt (Russell und Barton 1992; Humphrey et al. 1996).

1.2.2. Die N-terminale Domiine von Lipoxygenasen

Derzeitig verfiigbare Rontgenstrukturanalysen von LOX-Isoformen zeigen eine vorwie-
gende [-Faltblattstruktur in der N-terminalen Domine. Bei der 12/15-LOX des Kaninchens
besteht diese Doméne etwa aus den ersten 115 Aminosduren und zeigt zu 23 % eine Sequenz-
homologie zur C-terminalen B-Faltblattstruktur tierischer Lipasen (Winkler et al. 1990). Sie
scheint in diesem Zusammenhang fiir die Bindung an Lipoproteinen und Biomembranen eine
Rolle zu spielen (Gillmor et al. 1997). Obwohl die N-terminale Doméne der Sojabohnen-LOX-1
grofer ist (146 Aminosduren) und mit 11 % eine geringere Sequenzhomologie zur Kaninchen-
LOX besitzt, ist ihre Gesamtstruktur sehr dhnlich (Abb. 1.3.). C-terminale und N-terminale Do-
mine der Kaninchen-LOX sind iiber eine etwa 1600 A? grofe Kontaktfliche mit einander

verbunden. Diese Kontaktfliche betrdgt bei der Sojabohnen-LOX-1 2600 A? und lisst eine stir-
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kere Bindung zwischen den beiden Doménen vermuten (Gillmor et al. 1997). Die Entfernung der
N-terminalen Doméne durch ortsgerichtete Mutagenese bei der Kaninchen-12/15-LOX fiihrte zu
einem Enzym mit reduzierter katalytischer Aktivitit (Walther et al. 2002). Sie zeigte auch ver-
ringerte Bindung an Biomembranen. Dies konnte auch fiir andere pflanzliche und tierische
Lipoxygenasen gezeigt werden (Tatulian ef al. 1998; May et al. 2000). Fiir die 5-LOX scheint
die N-terminale Domiine essentiell bei der Translokation in die Kernmembran zu sein (Chen und
Funk 2001). Eine Ca’*-bindende Region in der B-Faltblattdomine beeinflusst dabei die Mem-
branbindung und auch die Enzymaktivitit (Hammarberg et al. 2000). Mutationen an oberfla-
chenexponierten Tryptophanen in dieser Ca**-bindenden Region fiihrten zu einer verinderten
Membranbindung (Kulkarni er al. 2002), was ebenfalls durch Experimente an der 8R-Korallen-
LOX gezeigt werden konnte (Oldham et al. 2005). Bei der 12/15-LOX des Kaninchens bewirkt
Calcium eine verbesserte Bindung und auch die Oxidaseaktivitit wird verstiarkt (Brinckmann et
al. 1998). Allerdings scheinen keine spezifischen Ca”*-bindenden Aminosiuren in diesen Pro-

zess involviert zu sein (Walther ef al. 2004).

1.2.3. Die C-terminale Domiine von Lipoxygenasen

Die C-terminale Domine enthilt das katalytisch aktive Nicht-Hdam-Eisen und die hydro-
phobe Substratbindungstasche (Abb. 1.4.). Sie besteht vorwiegend aus a-Helices, welche parallel
bzw. antiparallel zueinander angeordnet sind (Abb. 1.3.). Die katalytische Doméne der Kanin-
chen-12/15-LOX besteht aus 21 Helices, die durch eine kleine [-Faltblattunterdomine
unterbrochen werden (Gillmor et al. 1997). Das entsprechende Strukturmotiv der Sojabohnen-
LOX-1 besteht aus 20 Helices, von denen sich die langeren um die zentrale Helix 9 anordnen
(Boyington et al. 1993). Dagegen besitzt die katalytische Doméne der 8R-Korallen-LOX 23 He-
lices (Neau er al. 2009). Das katalytische Nicht-Hdm-Eisen von LOX-Isoformen ist 6fach
ligandiert. Bei der Kaninchen-12/15-LOX fungieren die Histidine His-361, His-366, His-541 und
His-545 als direkte Eisenliganden. Das C-terminale Isoleucin, welches in den meisten Lipoxyge-
nasen konserviert ist, bildet den fiinften Proteineisenliganden. Als sechster Eisenligand wurde
ein Wassermolekiil bzw. ein Hydroxylion identifiziert (Minor et al. 1996; Kuban et al. 1998).
Die katalytische Doméne der Kaninchen-12/15-LOX verédndert ihre Struktur in Abhéngigkeit
von der Ligandenbindung am aktiven Zentrum. Ist ein Ligand gebunden, so fiihrt dies zu einer
kondensierten (geschlossenen) Form, bei der die Helix 2 sich um etwa 12 A verschiebt und den
Eingang in die Substratbindungstasche versperrt. Dieser ist im nicht-ligandierten Zustand offen
(entspannte Form) (Choi et al. 2008). Gleichzeitig verschiebt sich eine Helix am aktiven Zen-

trum, um Raum fiir den bindenden Liganden zu schaffen.
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Abb. 1.4.: Darstellung der Substratbindungstasche der 12/15-LOX des Kaninchens. Die Ab-
bildung stellt die schematische dreidimensionale Struktur der Kaninchen-12/15-LOX mit der N-
terminalen Doméne (gelb) und der katalytischen C-terminalen Domine (grau) dar. Die Substrat-
bindungstasche (blaugrau) besitzt eine Stiefelform, welche in der Nihe des aktiven Eisens (rot)
eine Biegung macht. Der Eingang (Pfeil) ist von der Proteinoberfliche aus erreichbar. Des Weite-
ren sind die Determinanten des ,,Triadenkonzeptes* (siehe 1.2.5.) farblich hervorgehoben. Die
Grafik wurde mit Hilfe des Programms VMD erstellt (Russell und Barton 1992; Humphrey et al.
1996).

1.2.4. Substratbindungstasche

Innerhalb der C-terminalen Domiine liegt die Substratbindungstasche, welche von der Pro-
teinoberflache aus erreichbar ist (Abb. 1.4.). Sie wird vorrangig aus Aminosduren mit
hydrophoben Seitenketten gebildet. Fiir die Kaninchen-12/15-LOX wird der Boden der Bin-
dungstasche durch die Aminosduren Phe-353, Ile-418, Met-419 und Ile-593 gebildet. In der
Niéhe des Nicht-Him-Eisens macht die Substratbindungstasche eine Biegung, wodurch sie eine
Stiefelform annimmt. Sie erstreckt sich bis zur Proteinoberfliche, wo sich das Arginin 403 be-
findet. Es wird angenommen, dass die Guanidinogruppe des Arg-403 mit der Carboxylgruppe
der Arachidonséure interagiert (Gillmor et al. 1997). Die Kristallstruktur der 8R-Korallen-LOX
zeigt zwei miteinander verbundene Hohlrdume, die einen U-formigen Kanal bilden (Neau et al.
2009). Dieser konnte es ermoglichen, dass das Substrat von zwei verschiedenen Seiten in die

Nihe des aktiven Zentrums gelangt. An beiden Eingédngen dieses Kanals befindet sich ein Argi-
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nin (Arg-183 und Arg-429), deren funktionelle Rolle bei der Substratbindung bisher jedoch noch

nicht untersucht wurde.

1.2.5. Strukturelle Grundlagen der Reaktionsspezifitit

Es liegen unterschiedliche Uberlegungen dazu vor, wie Fettsduren in der Substratbindungs-
tasche von LOXn gebunden werden. Ein Modell, welches eine einfache Erkldarung fiir die
Reaktionsspezifitit der 12/15-LOX bietet, ist das erstmals am Kaninchenenzym beschriebene
,» Iriadenkonzept® (Borngriber et al. 1999). Bei diesem bilden drei kritische Aminosduren (Phe-
353, Tle-418 und Ile-593) den Boden der Bindungstasche und sollten damit iiber die Reakti-
onsspezifitit entscheiden (Abb. 1.5.). Das Konzept geht davon aus, dass eine mehrfach
ungesittigte Fettsdure mit dem Methylende voran in die Bindungstasche eindringt und deren
Carboxylgruppe mit dem Arg-403 auf der Proteinoberfliche interagiert. Durch ortsgerichtete
Mutagenese an diesen Determinanten konnte ein Zusammenhang zwischen dem Volumen der
Bindungstasche und dem Ort des Sauerstoffeinbaus in der Fettsdaurekette hergestellt werden.
Waurden die kritischen Determinanten mit Aminosiduren besetzt, die kleine Seitenketten besitzen,
wurde das Volumen der Bindungstasche vergroBert, was zur Folge hatte, dass das Substrat tiefer
eindringen konnte. Dadurch riickte das C13 weiter vom Eisen weg, wihrend das C10 dichter an
das Eisen heran gelangte. Diese sterische Konstellation bevorzugte eine Fettsdureoxidation am
C12. Umgekehrt fiihrte eine VergroBBerung der Seitenketten und einer dadurch bedingten Ver-
kleinerung der Bindungstasche zu einer vorrangigen Oxygenierung am C15. Bereits Anfang der
90er Jahre konnte gezeigt werden, dass die Einfithrung einer kleinen Aminoséure bei Ile-417 der
humanen 12/15-LOX die 12-Lipoxygenierung bevorzugte (Sloane et al. 1991; Sloane et al.
1995). Weitere Mutagenesestudien an der humanen 12/15-LOX (Vogel et al. 2010), der Kanin-
chen-12/15-LOX (Borngriber et al. 1996; 1999) und der 12/15-LOX des Schweins (Suzuki et al.
1994) bestitigen dieses Konzept. Es folgt dabei einer Volumenhypothese (Abb. 1.6.), nach der
die Grole der Substratbindungstasche fiir die Reaktionsspezifitit der Lipoxygenase bedeutsam
ist (Gillmor et al. 1997; Browner et al. 1998). Modellrechnungen haben gezeigt, dass die Bin-
dungstasche der 5-LOX um etwa 20 % groBer ist als die der 12/15-LOX (Gillmor et al. 1997).
Mutageneseuntersuchungen an der humanen 5-LOX, bei denen die kritischen Aminoséduren des
Triadenmodells durch Aminosduren mit groleren Seitenresten ersetzt wurden, fithrten zu einem
Enzym, welches hauptsichlich 15-HETE bildete (Schwarz et al. 2001). Dieses Ergebnis war mit
der Annahme einer Verkleinerung des Bindungstaschenvolumens vereinbar, wodurch das C13 in
die Ndhe des aktiven Eisens gedridngt wurde. Ein Problem stellt die Tatsache dar, dass bei 5-

LOXn die Wasserstoffabstraktion und der Einbau des molekularen Sauerstoffs von der gegenii-
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berliegenden Seite erfolgen, also in [-2]-Richtung. Demnach miisste das Produkt der 5-LOX eine
R-Konfiguration aufweisen. Die Erklidrung, dass es als S-konfiguriert benannt wird, geht aus der

Priorititenregel nach Cahn-Ingold-Prelog hervor (Cahn et al. 1966).

lle-593
Ala-593

\

Ala-418

Phe-353

Abb. 1.5.: Das Triadenkonzept der Reaktionsspezifitit von 12/15-LOXn. Die Abbildung zeigt
die Wechselwirkung zwischen GroBe der Bindungstasche und Reaktionsspezifitit. (A) Arachidon-
sdure (orange) wurde in die Substratbindungstasche der 12/15-LOX hineinmoduliert. Demnach
gelangt das C13 in die Nihe des Nicht-Ham-Eisens und es ist die Sauerstoffinsertion am C15 mog-
lich. (B) Durch Verkleinerung der Aminosaurereste ist ein tieferes Eindringen der Arachidonsiure
in die Bindungstasche moglich, wodurch das C10 in die Néhe des katalytischen Eisens gelangt.
Demnach wire eine Sauerstoffinsertion am C12 moglich (12-LOX). Die Grafik wurde mit Hilfe
des Programms VMD erstellt (Humphrey et al. 1996).

Aus diesem Grund wurde eine weitere Hypothese aufgestellt, nach der das Substrat in um-
gekehrter Orientierung (Orientierungshypothese), also mit der Carboxylgruppe voran in die
Bindungstasche eindringt (Prigge et al. 1998). Diese Substratbindung wiirde die Stereochemie
der Produktbildung erklidren, ist jedoch aus thermodynamischen Griinden problematisch
(Browner et al. 1998). Die Einfiihrung einer polaren Carboxylgruppe in die hydrophobe Umge-

bung der Substratbindungstasche miisste eine hohe Energiebarriere aufweisen.
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CH,

Abb. 1.6.: Volumenhypothese und Orientierungshypothese als Erklirung fiir die Reaktionsspe-
zifitit von Lipoxygenasen. Die Reaktionsspezifitit kann mit Hilfe der Volumenhypothese wie folgt
erkliart werden. (A) Das begrenzte Volumen der Bindungstasche von 15-LOXn ldsst die Arachidon-
sdure nur so weit eindringen, dass das C13 in die Néahe des Wasserstoff-abstrahierenden Eisens
gelangt. Ein Einbau molekularen Sauerstoffs am C15 wire die Folge. (B) VergroBert sich das Volu-
men, so dass das C10 in die Nihe des Eisens gelangt, ist eine Sauerstoffinsertion am C12 mdglich.
(C) Bei weiterer VergroBerung des Volumens wire demnach auch eine Oxygenierung am C5 erklir-
bar. Prinzipiell konnte die Arachidonsdure bei allen gegebenen Volumenkonstellationen in
umgekehrter Weise in die Bindungstasche eintauchen (D). Demnach wird vom C7 der Wasserstoff
abstrahiert und es erfolgt eine Oxygenierung am C5.

Dass eine solche inverse Substratbindung prinzipiell moglich ist, zeigen Untersuchungen
mit artifiziellen Fettsdurederivaten (Walther ef al. 2001). Dabei verringerten sich jedoch sowohl
die Substrataffinitit als auch die maximale Reaktionsgeschwindigkeit. Ahnliche Schlussfolge-
rungen wurden aus Mutageneseuntersuchungen an der Gurken-13-LOX gezogen. Dieses Enzym
wurde durch Mutation einer einzelnen Aminoséure in eine 9-LOX umgewandelt (Hornung et al.

1999). Die Verianderung der Positionsspezifitit wurde durch Demaskierung des positiv gelade-
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nen Arg-758 im Inneren der Bindungstasche erklédrt, wodurch eine inverse Orientierung der Li-
nolsdure ermoglicht wurde. Man muss demnach davon ausgehen, dass sowohl

Volumenhypothese, als auch Orientierungshypothese zutreffend sind.

1.2.6. Ursachen fiir die Stereoselektivitiit

Wasserstoffabstraktion und Einbau molekularen Sauerstoffs sind grundlegende Schritte der
Lipoxygenasereaktion (siehe 1.1.1.1.). Allerdings ist bisher noch nicht vollstindig geklirt, auf
welcher molekularen Grundlage die Sauerstoffinsertion basiert. Nach der Wasserstoffabstraktion
ist das freie Radikal-Elektron gleichmifBig {iber das Pentadiensystem delokalisiert. Im Falle der
Abstraktion vom C13 der Arachidonsidure wire also eine Insertion des Sauerstoffs in der 11R-
oder 155-Konfiguration moglich, da diese immer antarafacial ablduft. Analog dazu wire bei der
Abstraktion am C10 eine 8R- oder 12S-Konfiguration moglich. Aus diversen Vergleichen der
Aminosduresequenz verschiedener LOX-Isoformen konnte eine kritische Position ermittelt wer-
den, welche bei den meisten S-Lipoxygenasen durch ein Alanin besetzt ist, wihrend R-
Lipoxygenasen ein Glycin an dieser Stelle besitzen (Coffa und Brash 2004; Schneider et al.
2007). Diese Determinante ist in der Nihe des aktiven Zentrums lokalisiert und konnte somit
einen Einfluss auf die Sauerstoffinsertion nehmen. Experimentelle Untersuchungen, bei denen
die Stereoselektivitit durch Mutation an dieser Determinante veridndert wurde, bestitigen den
Einfluss dieser kritischen Aminosdure. So konnte die 8R-Korallen-LOX durch die Gly428Ala-
Mutation in eine vorrangig 12S-H(P)ETE-produzierende Lipoxygenase umgewandelt werden.
Die umgekehrte Strategie an der humanen 155-LOX2, bei der eine Ala416Gly-Mutation vorge-
nommen wurde, fithrte zur Bildung von 11R-H(P)ETE als Hauptprodukt (Coffa und Brash
2004). Die Ursache fiir diese Stereospezifitit wird in der zusitzlichen Methylgruppe des Alanins
vermutet, wodurch der Raum an der R-Position des Pentadiens versperrt wire und der Sauerstoff
zwangsldufig in S-Position eingebaut werden miisste. Da dem Glycin diese Methylgruppe fehlt,
konnte dadurch ein gewisser Raum entstehen, wodurch der Sauerstoff in der R-Position einge-
baut werden kann (Abb. 1.7.). Untersuchungen an der Korallen-8R-LOX lassen vermuten, dass
der Austausch von Glycin zu Alanin vielmehr die Seitenkette eines kritischen Leucins (Leu-432)
verdringt und im Falle des Wildtyps (Gly-428) die C12-Position blockiert. Bei der Gly428Ala-
Mutante konnte wiederum die C8-Position besetzt sein (Neau et al. 2009). Allerdings sind diese
Daten kritisch zu betrachten, da die Mutanten nur eine eingeschriankte Aktivitit aufwiesen. Un-
verOffentlichte Daten zur Ala404Gly-Mutation an der Kaninchen-12/15-LOX ergaben wie der
Wildtyp als Hauptprodukt 15S-H(P)ETE. Der Anteil an 11R-H(P)ETE betrug nur etwa 20 %.

Nach welchem genauen Mechanismus der Einbau des molekularen Sauerstoffs geregelt ist, steht
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demnach weiter zur Diskussion. Kiirzlich wurde in der Sequenz der Zebrafisch-12/15-LOX ein
Glycin an dieser kritischen Position identifiziert, was entsprechend dem Gly-Ala-Konzept auf
eine R-LOX hindeuten wiirde (Jansen et al., 2011). Gleichzeitig wurde jedoch 12S-H(P)ETE als
dominierendes Produkt der Arachidonsidureoxygenierung identifiziert. Damit scheint das Gly-

Ala-Konzept fiir diese spezielle LOX-Isoform nicht anwendbar zu sein.

Abb. 1.7.: Ursachen fiir die Stereoselektivitiit von Lipoxygenasen. Diverse Vergleiche der Ami-
nosduresequenz ergaben eine kritische Determinante in der Nihe des aktiven Zentrums. Diese ist
bei den meisten S-Lipoxygenasen durch ein Alanin besetzt und bei R-Lipoxygenasen durch ein
Glycin. Erfolgt die Wasserstoffabstraktion am C13, so ist eine Bildung von 15S-H(P)ETE oder
11R-H(P)ETE mdoglich. Bei S-Lipoxygenasen konnte die Methylgruppe des Alanins die Sauerstoft-
insertion an der 11R-Position verhindern und den Einbau am C15 erzwingen. Ist dieser Raum durch
ein Glycin freigegeben, so konnte die Sauerstoffinsertion am C11 in R-Konfiguration erfolgen.
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1.3. Ziel der Arbeit

Die Reaktionsspezifitit von LOXn bestimmt das Muster ihrer Reaktionsprodukte. Damit
ist diese Enzymeigenschaft fiir die biologische Rolle der Enzyme von entscheidender Bedeutung.
Leider sind die strukturellen Grundlagen fiir die Reaktionsspezifitit von LOXn noch nicht aus-
reichend untersucht, so dass noch keine einheitliche Theorie zu diesem Problem existiert.
Diverse Mutageneseuntersuchungen konnten fiir tierische LOXn verschiedene Positionsdetermi-
nanten identifizieren, die durch die Grofe ihrer Aminosdureseitenketten das Volumen der
Substratbindungstasche beeinflussen und dadurch die Positionsspezifitit modifizieren. Verdnde-
rungen der Geometrie und des Ladungszustandes der Aminosédureseitenketten haben somit
Einfluss auf die Lage des Substrats in der Bindungstasche. Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun
tiberpriift werden, welche Bedeutung diese Determinanten fiir die Reaktionsspezifitit ausgewihl-
ter Primaten-12/15-LOXn (Pongo pygmaeus, Macaca mulatta) haben. Die dabei erhaltenen
Daten sollten ins Triadenkonzept der Positionsspezifitit von 12/15-LOXn eingefiigt werden, um

dieses auf eine breitere experimentelle Basis zu stellen.

Neben der Positionsspezifitit beeinflusst auch die Enantioselektivitit der Substratoxyge-
nierung das durch LOXn gebildete Produktmuster. Dabei unterscheidet man S-LOXn von R-
LOXn. Der Vergleich diverser Aminosduresequenzen identifizierte eine kritische Aminosiure in
der Nihe des aktiven Zentrums, die bei S-LOXn durch ein Alanin besetzt ist. R-LOXn tragen ein
Glycin an dieser Stelle. Ein Ala-zu-Gly-Austausch sollte demnach zu einer R-Lipoxygenierung
fiihren und umgekehrt. Die Frage, inwiefern dieser Austausch die Enantioselektivitdt der 12/15-
LOXn von P. pygmaeus und M. mulatta verandert, stellte daher ein weiteres Ziel der vorliegen-

den Arbeit dar.

Die Raumstruktur von LOXn ldsst sich in eine N-terminale -Faltblatt-Doméne und eine
C-terminale o-helikale Doméne unterteilen. Der C-terminalen Domine wird dabei die katalyti-
sche Aktivitdt zugeschrieben, da sie die Substratbindungstasche und das katalytische Eisen
besitzt. Die N-terminale Domiéne soll die Bindung von LOXn an Biomembranen vermitteln und
iber noch unbekannte Mechanismen die katalytische Aktivitit der Enzyme regulieren. Durch die
Expression von Trunkationsmutanten, welche nur noch den C-terminalen, katalytischen Anteil
der ausgewihlten Primaten-12/15-LOXn besallen, sollte die Bedeutung der N-terminalen Domi-
ne fiir die Membranbindung und fiir die katalytische Aktivitdt tiberpriift werden. Diese
Ergebnisse sollten zu einem besseren Verstindnis der biologischen Rolle der N-terminalen 8-

Faltblattdomine von LOXn beitragen.
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2.Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien und Biochemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose

Ampicillin-Natrium

Antikorper: RGS-His (Maus)

Antikorper: anti-Maus-IgG
Arachidonsédure
Bromphenolblau

BSA, Fraktion V
Calciumchlorid

dNTP-L6sung

HPLC-Standards 5-, 12-, 15-HETE, 9-,
13-HODE, jeweils R- und S-Isomer

Imidazol

IPTG, Dioxanfrei
Linolsdure
Nickelagarose (Ni-TED)
TEMED

Tris

Tween 20

2.1.2. Nihrmedien, Puffer und Losungen

Bacto-Agar
Bacto-Trypton
Hefe-Extrakt

LB-Medium:

Roth, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Quiagen, Hilden

Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Cayman Chem., Vertrieb:
Alexis Deutschland GmbH,
Griinberg

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Quiagen, Hilden

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA

Bacto-Trypton (1 %), Hefe-Extrakt (0,5 %), NaCl (0,5 %), NaOH (1 mM),

Ampicillin (100 mg/1)
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LB-Agar:
Bacto-Agar (1,5 %), Bacto-Trypton (1 %), Hefe-Extrakt (0,5 %), NaCl (0,5 %), NaOH (1 mM),
Ampicillin (100 mg/1)

PBS:
NaCl (150 mM), Na,HPO, (8 mM), KC1 (3 mM), KH,PO, (1,5 mM), pH = 7,0

TBE-Puffer (fiir Sequenzier-Gele):
Tris (90 mM), Borsdure (90 mM), EDTA (2 mM), pH = 8,3

TAE-Puffer (fiir Agarose-Gele):
Tris (40 mM), CH3;COONa (20 mM), CH;COOH (29,6 mM), EDTA (2 mM), pH =7,8

2.1.3. Enzyme und Kits

DNA Ligase, Bacteriophage Roche, Mannhein
Miniprep-Kit Quiagen, Hilden

GeneJET Plasmid Miniprep Kit Fermentas, St- Leon-Rot
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, La Jolla (USA)
Quiaquick Gelextraktionskit Quiagen, Hilden

Western Lightning Chemilumineszenz plus Perkin Elmer, Boston (USA)

2.1.4. Plasmide und Oligonukleotide

TOPO Invitrogen, Darmstadt
12/15-LOX in pFastBacHTb (P. pygmaeus) (Johannesson et al. 2010)
12/15-LOX in pFastBacH1 (M. mulatta) (Johannesson et al. 2010)
12/15-LOX in pQE-9 (Kaninchen) (Walther et al. 2001)

Folgende Primer wurden fiir die Mutationen an den Sequenzdeterminanten bzw. der Trunkation-

sexperimente von der Firma BioTez, Berlin hergestellt und verwendet:

Deletion der internen Hind III-Schnittstelle:

P. pygmaeus: CAT CCT ATC TTC AAA CTG ATA ATT CCC CAC
M. mulatta: CAT CCT ATC TTC AAA CTG ATC ATT CCT CAC

Einftigen der Sal I-Schnittstelle:

P. pygmaeus: TTT CAG GGC GCC GTC GAC TCT ATG GGT CTC TAC
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M. mulatta: CGT CCC ACC ATC GGT CGA CGA TCT ATG GGT CTC

Mutation der Sequenzdeterminanten der 12/15-LOX des Pongo pygmaeus in 5°-3’-Richtung:

F352L GCG CAG CTC TGA CCT GCA GCT CCA TGA GC

F352V GTG CGC AGC TCT GAC GTT CAG CTC CAT GAG CTG

F352A GTG CGC AGC TCT GAC GCG CAG CTC CAT GAG CTG
I417F GGA ATT TTC GAC CAG TTC ATG AGC ACT GGT GGG
1417A GGA ATT TTC GAC CAG GCG ATG AGC ACT GGT GGG
1417W GGA ATT TTC GAC CAG TGG ATG AGC ACT GGT GGG
M418F ATT TTC GAC CAG ATA TTC AGC ACT GGT GGG GGA
M418V ATT TTC GAC CAG ATA GTT AGC ACT GGT GGG GGA
[417F+M418F GGA ATT TTC GAC CAG TTC TTC AGC ACT GGT GGG
I592F CTC CAG ATG TCC ACT TGG CAG CTG GGC

I592A TCT CTC CAG ATG TCC GCG ACT TGG CAG CTG GGC

Mutation der Sequenzdeterminanten der 12/15-LOX des Macaca mulatta in 5°-3’-Richtung:

F352L CGC AGC TCT GAC CTG CAG CTC CAT GAG
F352A CGC AGC TCT GAC GCG CAG CTC CAT GAG
F352W CGC AGC TCT GAC TGG CAG CTC CAT GAG
V417F GTT TTT GAC CAG TTC GTG AGC ACT GGT
V4171 GTT TTT GAC CAG ATA GTG AGC ACT GGT
V417M GTT TTT GAC CAG ATG GTG AGC ACT GGT
V417TW GTT TTT GAC CAG TGG GTG AGC ACT GGT
I592F CTG CAG ATG TCC TTC ACT TGG CAG CTG
I592W CTG CAG ATG TCC TGG ACT TGG CAG CTG

Trunkationsexperimente (Einfiihrung einer Sal I-Schnittstelle am N-Terminus):

P. pygmaeus GTC GAC CGT ACT GTG GGC GAC GAC CC
M. mulatta GTC GAC CGC ACT GTG GGC GAA GAC CC

Als zweiter Primer bei Mutagenesen diente jeweils die komplementire Sequenz.

2.1.5. Bakterienstimme

Topl0 Invitrogen, Karlsruhe
XL-1 Blue Stratagene, La Jolla (USA)
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2.2. Molekularbiologische Methoden

Die Arbeitstechniken der molekularbiologischen Methoden erfolgten nach Standardproto-
kollen, wie sie in der Literatur zu finden sind (Sambrook et al. 1989), bzw. nach Vorgabe der
Hersteller. Dazu gehorten:

e Spaltungen mit Restriktionsendonukleasen
¢ Polymerasekettenreaktionen (PCR)

e Agarosegelelektrophorese

® Reinigung von DNA-Fragmenten

e Ligationen

¢ Transformation von E. coli

e analytische und priparative Plasmidpréaparationen

2.2.1. Ortsgerichtete Mutagenese

Fiir die Erzeugung von Punktmutationen und ortsgerichteter Mutagenese wurde die Poly-
merasekettenreaktion (PCR) verwendet. Dabei wurde nach dem Standardprotokoll des Site-
Directed Mutagenesis Kit von Stratagene vorgegangen. Diese Technik beruht darauf, dass ein
methyliertes Plasmid als Mutationsmatrize genutzt wird. Die Primer mit den entsprechenden
,,mismatch““-Basen setzen an den zu mutierenden Orten an und es wird mittels PfuTurbo DNA
Polymerase ein neues mutiertes Plasmid gebildet, das im Unterschied zum urspriinglichen Plas-
mid nicht methyliert ist. Durch Zugabe der Restriktionsendonuklease Dpn I werden nur die
methylierten Strange des urspriinglichen Plasmids gespalten. Dadurch bleiben nur die mutierten,

nicht methylierten Plasmidstringe zuriick (Abb. 2.1.).

2.3. Expression der rekombinanten Lipoxygenase

Die Lipoxygenasen wurden zur besseren und schnelleren Reinigung als (His)s-Tag-
Fusionsproteine exprimiert (Abb. 2.2.). Dabei handelt es sich um das Einfiigen von 6 zusitzli-
chen Histidinen an der N-terminalen Aminoséure des Proteins. Diese ermoglichen zum einen die
praktische Aufreinigung (2.3.4.) und zum anderen die Identifizierung und Quantifizierung der
Enzymexpression mittels Western Blot (2.4.5.). Der Vektor pQE-9 diente hierbei als Expressi-

onsplasmid, da er iiber einen N-terminalen His-Tag im geeigneten Leserahmen verfiigt.
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Gen im Plasmid mit
Zielregion (®)
fiir die Mutation

Schritt 1
Plasmid Praparation

Denaturierung des Plasmids
und Anlagerung der
Oligonukleotid-Primer, die die
gewlnschte Mutation enthalten

Schritt 2
PCR-Zyklen

Durch Verwendung der PfuTurbo
DNA Polymerase werden die
Mutageneseprimer verlangert und
eingegliedert, wodurch ein
~.gekerbter” zirkularer Strang
entsteht

Schritt 3

Dpn | Verdauun
P < Die methylierte und nichtmutierte

parenterale DNA wird mittels
Dpn | verdaut.

Schritt 4
Transformation *
/f Nach der Transformation werden
Legende die Kerben der mutierten
parenteraler DNA Plasmid Plasmide durch die XL-1-Blue
kompetenten Zellen repariert.

Mutagenese-Primer

NN

mutierter DNA-Plasmid

Abb. 2.1.: Prinzip der ortsgerichteten Mutagenese. Modifiziert nach QuikChange Site-
Directed Mutagenesis Kit Instruction Manual, Stratagene.

2.3.1. Ligation der Primaten-12/15-Lipoxygenase-cDNA in pQE-9

Die zu verwendende cDNA der beiden Primaten-LOXn lag zundchst im Expressionsvektor
pFastBacHTb (P. pygmaeus) bzw. pFastBacl (M. mulatta) zwischen den Restriktionsstellen
BamHI und Xhol vor. Fiir beide 12/15-LOXn wurden zunichst zwei Mutationen vorgenommen.
Eine interne Hind III-Schnittstelle wurde durch eine stumme Mutation deletiert und eine Sal I-
Schnittstelle in den pFastBacHTb-Vektor bzw. pFastBacl-Vektor eingefiigt. AnschlieBend er-
folgte eine priparative Restriktionsspaltung, um die 12/15-LOX zwischen Sal I und Hind IIT aus
dem pFastBacHTb-Vektor bzw. pFastBacl-Vektor herauszuschneiden. Im Folgenden wurde die
Kaninchen-12/15-LOX in pQE-9 ebenfalls zwischen Sal I und Hind III gespalten, um den Vek-
tor zu priparieren. Mit einer pridparativen Agarosegelelektrophorese konnten nun die 12/15-

LOXn als Insert und der pQE-9 als Vektor getrennt werden. Die Mengenbestimmung des Inserts
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erfolgte mit Hilfe des GIBCO Low DNA Mass Ladder, die des Vektors mit Hilfe des GIBCO
High DNA Mass Ladder. AnschlieBend wurden Insert und Vektor mittels T4 DNA Ligase ligiert.

2.3.2. Transformation des Primaten-12/15-LOX-pQE9-Plasmids

Die Transformation des jeweiligen 12/15-LOX-Plasmids erfolgte in XL-1 Blue kompeten-
ten Zellen. Diese wurden auf LB smp-Platten (LB-Medium mit Zusatz von 0,1 mg/ml Ampicillin)
ausgestrichen und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden 5-10 Klone mit einem
sterilen Zahnstocher gepickt und ihre Aktivititen gemessen (s. 2.4.1). Der Klon mit der héchsten

Aktivitdat wurde zur Kontrolle vollstindig sequenziert.

Protein cDNA

Protein cDNA

His-Tag

-

Ligation
Vektor Vektor

Expression

el g -

Protein cDNA mit His-Tag e
=l

Protein mit (His),

Abb. 2.2.: Prinzip zur Herstellung eines His-Tag-Fusionsproteins. Die zu untersuchende Prote-
in-cDNA wird in einen Vektor mit His-Tag-Region legiert. Dadurch entsteht eine Protein-cDNA
mit enthaltener His-Tag-Region. Wird das Protein exprimiert, entsteht am N-Terminus eine Ami-
nosdurefolge von 6 Histidinen, die als Antigen bei der Aufreinigung mittels Ni-TED (2.3.4.), bzw.
beim Western Blot (2.4.5.) dient.

2.3.3. Expression des Enzyms

Die Expression eines aktiven Klons erfolgte je nach weiterem Vorgehen entweder in einem
Ansatz von 5 ml LB-Medium mit einem Zusatz von 0,1 mg/l Ampicillin (LBamp) oder einem
Ansatz vom 18 1 LB s, fiir die Aufreinigung von Wildtypenzymen oder ausgewihlten Mutanten.
Die 5 ml-Ansitze dienten vorrangig Aktivititsbestimmungen der unterschiedlichen Mutanten.
Des Weiteren wurden sie fiir die Bestimmung des Expressionsverhaltens und der sich daraus

ergebenen spezifischen Aktivitiat verwendet. Dabei wurde ein ausgewihlter Klon erneut ausplat-
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tiert, mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und in 5 ml LBay, tiber Nacht bei 37°C und
180 rpm inkubiert. Nach 16 h wurde die Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Im
Anschluss an eine Inkubation von 2 h bei 30°C wurden die Zellen bei 4°C fiir 10 min mit
2.000 rpm abzentrifugiert, anschlieBend mit PBS gewaschen und die Pellets mit einer Ultra-
schallsonde (Labsonic, Braun Melsungen) aufgeschlossen. Danach wurden die Proben erneut bei
4°C fiir 10 min mit 4.000 rpm abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde abpipettiert und von
diesem 50 pl als Aliquot fiir spiatere Western Blot-Untersuchungen abgenommen. Der restliche
Uberstand wurde entweder bei -80°C tiefgefroren oder fiir Aktivititsassays (2.4.1.2.) aufgearbei-
tet. Fiir kinetische Untersuchungen und Membranbindungsstudien wurden Ansdtze von
18 1 LBamp hergestellt. Dafiir wurden ausgewihlte Klone erneut ausplattiert, gepickt und an-
schlieBend Vorkulturen a 100 ml LB, inokuliert. Nach 16 h wurden je 5 ml abgenommen, die
Enzyminduktion mit IPTG gestartet und nach 2 h bei 30°C fiir Aktivitdtsassays aufgearbeitet
(2.4.1.2.). Aktive Klone wurden nun in 18 1LBay, bei 37°C bis zu einer optischen Dichte
(ODg00 nm) von 0,5 inkubiert und die Induktion der Enzymexpression mit IPTG (1 mM) begon-
nen. Nach 2 h bei 30°C wurden die Kulturen fiir 20 min bei 7°C mit 4.500 rpm abzentrifugiert.

2.3.4. Reinigung der (His)s-LOX iiber Nickel-TED

Die Zellpellets wurden in 20 ml PBS resuspendiert und mit zusétzlichen 20 — 25 ml PBS
versetzt. Die Proben wurden anschliefend durch einen Zellhomogenisator (Emulsiflex C5, A-
vestin) aufgeschlossen. Die entstandenen Zelltrimmer wurden fiir 30 min bei 7°C mit
14.000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand mit 2 ml Ni-TED-Suspension bei 4°C fiir 1 h im
Uberkopf-Schiittler inkubiert. Das fiir 2 min mit 2.000 rpm abzentrifugierte Ni-TED wurde nun
in eine Leersdule iiberfiihrt, viermal mit 2 ml Waschpuffer gewaschen und anschlieend sechs-
mal mit 700 pul Elutionspuffer eluiert. Die gewonnenen Fraktionen wurden daraufhin
photometrisch (2.4.1.) auf ihre Aktivitit tiberpriift. Die Enzymreinigung ist auf das Vorliegen
einer His-Tag-Region zuriickzufiihren. Proteine mit einer His-Tag-Region werden spezifisch an
Ni-TED gebunden, andere Proteine jedoch nicht. Beim Waschvorgang werden die ungebunde-
nen Fremdproteine herausgewaschen, die Ni-TED-gebundenen Proteine bleiben zuriick, bis sie
durch den Elutionspuffer aus der Bindung herausgelost werden. Das Ni-TED interagiert dabei
mit dem Imidazol des Elutionspuffers so dass die His-Tag-Fusionsproteine vom Ni-TED ver-

driangt werden.
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Waschpuffer:
50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, pH = 8,0

Elutionspuffer:
50 mM NaH;PO,4, 300 mM NacCl, 200 mM Imidazol, pH = 8,0

2.3.5. Weitere Reinigung der (His)s-LOX iiber Resource Q-Siule

Fiir die weitere Reinigung der durch Ni-TED vorgereinigten Enzyme wurde eine Resour-
ce Q-Sdule (Pharmacia Biotech, jetzt GE Healthcare) mittels FPLC (fast protein liquid
chromatography) verwendet. Das Prinzip dieser Methode ist die Aufreinigung mittels Anionen-
austausch, welche auf der Wechselwirkung zwischen geldsten geladenen Proteinmolekiilen und
fest gebundenen Matrixbestandteilen beruht, die eine entgegengesetzte Ladung aufweisen. Die
chromatographische Matrix liegt in Form eines Gels in einer Sdule vor und wird als stationére
Phase bezeichnet. Der erste Schritt ist die Equilibrierung der stationidren Phase, bei der die La-
dungen der stationdren Teilchen durch Ionen mit Gegenladung (z.B. Chlorid oder Natrium)
aufgehoben werden. Nun folgt die Auftragung der Probe, bei der sich Proteinmolekiile, die eine
entgegengesetzte Ladung tragen, an der stationidren Phase binden, wihrend ungeladene oder
gleichgeladene Proteine herausgewaschen werden. Im dritten Schritt, der Eluierung, wird die
Ladung des Laufmittels kontinuierlich durch die Erhohung des Salzgehaltes im Laufmittel (z.B.
NaCl-Konzentration) erhoht. Dadurch werden die gebundenen Proteine, entsprechend ihrer An-
zahl geladener Gruppen, nach und nach aus der stationdren Phase herausgewaschen und dadurch

separiert. Somit ist eine Auftrennung der Proteine nach ihrem Ladungszustand moglich.
2.4. Analytische Methoden

2.4.1. Messung der Lipoxygenaseaktivitit

2.4.1.1. Photometrischer Aktivitdtsassay

Die photometrischen Messungen wurden am Spektralphotometer UV-160 A (Shimadzu)
durchgefiihrt. Die Aktivitat wurde iiber die zeitabhingige Absorptionszunahme des Reaktions-
produktes (fiir konjugierte Diene bei 235 nm) bei einer Temperatur von 20°C bestimmt. Der
Ansatz bestand aus PBS pH =74, dem Enzym und unterschiedlichen Mengen Substrat (5 —
10 ul von 100 uM Linolsdure bzw. 100 uM Arachidonsédure). Nach Zugabe des Substrats und

kurzem Riihren wurde der Absorptionsverlauf gemessen.
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2.4.1.2. HPLC-Aktivitdtsassay

Die nach Ultraschallaufschluss und Zentrifugation gewonnenen Proben (2.3.3.) wurden
nun mit Arachidonsédure als Substrat versetzt (Endkonzentration 125 uM) und fiir 15 min bei
37°C und 180 rpm inkubiert. Anschlieend wurden die entstandenen Hydroperoxyverbindungen
durch Zugabe von Natriumborhydrid reduziert. Nach Ansduerung mit konzentrierter Essigsdure
auf etwa pH = 3 wurden 0,5 ml Methanol hinzugefiigt, der Ansatz gevortext und bei 12.000 rpm
fiir 10 min abzentrifugiert. Die klaren proteinfreien Uberstinde konnten direkt fiir die Umkehr-

phasen-HPLC (RP-HPLC) verwendet werden.

2.4.2. Produktanalyse

Die nach Umwandlung des Substrats entstandenen LOX-Produkte wurden durch Hoch-

leistungsfliissigkeitschromatographie-Verfahren (HPLC) untersucht (Abb. 2.3.).

2.4.2.1. Umkehrphasen-HPLC

Die RP-HPLC wurde an einer HP-Chemstation mit einem HP 1040A Diodenarraydetektor
durchgefiihrt. Eine Nucleosil C-18 Séule (250 x 4 mm, Machery-Nagel, Diiren) diente als Trenn-
sdule mit einer entsprechenden Vorsiule (30 x 4 mm). Das Laufmittel (Losungsmittel) bestand
aus Methanol/Wasser/Essigsdure in einem Verhiltnis von 80/20/0,1 bei einer Flussrate von
1 ml/min. Die Detektion erfolgte beim Extinktionsmaximum der zu untersuchenden Produkte, in

den meisten Féllen bei 235 nm fiir konjugierte Diene (Hydro[pero]xyfettsduren).

2.4.2.2. Normalphasen-HPLC

Zur weiteren Identifizierung der Reaktionsprodukte, die iiber Retentionszeit und UV-
Spektrum in der RP-HPLC nicht ausreicht, wurden die aufgefangenen Produkte aus der RP-
HPLC mittels Vakuumverdampfer getrocknet und anschliefend in n-Hexan/0,1 % Essigsédure
aufgenommen. Anschlieend wurden die Proben mittels SP-HPLC analysiert. Dabei wurde eine
Nucleosil 100-7 Sidule (250 x 4 mm, Machery-Nagel, Diiren) mit einem SPD-M6A-Detektor
(Shimadzu) verwendet. Die Detektion erfolgte ebenfalls bei 235 nm. Das Laufmittel bestand in
der Regel aus einem Gemisch von n-Hexan/Isopropanol/Essigsdure in einem Verhiltnis von

100/2/0,1.



28

Materialien und Methoden

Probeneingabe

Computer

absorbance 235 nm
Lauf Nr. 3

flow 1 ml/min

Trennsaule

absorbance at 235 nm

Losungsmittel

15
retention time (min)

Abfall UV-Detektor

Abb. 2.3.: Schematischer Aufbau und Prinzip einer HPLC-Anlage. Das Prinzip dieses Verfahrens
beruht auf der Wechselwirkung von Stoffen, die sich in einer Fliissigkeit befinden (mobile Phase), mit
einer stationdren Phase. Dabei reprisentieren die Bindungsaffinititen das Trennprinzip. Ein Losungsmittel
(mobile Phase) wird mittels einer Pumpe unter hohem Druck (ca. 350 bar) auf eine Trennsidule gegeben,
die ein por0ses Material enthilt (stationidre Phase). Vor die Trennsiule ist eine Probeneingabe-Einheit
geschaltet, tiber die die zu trennende bzw. untersuchende Probe eingespritzt werden kann. Die Probe ist
dabei in einer dem Losungsmittel gleichenden Fliissigkeit gelost, so dass die Probe vom Losungsmittel
gut aufgenommen werden kann. Je nach verwendetem Material in der Trennsdule, tritt die Probe nun
mehr oder weniger stark mit dieser in Wechselwirkung. Bei der Umkehrphasen-HPLC liegen viele lang-
kettige Kohlenwasserstoffe gebunden an einer Kieselgelmatrix vor, so dass vor allem hydrophobe
Verbindungen, wie z.B. Arachidonsdurederivate, mit diesen wechselwirken und dadurch stirker zuriick-
gehalten werden. Bei der Normalphasen-HPLC (SP-HPLC) ist es genau umgekehrt. Langkettige, unpolare
Molekiile passieren schnell die Sédule, wihrend polare Molekiile mit den polaren Gruppen der stationidren
Phase interagieren und dementsprechend spéter von der Séule eluiert werden. Ein UV-Detektor kann nun
die Molekiile, die diesen passieren, erfassen und in elektrische Signale umwandeln. Das elektrische Signal
wird mit Hilfe eines Programms auf einem Computer in Form von Kurven dargestellt. Der zeitliche Ver-
lauf der Absorption ergibt das Chromatogramm. Je nachdem, wie lange die Molekiile in der Trennséule
zuriickgehalten werden, ergeben sich substanzspezifisch unterschiedliche Retentionszeiten. Durch Einsatz
von Standardsubstanzen kann die zu untersuchende Probe qualifiziert und durch Berechnung der Fliche
unter der Kurve auch quantifiziert werden. Proben, die nach der RP-HPLC noch fiir weitere Untersuchun-
gen, z.B. SP-HPLC oder CP-HPLC, verwendet werden sollen, konnen nach dem UV-Detektor
aufgefangen werden.
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2.4.2.3. Chiralphasen-HPLC

Da LOX-Reaktionen stereospezifisch ablaufen — je nach LOX unter Bildung von Produk-
ten in R- bzw. S-Konfiguration — wurde fiir die Enantiomeren-Analytik die CP-HPLC verwendet.
Dadurch konnte u. a. auch festgestellt werden, ob die Produkte durch Autoxidation oder enzyma-
tische Umwandlung gebildet wurden. Das zur Trockne eingeengte Produkt aus RP- oder SP-
HPLC wurde in n-Hexal/0,1 % Essigsdure aufgenommen und der CP-HPLC zugefiihrt. Die
Trennung erfolgte an einer chiralen stationdren Phase (Chiralcel OD bzw. OB, 250 x 4,6 mm,
Diacel. Chem. Industries, USA) bei einer Flussrate von 2 ml/min in einem Laufmittel unter-
schiedlicher Zusammensetzung (n-Hexan/Isopropanol/Essigsdure 100/2/0,1 oder 100/5/0,1). Die
Detektion erfolgte bei 235 nm mit dem SPD-M6A Detektor (Shimadzu). Da beide Enantiomere
gleiche Absorptionseigenschaften besitzen, konnte deren Verhiltnis direkt aus den Peakflichen

berechnet werden.

2.4.3. Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mittels Roti-Quant System (Roth, Karlsruhe), basierend
auf der Grundlage von Bradford (Bradford 1976), bestimmt. Die Eichung wurde mit verschiede-

nen BSA-Konzentrationen von 2 mg/ml bis 14 mg/ml vorgenommen.

2.4.4. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Methode nach Laemmli wurde fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) verwendet (Laemmli 1970). Dafiir wurden 10 %ige Gele (fiir MG 16 — 70 kDa) verwen-
det und die Elektrophorese bei 25 — 30 mA durchgefiihrt. Das Gel wurde anschliefend entweder

mit Coomassie-Blau gefidrbt oder weiter fiir einen Immunoblot verwendet.

2.4.5. Western Blot

Die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-
Membran (1 h bei 10 V) geblottet. AnschlieBend wurde der Blot mit 5 % Magermilch in PBS mit
einem Zusatz von 0,1 % TWEEN 20 (PBStwgen) blockiert und 1 h mit dem ersten Antikorper
(RGS-His [Maus]) blockiert. Nach Waschen mit PBStwgen wurde der Blot 1 h mit dem zweiten
Antikorper (Anti-Maus IgG) inkubiert. Nach Waschung mit PBStwgen und PBS konnte der Blot
gefiarbt werden (Abb. 2.4.). Hierfiir wurde das Western Lightning Chemilumineszenz plus Sys-

tem der Firma Perkin Elmer verwendet.
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In einem ersten Schritt bindet
der 1. Antikdrper (RGS-His) an
die His-Tag-Region des im

Nach einer Waschprozedur,
wobei nicht gebundene
Antikorper ausgesplt werden,

In einem letzten Schritt, nach
erneutem Waschen, kommt es
durch die Peroxidaseaktivitat zur

wird nun der 2. Antikorper
(Anti-Maus 1gG) hinzugegeben.
Dieser ist an eine Peroxidase

Emmitierung von Strahlung
durch den umgewandelten
Lumineszenzfarbstoff. Die

Western Blot fixierten Enzyms.

gekoppelt. Intensitat der Strahlung kann
dann gemessen werden.

Legende
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o
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Inkubation mit 1. Antikorper Inkubation mit 2. Antikorper Lumineszenz durch Peroxidase

Abb. 2.4: Immundetektion nach dem Antigen-Antikorper-Bindungs-Prinzip.

2.4.6. Quantifizierung der Proteinexpression

Die Proteinexpression wurde anhand der Bandenintensitit aus den Western Blots quantifi-
ziert. Zur Auswertung diente die Software TotalLab TL 100. Durch Auftragung einer definierten
Proteinmenge gereinigter His-Tag-LOX konnte die Intensitidt dieser Bande als Referenzwert ge-
nutzt werden. Die Bandenintensitit der Wildtypenzyme, bzw. der einzelnen Mutanten wurde

anschlieend in die Proteinmenge umgerechnet und die Proteinexpression quantifiziert.
2.5. Untersuchungen der Membranbindungseigenschaften von LOXn

2.5.1. Trunkation der N-terminalen Doméine der LOX

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die N-terminale Doméne der Lipoxygenasen auf die
Membranbindung besitzt, wurde fiir jede Primaten-LOX eine Trunkationsmutante hergestellt.
Die Mutation erfolgte mittels PCR unter Anwendung der Tag-Polymerase, wodurch am 3’-Ende

eine Folge iiberstehender A entsteht. Das PCR-Produkt konnte somit leicht in den TOPO-Vektor
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einkloniert und in Top-10 kompetente Zellen transformiert werden. Nach DNA-Préparation er-
folgte die priparative Spaltung zwischen Sal I und Hind IIT und die Gelextraktion der trunkierten
LOX-cDNA. Diese wurde nun mit dem pQE-9-Vektor ligiert und konnte als His-Tag-
Fusionsprotein exprimiert werden. Die dadurch neu entstandenen Trunkationsenzyme waren N-

terminal um 113 Aminosduren verkiirzt.

2.5.2. Membranbindungsassay

Zur Abtrennung von Prizipitationen wurden die gereinigten Enzyme fiir 10 min bei 4°C
mit 20.000 rpm zentrifugiert und anschlieBend Proben von 1 pg (bzw. 2,5 ug) LOX mit 200 ug
submitochondrialen Membranen (Bruchstiicke der Mitochondrieninnenmembran) in 50 mM
HEPES Puffer pH = 7,4 mit 150 mM NaCl, 5 mM MgCl, und 1 mM DTT fiir 5 — 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert (Gesamtvolumen 25 ul). Die Proben wurden nun vorsichtig auf
100 ul Saccharoselosung geschichtet und in einer Beckmann-Tabletop-Zentrifuge fiir 15 min bei
4°C mit 65.000 rpm zentrifugiert. Das erhaltene Membranpellet enthielt den membrangebunde-
nen Teil der LOX. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und mit 1 ul Ovalbumin-Losung
(Endkonzentration 60 pg/ml), versetzt (bessere Féllbarkeit). Die Zugabe von 20 %iger Trichlo-
ressigsdure fiihrte zur Fillung der Proteine und der Ansatz wurde nach 20 min Inkubation auf Eis
fiir 20 min bei 4°C mit 14.000 rpm abzentrifugiert. Beide Pellets (65.000 rpm und 14.000 rpm)
wurden nun in 25 pl doppelt konzentriertem Ladungspuffer (Roti-Load) aufgenommen und Ali-
quots (10 ul) der jeweiligen Pellets wurden fiir die Elektrophorese in 10 %igem
Polyacrylamidgel verwendet. Anschlieend erfolgte eine Immunférbung mit dem anti-RGS-His
Antikorper (2.4.5.). Dadurch konnte der relative Anteil von membrangebundener bzw. nicht ge-

bundener LOX quantifiziert werden.

2.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms Microsoft Office Excel
2003 fiir Windows. In den Ergebnissen sind die Mittelwerte und die Standardabweichung ange-
geben. Fiir jede HPLC-Untersuchung von Mutanten wurden mindestens 4 Proben verwendet. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe des Zweistichproben-t-Test fiir unterschiedliche Varianz. Unter-

schiede auf dem Niveau p < 0,05 wurden bei allen Untersuchungen als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Expression und Charakterisierung von Primaten-12/15-LLOXn

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Expressionsversuche und der ortsgerichteten Mu-
tagenese der beiden 12/15-LOXn von Pongo pygmaeus und Macaca mulatta dargestellt werden.
Auf Grundlage der Primirstruktur der Kaninchen-12/15-LOX und der humanen 12/15-LOX,
welche nach Untersuchungen von Borngriber (Borngriber et al. 1996; Borngréber et al. 1999)
und Sloane (Sloane et al. 1991) drei Sequenzdeterminanten fiir die Reaktionsspezifitit beschrie-
ben haben, erfolgte ein partieller Abgleich der Aminosduresequenz fiir die Bereiche dieser
Determinanten (Abb. 3.1.). Dabei konnte man erkennen, dass die beiden beschriebenen Lipoxy-
genasen an den kritischen Positionen Aminosduren mit groen bzw. mittleren Resten besitzen
(Phe-353, Ile-418 und Ile-593; Aminosdurenummerierung beziiglich Kaninchen-12/15-LOX).
Dadurch wird das Volumen der Substratbindungstasche verkleinert und das C13 der gebundenen
Arachidonsdure gelangt in die Nihe des Wasserstoff-abstrahierenden Eisens, was zu einer Oxy-
genierung am C15 der Arachidonsiure fiithrt. Sowohl die Kaninchen-12/15-LOX, als auch die
humane 12/15-LOX wandelten folglich Arachidonsédure vorrangig in 15-H(P)ETE um. Dies lief3
erwarten, dass das Verhiltnis von 15-H(P)ETE zu 12-H(P)ETE bei der P. pygmaeus 12/15-LOX
ebenfalls zu Gunsten des 15-H(P)ETE ausfallen wiirde, da die Aminosduresequenz der Determi-
nanten fiir alle drei LOX-Isoformen iibereinstimmte (Abb. 3.1.). Im Gegensatz dazu besitzt die
12/15-LOX von M. mulatta ein kleineres Valin an Position 417, wohingegen die humane und
Kaninchen-12/15-LOX ein Isoleucin besitzen. Daher war auf Grundlage des Triadenkonzeptes
(Borngriber et al. 1999) anzunehmen, dass diese LOX-Isoform die Bildung von 12-H(P)ETE

aus Arachidonsiure favorisiert.

LOX-Isoform Borngraber | Sloane Borngraber Il

Kaninchen 12/15-LOX VRSSDFQVHEL 358 GIFDQIMSTGG 423 SLQMSIVWQLG 598
Humane 12/15-LOX VRSSDFQVHEL 357 GIFDQIMSTGG 422 SLQMSITWQLG 597
P. pygmaeus 12/15-LOX VRSSDFQVHEL 357 GIFDQIMSTGG 422 SLQMSITWQLG 597
M. mulatta 12/15-LOX VRSSDFQVHEL 357 GVFDQVVSTGG 422 SLQMSITWQLG 597

Abb. 3.1.: Auszug aus dem Aminosiureabgleich zwischen unterschiedlichen Saugetierlipoxygena-
se-Isoformen. Die gezeigten Sequenzabschnitte enthalten die Determinanten, die fiir die
Reaktionsspezifitit verantwortlich sind. Lipoxygenasen, die vorrangig am C15 oxidieren (Kaninchen-
12/15-LOX, humane 12/15-LOX), tragen groflere Aminosduren an diesen Positionen (Ile und Phe),
wohingegen die C12-oxidierende M. mulatta 12/15-LOX ein kleineres Valin an einer der Determinan-
ten trdgt, was nach dem Triadenkonzept zu einer groBeren Bindungstasche fiihrt.
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3.1.1. Expression der 12/15-LOX von Pongo pygmaeus

Die Expression der 12/15-LOX von P. pygmaeus erfolgte als His-Tag-Fusionsprotein in
E. coli. Das Enzym konnte mittels Affinitdtschromatographie iiber Ni-TED zu einem fast voll-
standig reinen Protein aufgearbeitet werden (Abb. 3.2.). Das gebildete Enzym oxidierte
Arachidonséure zu 86,0 % in 15-H(P)ETE und zu 14 % in 12-H(P)ETE (Abb. 3.3.). Dieses Er-
gebnis korreliert mit der Annahme aus dem Aminosdureabgleich, in welchem die Determinanten
der humanen und Kaninchen-LOX mit der 12/15-LOX von P. pygmaeus iibereinstimmen. Die
Untersuchung der Reaktionsprodukte mittels Chiralphasen-HPLC nach erfolgter RP-HPLC er-
gab fast ausschlieBlich eine S-Konfiguration des Hauptprodukts 15S-H(P)ETE (Abb. 3.3.).

Wildtyp
US P DF WS EF P.. ST

Abb. 3.2.: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Aliquots einzelner Aufreinigungs-
schritte des Primaten-LOX-Wildtyps. Nach Aufschluss der Zellpellets und Zentrifugation (s.
Material und Methoden 2.3.4.) wurde je eine Probe von Uberstand (US) und Pellet (P) genom-
men. Nach Inkubation in Ni-TED (2.3.5.) wurden Aliquots vom Durchfluss (DF), dem
Waschschritt (WS) und den Elutionsfraktionen (EF) genommen. In dieser SDS-PAGE wurden
Proben der Wildtyp M. mulatta 12/15-LOX verwendet. Fiir die Wildtyp P. pygmaeus 12/15-LOX
gilt diese Abbildung analog. Vergleichend ist hier zusitzlich die FPLC-gereinigte Fraktion der
P. pygmaeus 12/15-LOX (Pgp.c) aufgetragen. Als Standard (ST) ist die Kaninchen 12/15-LOX in
einer Menge von 2 pg aufgetragen.

3.1.2. Expression der 12/15-L.LOX von Macaca mulatta

Der Aminosiureabgleich der Sequenz dieser 12/15-LOX mit der Sequenz der humanen
und Kaninchen-LOX zeigte einen Unterschied im Bereich der Sloane-Determinanten (Abb. 3.1.).

Dadurch war anzunehmen, dass sich das Verhiltnis der Reaktionsprodukte dndern wiirde. Das in
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E. coli exprimierte His-Tag-Fusionsprotein der M. mulatta 12/15-LOX konnte nach Affini-
tatschromatographie tiber Ni-TED hochgradig aufgereinigt werden (Abb. 3.2.). Die so gebildete
Lipoxygenase katalysierte die Oxidation von Arachidonsdure fast ausschlieBlich zu 12-H(P)ETE
(Verhiltnis 15-H(P)ETE zu 12-H(P)ETE 0,9 % : 99,1 %). Das Hauptprodukt war nach Quantifi-
zierung mittels Chiralphasen-HPLC ebenfalls hauptsichlich S-konfiguriert (Abb. 3.3.).

P. pygmaeus M. mulatta
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Abb. 3.3.: Reaktionsspezifitit der Wildtyp 12/15-LOX von P.pygmaeus und
M. mulatta. Die Lipoxygenase wurde als His-Tag-Fusionsprotein in E. coli exprimiert,
Ni-TED gereinigt und die Reaktionsspezifitidt der Arachidonsidureoxidation mittels RP-
HPLC analysiert. Die Chiralitidt des Hauptproduktes ist im kleinen Kasten gezeigt.

3.2. Ortsgerichtete Mutagenese und Einfluss auf die Reaktionsspezifit:it

Um zu iiberpriifen, welchen Einfluss die Triadendeterminanten auf die Reaktionsspezifitét
der beiden 12/15-LOXn haben, wurden Mutationen an diesen Stellen durchgefiihrt. Die jeweili-
gen Aminosduren wurden unterschiedlich ausgetauscht, wodurch der Aminosdurerest ein
verdndertes Volumen erhielt. Unter Annahme des Triadenkonzeptes, nach welchem die Positio-
nen Phe-352, lle-417 und Ile-592 (Aminosdurenummerierung beziiglich Primaten-12/15-LOXn)
den Boden der Bindungstasche bilden und damit deren Grof3e bestimmen, waren sie auch die
Angriffspunkte der ortsgerichteten Mutagenese. Zunichst wurden nur einzelne Aminosduren

mutiert und die Reaktionsprodukte der entstandenen Mutanten untersucht. AnschlieBend erfolgte
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die Kombination verschiedener Einzelmutationen zu Doppel- und auch Trippelmutanten. Fiir
beide Primatenlipoxygenasen konnte gezeigt werden, dass die Determinanten, die bei der Kanin-
chen-12/15-LOX, bzw. der humanen 12/15-LOX die Reaktionsspezifitit beeinflussen, auch die

Spezifitit der Arachidonsdureoxidation dieser beiden 12/15-LOXn verédndern.

3.2.1. Mutagenese der 12/15-LOX von Pongo pygmaeus

In Anlehnung an das Triadenkonzept fiihrt eine groe Bindungstasche vorrangig zur Bil-
dung von Produkten mit C12-Oxidation, wohingegen eine Verkleinerung der Bindungstasche
durch Aminosduren mit grof3en, sperrigen Seitenketten eher zur Bildung von 15-H(P)ETE fiihrt.
Veridndert man die Seitenketten der Determinanten nach diesem Prinzip, ldsst sich auch die

Reaktionsspezifitit indern. Dies konnte fiir die 12/15-LOX von P. pygmaeus gezeigt werden.
3.2.1.1. Untersuchungen von Einzelmutationen

Borngriber I-Determinante

Der Austausch des Phenylalanins in Position 352 (Phe-352) durch ein kleineres Leucin
(F352L) verdnderte das Verhiltnis der Reaktionsprodukte zu Gunsten des 12-H(P)ETE. Der je-
weilige Anteil konnte im Vergleich zum Wildtyp annidhernd komplett umgekehrt werden und die
Produktion an 12-H(P)ETE stieg auf 86,8 % an. Wurde stattdessen ein Valin (F352V), welches
noch kleiner als das Leucin ist, eingefiigt, so stieg der Anteil an 12-H(P)ETE noch weiter auf
93,7 % (Tabelle 3.1.). Dieser Anstieg war statistisch signifikant (p < 0,001). Der Versuch, die
Produktion an 12-H(P)ETE durch Einsatz eines kleineren Alanins (F352A) noch weiter zu stei-

gern, fithrte zu einem fast inaktiven Enzym.

Sloane-Determinanten

Auch Mutationen der Sloane Determinante zeigten erwartungsgemil eine Verdnderung
der Reaktionsspezifitit. Die Verkleinerung der Seitenkette an Position 417 (Ile-417), durch Aus-
tausch des Isoleucins durch ein Alanin (I417A), fiihrte zu einem Enzym, welches vorrangig 12-
H(P)ETE produziert (12-H(P)ETE-Anteil: 82,3 %). Als nichstes wurde das benachbarte Met-
418 durch ein Valin ersetzt (M418V). Auch hier konnte eine partielle Umkehr der Reaktionsspe-

zifitdt zu Gunsten der C12-Oxidation gezeigt werden (Tabelle 3.1.).
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Borngriber II-Determinante

Mutationen an der Borngréber II-Determinante (Ile-592) ergaben zwar ebenfalls Verédnde-
rungen im Oxidationsverhalten des Enzyms, jedoch waren diese weniger stark ausgeprigt als
Veridnderungen an den anderen beiden Determinanten. Die Substitution durch ein Alanin
(I592A) fiihrte zu einer partiellen Konversion der Reaktionsspezifitit. Allerdings lag der Haupt-
anteil der Reaktionsprodukte nach wie vor auf Seiten des 15-H(P)ETE (Tabelle 3.1.). Das
Einfligen eines groBeren Aminosdurerestes durch ein Phenylalanin (I5S92F) ergab ein inaktives
Enzym. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Borngréber II-Determinante nur eine unter-
geordnete Rolle fiir die Reaktionsspezifitit der P. pygmaeus 12/15-LOX spielt und die

Borngréber I- und Sloane-Determinanten eine hohere Prioritét besitzen.

Tabelle 3.1.: Reaktionsspezifitit der P. pygmaeus 12/15-LOX-Einzelmutanten. Die LOX-Mutanten wur-
den als His-Tag-Fusionsprotein in E. coli exprimiert und die Reaktionsprodukte wurden anschlieSend mittels
RP-HPLC analysiert.

Determinante 15-HETE [%] 12-HETE [%]
Wildtyp 86,0 £ 6,7 14,0+ 6,7
Borngraber I
F352L 13,2 + 0,4* 86,8 £+ 0,4
F352V 6,3 £0,6* 93,7+ 0,6
Sloane
1417A 17,8 +£5,7* 82,3+5,7
M418V 60,3 +3,1* 39,7+3,1
Borngraber 11
I592A 59,9 +2,9% 40,1 £2,9

*p < 0,001 verglichen mit dem Wildtyp

3.2.1.2. Untersuchungen von Doppelmutationen

Nachdem die Verdnderung der Reaktionsspezifitit fiir Mutationen an einzelnen Sequenz-
determinanten gezeigt werden konnte, wurde nun untersucht, ob diese Effekte durch zusitzliche
Mutationen an einer anderen Determinante wieder aufgehoben werden konnen. Dafiir wurden
verschiedene Einzelmutanten miteinander kombiniert. Die Mutante F352L fiihrte zu einer kom-
pletten Umkehr der Reaktionsspezifitit unter Erhalt eines C12-oxidierenden Enzyms. Fiigte man

allerdings zusétzlich in die F352L-Mutante ein mehr Platz einnehmendes Phenylalanin an Positi-



Ergebnisse 37

on Ile-417 ein (F352L+I417F), so konnte man wieder einen Anstieg des 15-H(P)ETE beobach-
ten. Wihrend der Anteil des 15-H(P)ETE bei der F352L-Mutante bei 13 % lag, stieg er bei der
F352L+1417F-Doppelmutante signifikant auf 35 % an (p <0,001) (Abb. 3.4.). Diese Umkehr
konnte sogar noch gesteigert werden, wenn statt des Phenylalanins ein groeres Tryptophan ein-
gesetzt wurde (F352L+1417W). Der Anteil des 15-H(P)ETE lag bei dieser Doppelmutante bei
48,4 £ 1,4 % und war statistisch signifikant (p < 0,01). Mutierte man Position Met-418 in der
F352L-Mutante, konnte man ebenfalls eine partielle Umkehr in Richtung 15-H(P)ETE-
Produktion erkennen, jedoch lag die Restaktivitdt des entstandenen Enzyms nur noch bei knapp

37 %.

Wildtyp F352L F352L+I1417F F352L+I1417F+1592A
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Abb. 3.4.: Verinderung der Reaktionsspezifitit durch zunehmende Mutationen der
P. pygmaeus 12/15-LOX. Die Mutanten der P. pygmaeus 12/15-LOX wurden als His-Tag-
Fusionsprotein in E. coli exprimiert und die Reaktionsspezifitit der Arachidonsdureoxidation
mittels RP-HPLC analysiert. Die entsprechenden Chromatogramme fiir jede Mutante sind hier
dargestellt. Durch Kombination von Mutationen an kritischen Determinanten konnte die Reakti-
onsspezifitit verdndert werden. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Mutanten waren hoch
signifikant (p < 0,001).

3.2.1.3. Untersuchungen von Trippelmutationen

Nachdem die Umkehr der Reaktionsspezifitit in Richtung C12-Oxidation durch die
F352L-Mutation durch eine weitere Mutation an Position Ile-417 (F352L+1417F) partiell wieder
aufgehoben werden konnte, stellte sich nun die Frage, ob diesem zweiten Effekt ebenfalls wieder

entgegengewirkt werden kann. Dazu wurde die Borngriber II-Determinante (Ile-592) in der
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Doppelmutante durch ein kleineres Alanin ausgetauscht, was zur Bildung der Trippelmutante
F352L+1417F+I592A fiihrte. Dies verringerte den Anteil an 15-H(P)ETE wieder auf etwa 24 %
(Abb. 3.4.). Der Effekt konnte zwar dadurch nicht wieder komplett aufgehoben werden, das Er-
gebnis zeigt aber, dass die drei Sequenzdeterminanten Phe-352, Ile-417 und Ile-592 in ihrer
dreidimensionalen Struktur rdumlich miteinander interagieren und Einfluss auf die Reakti-
onsspezifitit dieser Lipoxygenase nehmen.

Damit bestitigen diese Mutageneseuntersuchungen, die Anwendbarkeit des Triadenmo-

dells auf die Reaktionsspezifitit der P. pygmaeus 12/15-LOX.

3.2.2. Mutagenese der 12/15-1.LOX von Macaca mulatta

Die Expression der M. mulatta 12/15-LOX ergab ein Enzym, welches fast ausschlieBlich
12-H(P)ETE bildet. Dies war aus dem Aminosdureabgleich und dem Valin an Position 417 und
418 zu erwarten, wenn man das Triadenmodell als Grundlage fiir die Reaktionsspezifitit betrach-
tet. Aus den Erfahrungen, die aus Mutageneseuntersuchungen der Kaninchen-12/15-LOX und,
wie oben beschrieben, aus denen der P. pygmaeus 12/15-LOX hervorgingen, sollte nun iiberpriift
werden, ob die Reaktionsspezifitit der M. mulatta 12/15-LOX durch Mutagenese der Sequenzde-
terminanten ebenfalls verinderbar ist. Da der Wildtyp zu etwa 99 % 12-H(P)ETE bildet, bestand
das Ziel vorrangig darin, das Enzym zur Bildung von 15-H(P)ETE zu bringen. Dies wurde durch

Einsatz groBerer Seitenketten an den Sequenzdeterminanten versucht.

Borngriber I-Determinante

Um das Volumen der Bindungstasche weiter zu verkleinern und die Oxidation am C15 zu
provozieren, wurde Phe-352 durch ein groBeres Tryptophan ersetzt. Dies fiihrte jedoch nur zu
einer geringen Verdnderung der Reaktionsprodukte. Der Anteil an 15-H(P)ETE stieg lediglich
gering an (1,8 £0,7 %), war jedoch im Vergleich zum Wildtyp ohne statistisch signifikanten
Unterschied (p = 0,12).

Sloane-Determinante

Betrachtet man die drei Sequenzdeterminanten Phe-353, Ile-418 und Ile-593 der Kanin-
chen-12/15-LOX und vergleicht sie mit der Aminoséduresequenz der M. mulatta 12/15-LOX, so
fallt auf, dass sich anstelle des Ile-417 ein Valin in der M. mulatta 12/15-LOX befindet
(Abb. 3.1.). Dieses hat eine kleinere Seitenkette als das bei den anderen bisher untersuchten Li-
poxygenasen vorkommende Isoleucin. Daher war zu vermuten, dass diese Position fiir die

Reaktionsspezifitiat der M. mulatta 12/15-LOX verantwortlich ist. Es zeigte sich, dass die Substi-
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tution durch ein Isoleucin den Anteil an 15-H(P)ETE auf 25 % steigert. Diese Veridnderung
konnte noch weiter verstirkt werden, je groBer die Aminosdure an Position 417 wurde
(Abb. 3.5.). Durch den Einsatz eines Methionins (V417M) stieg der Anteil an 15-H(P)ETE auf
44 %. Die Mutante V417F erbrachte sogar zu 65 % 15-H(P)ETE als Reaktionsprodukt, wodurch
die Reaktionsspezifitidt von einem vorrangig C12-oxidierenden zu einem C15-oxidierenden En-
zym umgekehrt werden konnte. Diese Veridnderungen, die zu einem stetigen Anstieg der 15-
H(P)ETE-Produktion fiihrten, waren verglichen mit den einzelnen Mutanten hoch signifikant

(p < 0,001).
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g 12-HETE 12-HETE 12-HlETE 15-HETE
3
N
©
o]
c
2
= A
3 15-HETE 15-HETE 12-HETE
3
< k \'\ \L
- | | | 1
10 10 10 10

Retentionszeit [min]

0,9+0,8 25535 43955 64,754
Anteil an 15-HETE [%]

Abb. 3.5.: Einzelmutanten der Val-417 (Sloane-Determinante) der M. mulatta 12/15-LOX. Die
Mutanten der M. mulatta 12/15-LOX wurden als His-Tag-Fusionsprotein in E. coli exprimiert und die
Reaktionsspezifitit der Arachidonsidureoxidation mittels RP-HPLC analysiert. Die entsprechenden
Chromatogramme fiir jede Mutante sind hier dargestellt. Die Unterschiede zwischen den einzelnen
Mutanten waren hoch signifikant (p < 0,001).

Da anzunehmen ist, dass die vermehrte Bildung an 15-H(P)ETE auf die Verkleinerung der
Substratbindungstasche zuriickzufiihren ist, wurden die spezifischen Volumina der Aminosiure-
reste mit der 15-H(P)ETE-Produktion korreliert. Dabei konnte gezeigt werden, dass je groB3er das
Aminosdurerest-Volumen der entsprechenden Aminosédure war, desto groBer war auch der Anteil
an 15-H(P)ETE. Der Korrelationskoeffizient von 0,94 wies dabei einen starken Zusammenhang
nach (Abb. 3.6.). Verfolgte man das Vorgehen, die 15-H(P)ETE-Produktion zu steigern, indem

man die Bindungstasche durch Einfiigen grolerer Aminosduren verkleinert, so war zu erwarten,
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dass ein Tryptophan (Seitenketten-Volumen: 225 A®) an Positon 417 den grofBten Effekt erzielen
wiirde. Interessanterweise fiihrte diese Mutante (V417W) nur zu einer geringen Steigerung der
15-H(P)ETE-Produktion. Der Anteil an 15-H(P)ETE stieg nur auf 7,1 +4,1 % an. Dies war im
Vergleich zum Wildtyp zwar signifikant (p < 0,01), allerdings war diese Mutante ebenfalls ein

hauptsédchlich C12-oxidierendes Enzym.
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Abb. 3.6.: Zusammenhang zwischen Van-der-Waals-Volumen der Sloane-Determinante Val-
417 und 15-HETE-Produktion der M. mulatta 12/15-LOX. Durch ortsgerichtete Mutagenese wur-
de das Valin an Position 417 durch andere Aminosiuren ausgetauscht. Die eingefiigten Aminosduren
besitzen Seitenketten mit einem unterschiedlichen Volumen. Dieses wurde mit der jeweiligen Pro-
duktion an 15-HETE korreliert. (A) Dabei erkennt man eindeutig eine positive Korrelation zwischen
zunehmenden Van-der-Waals-Volumen und daraus folgend einem Anstieg der 15-HETE-Produktion
(Korrelationskoeffizient: 0,94). (B) Die Strukturformeln eingesetzter und potentieller Aminosduren
mit den zugehorigen Aminosédurerest-Volumina sind dargestellt. Die Werte der Volumina beziehen
sich auf Charakterisierungen von Zamyatnin (Zamyatnin 1984).

Dennoch kann damit eine Korrelation zwischen zunehmendem Aminosdurerest-Volumen

und steigender 15-H(P)ETE-Produktion nicht unbedingt widerlegt werden, da ohne genaue Dar-
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stellung der Raumstruktur die Orientierung der Seitenkette im Raum nicht bestimmt werden
kann. Es ist daher moglich, dass sich die Seitenkette des Tryptophans in der Bindungstasche der
Lipoxygenase derart orientiert, dass trotz ihrer GroBe geniigend Platz vorhanden ist. Die
Arachidonsdure konnte dennoch tiefer in die Bindungstasche eindringen und eine vorrangige

C12-Oxidation dadurch zu Stande kommen.

Borngriber II-Determinante

Betrachtet man das Triadenmodell als Grundlage fiir die Reaktionsspezifitit, so miisste ein
groflerer Aminosdurerest an Position Ile-592 die Bildung von 15-H(P)ETE provozieren. Jedoch
zeigten sich kaum Veridnderungen der Produktverhiltnisse nach Mutationen dieser Art. Die
[592F-Mutante erbrachte weder gro3e Unterschiede im Verhiltnis der Reaktionsprodukte vergli-
chen mit dem Wildtyp (IS92F Anteil 12-H(P)ETE 99,7 +0,2 %), noch waren diese von
statistischer Signifikanz (p = 0,22). Die Substitution mit einem Tryptophan ergab zwar einen
signifikanten, allerdings auch nur sehr geringen Anstieg des 15-H(P)ETE auf 2,8 +£1,4 %,
p <0,01).

Fiir die M. mulatta 12/15-LOX konnten diese Mutageneseuntersuchungen zeigen, dass das
Triadenmodell angewendet werden kann. Allerdings gibt es Unterschiede in der Bedeutung der
drei Sequenzdeterminanten fiir die Reaktionsspezifitit der Lipoxygenase. Dabei muss der
Sloane-Determinante die grofite Bedeutung zugeschrieben werden und die dargestellten Ergeb-
nisse zeigen, dass Mutationen an Position 417 die Reaktionsspezifitit der Lipoxygenase
verdndern konnen. Es wird allerdings auch deutlich, dass die Borngrdber-Determinanten (Phe-
352 und Ile-592) eher einen geringen Anteil an der Reaktionsspezifitit der M. mulatta 12/15-
LOX besitzen.

LOX-Isoform Sequenz
Kaninchen 15(S)-LOX-1 INVRARNGLV 409
Humane 15(S)-LOX-2 INTLARELLI 421
Humane 12(R)-LOX INSIGRAVLL 446
Maus 12(R)-LOX INSITGRALLL 446
P. pygmaeus 12/15-LOX INVRARTGLV 408
I

M. mulatta  12/15-LOX NVRARTAQLI 408

Abb. 3.7.: Aminosidureabgleich ausgewihlter Lipoxygenase-Isoformen. Die kritische Aminosiure,
auf der das A-zu-G-Konzept beruht, ist hier hervorgehoben. Nach diesem Modell fiihrt ein Alanin an
dieser Position zu einer Arachidonsédureoxidation in S-Konfiguration, ein Glycin stattdessen zu einer R-
Konfiguration.
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3.3. Einfluss von A-zu-G-Mutationen auf die Reaktionsspezifitit

Untersuchungen von verschiedenen Lipoxygenase-Isoformen ergaben, dass ein Ala-zu-
Gly-Austausch an einer kritischen Position der Primirstruktur zu deutlichen Verianderungen der
Positions- und Enantioselektivitidt von Lipoxygenasen fiihrt. Der Aminosédureabgleich von ver-
schiedenen Lipoxygenasen, die vorrangig Reaktionsprodukte in S-Konfiguration bilden, zeigte
dabei, dass diese iiber ein Alanin an dieser Position verfiigen, R-Lipoxygenasen besitzen statt-
dessen ein Glycin (Abb. 3.7.). Durch A-zu-G-Mutationen bei S-Lipoxygenasen an dieser Stelle
lie} sich diese in eine R-Lipoxygenase konvertieren. Umgekehrtes funktionierte auch fiir R-
Lipoxygenasen, deren Glycin durch ein Alanin substituiert wurde (Coffa und Brash 2004). Fiir
die beiden 12/15-Lipoxygenasen von P. pygmaeus und M. mulatta ergab der Aminosdureab-
gleich, dass das Alanin an Position 403 (Ala-403) diese kritische Determinante ist.
Dementsprechend wurde auch eine S-Konfiguration fiir die Reaktionsprodukte erwartet. Dies
konnte durch die Expression der Wildtypenzyme (3.1.1 und 3.1.2.) auch bestitigt werden. In
Anlehnung an die Ergebnisse von Coffa und Brash erwartete man eine Konvertierung zu einer R-
Lipoxygenase, wenn man das Alanin an Position 403 durch ein Glycin ersetzt. Uberraschender-
weise produzierten diese Mutanten dieselben Hauptprodukte wie die jeweiligen Wildtypenzyme,
allerdings dnderte sich die Reaktionsspezifitit unter Bildung der Nebenprodukte 11R-HETE
bzw. 8R-HETE.

3.3.1. A-zu-G-Mutation der 12/15-LOX von Pongo pygmaeus

Der Wildtyp dieser 12/15-LOX produziert hauptsidchlich 15-H(P)ETE (86,0 £ 0,7 %) und
als Zweitprodukt 12-H(P)ETE. Durch die Mutation des Ala-403 und Substitution durch ein Gly-
cin war die C15-Oxidation zwar immer noch die vorrangige Reaktion, jedoch stieg der Anteil an
11-H(P)ETE signifikant auf 25 % an. Analysen mittels Chiralphasen-HPLC zeigten dabei eine
R-Konfiguration fiir das neu entstandene Produkt. Das Hauptprodukt 15-H(P)ETE war wie beim
Wildtyp S-konfiguriert (Abb. 3.8.).

3.3.2. A-zu-G-Mutation der 12/15-LOX von Macaca mulatta

Wie Voruntersuchungen zeigten, verdndern sich die Reaktionsprodukte von 8R-
Lipoxygenasen dahingehend, dass der Anteil an 12S-HETE steigt, wenn das Glycin an der De-
terminante durch ein Alanin substituiert wird (Coffa und Brash 2004). Umgekehrt miisste
demnach eine A-zu-G-Mutation einer 12S-Lipoxygenase den Anteil an 8R-HETE steigern. Da
die M. mulatta 12/15-LOX vorrangig 12S-HETE bildet, diirfte sich fiir diese Lipoxygenase eben-
falls der Anteil an 8R-HETE erhohen. Tatsidchlich stieg die 8R-HETE-Produktion der A403G-
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Mutante an, allerdings nur sehr gering auf 14 %. Das Hauptreaktionsprodukt war weiterhin 12.5-

HETE (Abb. 3.9.).
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Abb. 3.8.: Vergleich des Wildtyps und der A403G-Mutante der P. pygmaeus 12/15-LOX.
Die Expression erfolgte als His-Tag-Fusionsprotein in E. coli, die Analyse der Arachidonsiu-
reoxidation wurde mittels RP-HPLC durchgefiihrt. Die Chiralphasenuntersuchung des neu
entstandenen 11-HETE der A403G-Mutante ist im kleinen Kasten eingefiigt.

3.4. Trunkationsexperimente und Membranbindungsstudien

Rontgenstrukturanalysen der Kaninchen-12/15-LOX ergaben, dass dieses Enzym aus einer
etwa 12kDa groen N-terminalen B-Faltblattdoméne und einer etwa 63 kDa groen C-
terminalen Domine besteht. Der C-terminalen Doméne wird dabei die katalytische Aktivitit
zugeschrieben, da sie das katalytisch aktive Nicht-Ham-Eisen und die Substratbindungstasche
besitzt (Gillmor et al. 1997). Untersuchungen iiber den Einfluss einer Deletion der NH,-
terminalen Doméne auf die katalytische Aktivitéit dieses Enzyms zeigten, dass die Trunkations-
mutante ebenfalls katalytisch aktiv ist und die Zusammensetzung der Reaktionsprodukte mit
denen des Wildtyps annéhernd identisch waren (Walther et al. 2002). Fiir die 5-Lipoxygenasen
scheint dies nicht zuzutreffen. Entfernte man bei dieser Lipoxygenase die N-terminale Doméne,
so verlor das Enzym seine katalytische Aktivitiat (Chen und Funk 2001). Dies kann unter ande-

rem darauf zuriickzufiihren sein, dass die N-Terminale eine Ca’*-bindende Region besitzt und
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Calcium fiir die Aktivitét der 5-Lipoxygenase essentiell ist (Hammarberg et al. 2000). AuBerdem
beeinflusst die Membranfluiditét die katalytische Aktivitit diese Lipoxygenase, wobei die Akti-
vitdt mit steigendem Anteil an ungesittigten Fettsduren in der Membran ansteigt (Pande et al.
2005). Des Weiteren scheint die N-terminale Doméne teilweise fiir die Bindung an Biomembra-
nen verantwortlich zu sein, da Untersuchungen zur Kaninchen-12/15-LOX, bei denen die N-
Terminale entfernt wurde, eine geringere Membranbindung aufwiesen verglichen mit dem Wild-
typenzym (Walther et al. 2002). Fiir die 5-LOX scheint die N-terminale Doméine essentiell fiir
die Membranbindung zu sein, was aus Untersuchungen zur Kernmembrantranslokation hervor-

geht (Chen und Funk 2001).
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Abb. 3.9.: Vergleich des Wildtyps und der A403G-Mutante der M. mulatta 12/15-L.OX in der SP-
HPLC. Die Expression der beiden Enzyme erfolgte als His-Tag-Fusionsprotein in E. coli und die Reakti-
onsprodukte wurden anschlieBend mittels RP-HPLC auf ihre Arachidonsdureoxidation analysiert,
separiert und aufgefangen. Anschlieend erfolgte die Analyse mittels SP-HPLC, wie sie hier gezeigt ist.
Wihrend der Wildtyp 12S-HETE als Hauptprodukt bildet, steigt der Anteil an 8R-HETE bei der A403G-
Mutante signifikant an. Die entsprechenden Chiralphasen-Chromatogramme sind in den kleinen Késten
eingefiigt.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse zu Trunkationsversuchen einer Sdugetierlipoxygenase
sollte nun untersucht werden, welchen Einfluss eine Deletion der N-terminalen Domine bei den
beiden 12/15-LOXn von P. pygmaeus und M. mulatta besitzt. Mittels PCR wurden die beiden
Enzyme mutiert und N-terminal jeweils um 113 Aminoséduren verkiirzt. Die dadurch nur noch
den C-Terminus enthaltene Trunkationsmutante wurde als His-Tag-Fusionsprotein in E. coli
exprimiert und konnte nach Affinitatschromatographie iiber Ni-TED hochgradig aufgereinigt
werden (Abb. 3.10.).
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Trunkation
US P DF WS EF, EF, ST

Abb. 3.10.: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Aliquots einzelner Aufreinigungs-
schritte der Primaten-LOX-Trunkationsmutante. Nach Aufschluss der Zellpellets und
Zentrifugation (s. Material und Methoden 2.3.4.) wurde je eine Probe von Uberstand (US) und
Pellet (P) genommen. Nach Inkubation in Ni-TED (2.3.5.) wurden Aliquots vom Durchfluss
(DF), dem Waschschritt (WS) und den Elutionsfraktionen (EFy— M. mulatta; EFp—
P. pygmaeus) genommen. In dieser SDS-PAGE wurden Proben der
M. mulatta Trunkationsmutante verwendet. Fiir die P. pygmaeus Trunkationsmutante gilt diese
Abbildung analog. Als Standard (ST) ist die Kaninchen-12/15-LOX in einer Menge von 2 ug
aufgetragen.

3.4.1. Einfluss der Deletion der N-terminalen Doméne auf die katalytische
Aktivitit
Aus den Ergebnissen zu Trunkationsexperimenten der Kaninchen-12/15-LOX konnte man
erwarten, dass sich die Reaktionsspezifitit des trunkierten Enzyms fiir die 12/15-LOX von
P. pygmaeus und M. mulatta kaum veridndert, da die katalytische Aktivitidt vor allem dem C-
Terminus zugeschrieben wird. Beide Trunkationsmutanten sind katalytisch aktiv und favorisier-
ten die Oxidierung desselben C-Atoms wie der jeweilige Wildtyp, d. h. der C-Terminus der
P. pygmaeus 12/15-LOX produzierte hauptsidchlich 15-H(P)ETE, der C-Terminus der M. mulatta
12/15-LOX vorrangig 12-H(P)ETE. Allerdings zeigte sich eine Verdnderung im Verhiltnis der
Reaktionsprodukte.

Katalytische Aktivitit der P. pygmaeus Trunkationsmutante

Die Trunkationsmutante von P. pygmaeus favorisierte wie die Wildtyp 12/15-LOX die

Oxidierung des C15-Atoms. Interessanterweise stieg aber der Anteil des Nebenproduktes 12-
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H(P)ETE bei dieser Mutante signifikant an, was zu einer Verringerung des 15-H(P)ETE auf
78,8 % fiihrte (Abb. 3.11.). Die Chiralitdt des Hauptproduktes dnderte sich erwartungsgemil

nicht und war wie beim Wildtyp S-konfiguriert.

Wildtyp Trunkation

15-HETE 15-HETE

I| WP

12-HETE

Absorption bei 235 nm

12-HETE
| ]
15 15
Retentionszeit [min]

86,0+ 6,7 78,8133
Anteil an 15-HETE [%]

Abb. 3.11.: Reaktionsspezifitit der Wildtyp 12/15-LOX und der Trunkationsmutante von
P. pygmaeus. Nach Deletion der N-terminalen Doméne wurde die Trunkationsmutante sowie der
Wildtyp als His-Tag-Fusionsprotein in E. coli exprimiert und die Arachidonsidureoxidation mittels
RP-HPLC analysiert. Die reprisentativen Chromatogramme mit den entsprechend gebildeten An-
teilen an HETE sind hier dargestellt. Der Unterschied zwischen Wildtyp und Trunkationsmutante
war signifikant (p < 0,01).

Katalytische Aktivitit der M. mulatta Trunkationsmutante

Wie der Wildtyp dieser 12/15-LOX favorisierte auch die Trunkationsmutante von
M. mulatta die Arachidonsdureoxidierung zu 12-H(P)ETE. Dieses Reaktionsprodukt war in sei-
ner Chiralitdt ebenfalls S-konfiguriert. Allerdings stieg auch bei dieser Mutante die Produktion
des Nebenproduktes 15-H(P)ETE an, wodurch der Anteil an 12-H(P)ETE nur noch 93,1 % be-
trug. Diese, wenn auch geringe, Veridnderung in der Reaktionsspezifitit war statistisch

signifikant (p<0,05) (Abb. 3.12.).

3.4.2. Einfluss der Deletion der N-terminalen Doméne auf die Membranbindung

Wie Untersuchungen von Walther zeigten, verringert sich die Bindung der Kaninchen-12/15-
LOX an Biomembranen, wenn man die N-Terminale entfernt (Walther ez al. 2002). Dieses Ver-

halten konnte fiir die beiden Primatenlipoxygenasen ebenfalls bestitigt werden. Fiir diese
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Untersuchungen wurden die Enzyme mit submitochondrial membranes (SMP) bzw. EDTA High
Salt stripped Rough Microsomes (EKRM) als Modellmembranen inkubiert. Beide Lipoxygena-
sen binden groBtenteils an Membranen, wenn sie als Wildtyp vorliegen. Die
Membranbindungkapazitit des Enzyms verringert sich bei beiden Lipoxygenasen, wenn man die

N-terminale Doméne entfernt, jedoch ist diese Eigenschaft nicht vollkommen aufgehoben.

Wildtyp Trunkation
12-HETE 12-HETE

'F

Absorption bei 235 nm

P A WA

1 ||
15 15
Retentionszeit [min]

0,9%0,8 6,922
Anteil an 15-HETE [%)]

Abb. 3.12.: Reaktionsspezifitit der Wildtyp 12/15-LOX und der Trunkationsmutante von
M. mulatta. Nach Deletion der N-terminalen Domédne wurde die Trunkationsmutante sowie der
Wildtyp als His-Tag-Fusionsprotein in E. coli exprimiert und die Arachidonsidureoxidation mittels
RP-HPLC analysiert. Die repréisentativen Chromatogramme mit den entsprechend gebildeten An-
teilen an HETE sind hier dargestellt. Der Unterschied zwischen Wildtyp und Trunkationsmutante
war signifikant (p < 0,05).

Membranbindung der 12/15-Lipoxygenase von P. pygmaeus

Es zeigte sich, dass etwa zwei Drittel der Wildtyp 12/15-LOX von P. pygmaeus an SMP
bzw. EKRM binden. Das restliche Drittel befand sich nach der Inkubation mit den Modellmemb-
ranen im Uberstand und war somit nicht an Membranen gebunden. Dieses Verhiltnis kehrt sich
nahezu um, wenn man die N-Terminale entfernt. Hierbei fanden sich nur noch etwa 33 % des
Enzyms an SMP und 20 % an EKRM gebunden, d. h. der membrangebundene Anteil nimmt
deutlich ab. Anscheinend ist dabei die Affinitiit der Trunkationsmutante zu SMP etwas besser als
zu EKRM (Abb. 3.13. bzw. Tabelle 3.2.). Durch die Deletion der N-terminalen Domine verliert
die 12/15-LOX von P. pygmaeus zwar nicht komplett ihre Membranbindungseigenschaft, aller-

dings wird diese eindeutig eingeschrénkt.
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P. pygmaeus M. mulatta
WT WT+ Trunk  Trunk+ WT WT+ Trunk Trunk+
SMP SMP SMP SMP
Ko US P | Ko US P Ko 0US P | Ko _ISf P
| — — — '
[(“E — — (—_———
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WT WT+ Trunk Trunk+ WT WT+ Trunk  Trunk+
EKRM EKRM EKRM EKRM
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-— 7 T | — — -
-—
B D

Abb. 3.13.: Western Blot zur Untersuchung der Membranbindung der Primatenlipoxygenasen.
Der Wildtyp sowie die trunkierte 12/15-LOX von P. pygmaeus bzw. M. mulatta wurden als His-Tag-
Fusionsproteine in E. coli exprimiert, Ni-TED gereinigt und anschlieBend mit submitochondrial
membranes (SMP) bzw. EDTA High Salt stripped Rough Microsomes (EKRM), als Modellmembranen
inkubiert (s. Material und Methoden 2.5.2.). Nach Zentrifugation bei 65.000 rpm befand sich der
membrangebundene Anteil im Pellet (P) und der nicht gebundene Teil im Uberstand (US). Der Western
Blot, nach anti-RGS-His-Antikorperreaktion, ist hier fiir die beiden Primatenlipoxygenasen dargestellt.
P. pygmaeus: Wildtyp (WT) und Trunkation (Trunk) mit SMP (A) bzw. EKRM (B) und M. mulatta:
Wildtyp (WT) und Trunkation (Trunk) mit SMP (C) bzw. EKRM (D). Das jeweilige Enzym ist als
Kontrolle (Ko) ohne Membran mit aufgetragen.

Membranbindung der 12/15-Lipoxygenase von M. mulatta

Wie die 12/15-LOX von P. pygmaeus bindet auch der Wildtyp der M. mulatta 12/15-LOX
hauptsédchlich an Membranen. Dabei bestand ein Unterschied in der Affinitdt zu den unterschied-
lichen Modellmembranen. Der Wildtyp war zu etwa 80 % an SMP gebunden, bei Inkubation mit
EKRM nur zu etwa 64 %. Auch bei dieser Lipoxygenase wurde die Membranbindung durch De-
letion der N-Terminalen eingeschriankt. Der C-Terminus der M. mulatta 12/15-LOX wurde nur
noch zu etwa 31 % an SMP und zu 25 % an EKRM gebunden. Auch bei dieser Trunkationsmu-
tante zeigte sich eine etwas hohere Affinitit zu den SMP. Fiir die M. mulatta 12/15-LOX konnte
gezeigt werden, dass die Deletion der N-terminalen Domine die Membranbindung deutlich ein-

schréinkt, sie aber nicht komplett aufhebt (Abb. 3.13. bzw. Tabelle 3.2.).
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Tabelle 3.2.: Membranbindung der Primatenlipoxygenasen. Der Wildtyp sowie die trunkierte 12/15-
LOX von P. pygmaeus bzw. M. mulatta wurden als His-Tag-Fusionsproteine in E. coli exprimiert, Ni-TED
gereinigt und anschlieend mit submitochondrial membranes (SMP) bzw. EDTA High Salt stripped Rough
Microsomes (EKRM), als Modellmembranen inkubiert (s. Material und Methoden 2.5.2.). Nach Zentrifuga-
tion bei 65.000 rpm befand sich der membrangebundene Anteil im Pellet und der nicht gebundene Teil im
Uberstand. Gezeigt ist die prozentuale Verteilung von membrangebundenem und nicht gebundenem Enzym.

Wildtyp Trunkationsmutante
Uberstand [%] Pellet [%] Uberstand [%] Pellet [%]

P. pygmaeus
SMP 32, 7+7,7 67,377 67,5+ 10,8 32,5+10,8
EKRM 37,7+0,1 62,3 +0,1 79,9 £33 20,1 £3,3

M. mulatta
SMP 19,8 £3,1 80,2 + 3,1 69,5 +9.,3 30,5+9,3

EKRM 36,5+0,7 63,5+0,7 749 +2.4 25,124
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4. Diskussion

Fiir die Untersuchung von Proteinen und Enzymen ist es oft nétig, diese aus Blut oder Ge-
webe zu extrahieren und anschlieBend aufzureinigen. Dabei besteht die Gefahr, dass man nur
geringe Mengen der zu untersuchenden Proteine gewinnt, Proben durch Fremdprotein verunrei-
nigt sind und dadurch die Ergebnisse verfilscht werden konnen. Durch rekombinante Expression
hat man die Moglichkeit, Protein gezielt herzustellen und anschlieBend aufzureinigen. Die Ver-
unreinigung durch andere Proteine bleibt dabei verhiltnismédBig gering und durch das
Einschleusen mutierter DNA-Sequenzen lassen sich auch leicht Proteine mit verdanderter Amino-
sauresequenz herstellen. Die Fusion mit einer Tag-Region bietet dariiber hinaus die Moglichkeit,
das Protein in hohem Grade aufzureinigen. Es gibt verschiedene Tags, die fiir die Fusion mit
Proteinen zur Verfiigung stehen. Griin fluoreszierende Proteine (GFP) haben den Vorteil, dass
man die Lokalisation des zu untersuchenden Proteins direkt in lebenden Zellen oder Geweben
nachweisen kann. Allerdings kann es aufgrund seiner GroBe (238 Aminosduren, 26,9 kDa) zu
fehlgefalteten Proteinen kommen. Ein weiterer Tag ist das Calmodulin-Binde-Peptid, welches in
der Anwesenheit von Calciumchlorid an Calmodulin bindet. Dieses hat eine hohe Affinitit und
sorgt fiir eine sehr gute Aufreinigung. Der grole Anteil an Calmodulin-bindenden Proteinen in
Saugetierzellen schrinkt seine dortige Verwendung jedoch ein. Ein sehr hiufig verwendeter Tag
ist der Poly-His-Tag, der aus 2 — 10 (meistens 6) Histidinen besteht. Mit knapp 1 kDa ist dieser
Tag einer der kleinsten und kann sowohl am N-Terminus, als auch am C-Terminus fusioniert
werden. Der technische Aufwand ist gering und unter denaturierenden Bedingungen erreicht
man sehr reine Proteine. Unter physiologischen Bedingungen ist allerdings die Gefahr gegeben,
dass die biologische Aktivitit und die Tertidrstruktur des Proteins beeinflusst werden. Fiir die
beiden 12/15-LOXn von P. pygmaeus und M. mulatta fithrte die Verwendung einer His-Tag-
Region zur Gewinnung hochgradig gereinigter Enzyme, welche als His-Tag-Fusionsprotein in
E. coli exprimiert wurden. Durch ortsgerichtete Mutation an Determinanten des Triadenkonzep-
tes konnten Riickschliisse auf die Reaktionsspezifitit der beiden Lipoxygenasen geschlossen
werden. Die Stereospezifitit der beiden 12/15-LOXn wurde durch Mutation an einer kritischen
Aminoséiure, die sich in der Nihe des aktiven Zentrums befindet, veriandert. Des Weiteren konn-
te durch Trunkationsversuche die Bedeutung der N-terminalen Domine fiir die katalytische
Aktivitdat und die Bindung an Biomembranen néher beleuchtet werden. Welche Konsequenzen
diese Ergebnisse fiir die weitere Untersuchung von Lipoxygenasen haben und welche Ausblicke

sie bilden, soll im folgenden Abschnitt diskutiert werden.
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4.1. Raumstruktur von Lipoxygenasen

Ein groBer Anteil, der zum Verstindnis von Reaktions- und Stereospezifitit von LOXn
beigetragen hat, geht auf Mutageneseuntersuchungen an kritischen Aminosduren der Primir-
struktur zuriick. Dadurch konnten Modelle wie das Triadenkonzept (Borngréiber et al. 1999)
etabliert werden. Allerdings ist auf Grundlage von Mutationen nur eine indirekte Aussage auf die
Raumstruktur von LOXn moglich. Einen groe Fortschritt zum Verstindnis der Struktur-
Wirkungsbeziehung von LOXn erbrachte die Aufkldarung der 3D-Struktur der Sojabohnen-LOX-
1, wodurch zum ersten Mal die Struktur einer LOX dargestellt werden konnte (Boyington et al.
1993). Mit der Aufkldrung der Rontgenstruktur der Kaninchen-12/15-LOX konnte erstmals eine
tierische LOX in ihrer Struktur beschrieben werden (Gillmor et al. 1997). Diese Daten deuteten
an, dass LOXn im Allgemeinen in eine N-terminale B-Faltblattdomine und eine C-terminale a-
helikale Doméne untergliedert werden konnen. Des Weiteren waren die Darstellung der stiefel-
formigen Substratbindungstasche und die enge Beziehung der Triaden am Boden der
Bindungstasche moglich. Leider liegen derzeit erst wenige Raumstrukturen von LOXn vor. Ne-
ben den bereits erwdhnten konnte die Struktur der Korallen-8-LOX (Neau et al. 2009) und
einiger anderer Sojabohnen-LOXn dargestellt werden (Skrzypczak-Jankun et al. 2006; Youn et
al. 2006). Des Weiteren gibt es zurzeit auch keine Strukturmodelle von trunkierten LOXn, wo-
durch eventuelle Anderungen in der Konformation der katalytischen Domine erkennbar wiren.
Die diinne Datenlage zu Kristallstrukturen von LOXn ist auf die aufwendige und schwierige
Herstellung von Proteinkristallen zuriickzufiihren. Dafiir benotigt man grole Mengen reinstes
Protein (2 — 20 mg/ml), das aus natiirlichen Quellen in geeigneter Qualitéit nicht zu prédparieren
ist. Eine gute Grundlage zur hochgradigen Aufreinigung von rekombinantem Protein ist die Fu-
sion mit einer His-Tag-Region. Dadurch kann mittels Affinitdtschromatographie ein hoher
Reinheitsgrad erreicht werden. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten 12/15-LOXn von
P. pygmaeus und M. mulatta war die Expression als His-Tag-Fusionsprotein erfolgreich. Da-
durch konnten die Enzyme hochgradig aufgereinigt werden, was auch fiir die trunkierten
Enzyme zutraf. Dabei war besonders die Trunkation der M. mulatta 12/15-LOX allein durch die
Inkubation mit Ni-TED sehr gut aufzureinigen (Abb. 3.10.). Dadurch ergibt sich die Moglich-
keit, die trunkierte M. mulatta 12/15-LOX fiir Kristallisationsansitze zu verwenden. Die
Ergebnisse der beiden Trunkationsmutanten der 12/15-LOX von P. pygmaeus und M. mulatta
(siehe 3.4.) sprechen fiir einen direkten Einfluss der N-terminalen Doméne auf die Struktur der
katalytischen Doméne, die durch direkte Kristalldaten ndher charakterisiert werden konnten. Auf

Grundlage der urspriinglichen Rontgenstrukturdaten zur Kaninchen-12/15-LOX wurde eine
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Reinterpretation vorgenommen, die LOXn als dynamische Strukturen darstellt (Choi et al.
2008). Durch Bindung eines Liganden am aktiven Zentrum wird eine Konformationsinderung
induziert, die sowohl die Proteinoberfldche (12 A Verschiebung der Helix 2) als auch die Struk-
tur der Substratbindungstasche (6 A Verschiebung von Leu-597) betrifft. Gerade die
Verschiebung des Leu-597 hat einen direkten Einfluss auf die Triadendeterminanten am Boden
der Bindungstasche. Diese sind in der entspannten (Liganden-freien) Form des Enzyms nicht
Teil der Bindungstasche, da diese von der Seitenkette des Leu-597 eingeengt wird. In der kon-
densierten (Liganden-gebundenen) Form ist die Seitenkette des Leu-597 umorientiert und
ermoglicht die Offnung der Bindungstasche, so dass das Substrat in der Lage ist, mit den Triaden
zu interagieren. Diese Daten belegen, dass die beobachteten strukturellen Verdnderungen auch
von funktioneller Bedeutung sind. Daher wire es wichtig, Fortschritte bei der Kristallisation
trunkierter LOXn zu erzielen, um strukturelle Verdnderungen an diesen genauer untersuchen zu
konnen. Sowohl die ,,Mini-LOX*, welche durch proteolytische Digestion aus der Sojabohnen-
LOX-1 entstanden ist, als auch die trunkierte 12/15-LOX von M. mulatta konnten dafiir in Be-

tracht gezogen werden.

4.2. Stirken und Schwiichen des Triadenkonzeptes

Vor knapp 20 Jahren wurde bei Untersuchungen an der humanen 12/15-LOX eine Amino-
sdure an Position 417 (Ile-417) beschrieben, die eine entscheidende Determinante fiir die
Reaktionsspezifitat von Lipoxygenasen darstellt (Sloane et al. 1991). Einige Zeit spéter konnte
eine weitere Determinante, Phe-353, der Kaninchen-12/15-LOX ermittelt werden (Borngriber et
al. 1996). Die dritte Determinante, Ile-593, vervollstindigte schlieBlich das Triadenkonzept
(Borngriber et al. 1999). Dieses Modell bietet einen relativ einfachen Erkldrungsansatz, um die
Reaktionsspezifitit tierischer Lipoxygenasen zu erklidren. Es basiert darauf, dass das Volumen
der hydrophoben Bindungstasche die Eindringtiefe des Substrates bestimmt. Die drei Determi-
nanten Phe-353, Ile-418 und Ile-593 (Aminosdurenummerierung beziiglich der Kaninchen-
12/15-LOX) bilden dabei den Boden der Substratbindungstasche und in Abhéngigkeit von der
GroBe ihrer Seitenketten erhilt die Bindungstasche ein unterschiedliches Volumen. Die Arachi-
donsdure taucht danach mit dem Methylende voran in die Bindungstasche ein und abhingig von
der Eindringtiefe gelangen unterschiedliche C-Atome der Fettsidure in die Nihe des Wasserstoft-
abstrahierenden Eisens. Diverse Mutageneseuntersuchungen konnten dieses Konzept bestatigen.
So konnte die humane 12/15-LOX durch die 1417V+M418V-Doppelmutation in ein C12-
lipoxygenierendes Enzym ungewandelt werden (Sloane et al. 1995). Diese Doppelmutante zeigte

eine iibereinstimmende Aminosduresequenz mit 12-lipoxygenierenden Enzymen und somit auch
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der M. mulatta 12/15-LOX fiir diesen kritischen Sequenzabschnitt (Abb. 3.1.). Folglich war fiir
die M. mulatta 12/15-LOX eine C12-Lipoxygenierung anzunehmen, was im Rahmen dieser Ar-
beit auch bestitigt werden konnte (Abb. 3.3.). Der Ort der Oxygenierung lédsst sich dadurch
erklidren, dass Valin eine wesentlich kleinere Seitenkette als das Isoleucin bzw. Methionin besitzt
(Abb. 3.6. B). Daher wird das Volumen der Bindungstasche vergrofert, die Arachidonsdure kann
tiefer eindringen und das C10 der Arachidonsiure gelangt in die Néhe des katalytischen Eisens.
Die durch Sloane et al. verfolgte Strategie, die Bindungstasche durch Einbau kleinerer Amino-
sauren zu vergrofern, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgegriffen und auf
umgekehrte Art an der M. mulatta 12/15-LOX angewandt. Durch den stetigen Einbau von Ami-
nosduren mit groBeren Seitenketten konnte diese 12-LOX in ein vorrangig CI15-
lipoxygenierendes Enzym ungewandelt werden (Abb. 3.5.). Dabei konnte eine direkte Korrelati-
on zwischen dem van-der-Waals-Volumen der Aminosidureseitenketten und der Produktion von
15-H(P)ETE gezeigt werden (Abb. 3.6.). Das bedeutet, die Sloane-Determinante hat einen ent-
scheidenden Einfluss auf das Reaktionsverhalten der M. mulatta 12/15-LOX. Allerdings muss
erwidhnt werden, dass durch den Einbau eines Tryptophans (Val417Trp), einer Aminoséure, die
grofler als das Phenylalanin ist, die Bildung an 15-H(P)ETE nicht weiter gesteigert werden konn-
te, sondern diese Mutante ein dhnliches Produktverhiltnis wie der Wildtyp aufweist. Man konnte
in diesem Fall davon ausgehen, dass die grofle Seitenkette des Tryptophans sich anders in der
Bindungstasche orientiert, so dass die Arachidonséure trotz Einfithrung eines grolen Restes tief
in die Bindungstasche eindringen kann. Da im Bereich der Borngriber-Determinanten der
M. mulatta 12/15-LOX die Aminosduresequenz mit der Sequenz der humanen 12/15-LOX und
Kaninchen-12/15-LOX iibereinstimmen (Abb. 3.1.), wurde auch an diesen Positionen versucht
durch Einbau groflerer Aminosduren die Produktion von 15-H(P)ETE zu forcieren. Allerdings
fiihrte dieses Vorgehen nicht zu einer signifikanten Verianderung der Produktverhiltnisse im
Vergleich zum Wildtypenzym. Lediglich der Einbau eines Tryptophans anstelle des Isoleucins
an Position 592 (I1e592Trp) erbrachte einen signifikanten, jedoch nur geringen Anstieg an 15-
H(P)ETE auf 2,8 £ 1,4 % (p <0,01). Dies ldsst vermuten, dass fiir die M. mulatta 12/15-LOX
vor allem die Sloane-Determinante eine wichtige Rolle in der dreidimensionalen Wechselwir-
kung der Triaden spielt. Denkt man dieses Konzept konsequent weiter, sollte der Anteil von 9-
H(P)ETE am Produktmuster ansteigen, wenn man das Volumen der Bindungstasche noch weiter
vergrofert. So konnte durch den Einbau eines Alanins (Val417Ala) das C7 der Arachidonsiure
in die Ndhe des Wasserstoff-abstrahierenden Eisens gelangen, was eine C9-Lipoxygenierung zur
Folge hitte. Diese Strategie bietet eine plausible Moglichkeit, das Triadenkonzept zu erweitern.

Sollte diese Strategie aufgehen, wiirde das Triadenkonzept nicht nur die Verdnderung von 12-



54 Diskussion

Lipoxygenierung in 15-Lipoxygenierung, bzw. umgekehrt, erklidren, sondern auch die potentielle
Umwandlung in eine 9-LOX. Aus der Korrelation der 15-H(P)ETE-Produktion und dem van-
der-Waals-Volumen der Aminosdurereste ldsst sich ein direkter Zusammenhang zwischen diesen
beiden Groflen feststellen (Abb. 3.6.). Wenn diese Korrelation in Richtung kleinerer Aminosau-
rereste weiter besteht, ist die Bildung eines C9-lipoxygenierenden Enzyms denkbar. Diese
Theorie wiirde auch dahingehend nachvollziehbar sein, wenn man das Triadenkonzept auf die
humane 5-LOX bezieht. Bei dieser LOX bilden Phe-359, Ala-424 und Ala-603 die korrespondie-
renden Triadendeterminanten, wenn man die Aminosduresequenz von 12/15-LOXn und der
humanen 5-LOX miteinander vergleicht. Demnach wiirden die Sloane-Determinante und auch
die Borngriber II-Determinante der Arachidonsiure ein tieferes Eindringen in die Bindungsta-
sche ermoglichen, welche durch die beiden Alanine ein groeres Volumen bekdme. Molekulare
Modellierungen haben gezeigt, dass die 5-LOX eine bis zu 20 % gréere Bindungstasche als die
Kaninchen-12/15-LOX besitzt (Gillmor et al. 1997). Demnach konnte die Arachidonsiure tiefer
eindringen und der Wasserstoff konnte vom C7 abstrahiert werden. Durch eine Quadrupelmuta-
tion (F359W+A4241+N425M+A6031) an den Determinanten des Triadenkonzeptes konnte des
Weiteren eine 5-LOX in ein 15-lipoxygenierendes Enzym umgewandelt werden (Schwarz et al.
2001). Diese Daten deuten darauf hin, dass eine Anderung der Reaktionsspezifitit durch eine
Verkleinerung der Substratbindungstasche moglich ist.

Fiir die P. pygmaeus 12/15-LOX ergaben die durchgefiihrten Mutageneseuntersuchungen
ein deutliches Zusammenspiel der drei Determinanten in ihrem Einfluss auf die Reaktionsspezi-
fitdt. Da der Wildtyp vor allem 15-H(P)ETE bildet, wurden Veridnderungen an den Aminoséduren
vorgenommen, die die Bildung von 12-H(P)ETE fordern sollten. Dabei konnte fiir jede einzelne
Determinante ein Einfluss mit jedoch unterschiedlicher Bedeutung festgestellt werden. Die grof3-
te Wirkung zeigten die Borngriber I- und Sloane-Determinante (Phe-352 und Ile-417). Durch
Einbau kleinerer Aminosduren an diesen Positionen konnte das Produktverhéltnis nahezu umge-
kehrt werden (Tabelle 3.1.). Auch die der Sloane-Determinante angrenzende Position Met-418
scheint einen gewissen Einfluss auf die Reaktionsspezifitit zu besitzen. Durch die M418V-
Mutation konnte der Anteil an 12-H(P)ETE signifikant gesteigert werden, was durch eine Volu-
menzunahme der Bindungstasche erklarbar wire. Dieses Ergebnis ist konsistent mit
Untersuchungen zur humanen 12/15-LOX, nach denen dem Met-418 ebenfalls ein Einfluss auf
die Positionsspezifitit zugeschrieben wird (Sloane ef al. 1995). Allerdings war das Hauptprodukt
bei der Mutante der P. pygmaeus 12/15-LOX weiterhin mit etwa 60 % 15-H(P)ETE, ebenso wie
bei der Mutation an der Borngriber II-Determinante (I592A). Demnach scheint die Borngri-

ber II-Determinante nur einen geringeren Einfluss auf die Reaktionsspezifitit der P. pygmaeus
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12/15-LOX zu besitzen. Allerdings ist sie auch im dreidimensionalen Wechselspiel der Triaden
involviert, was aus Doppel- und Trippelmutationen hervorgeht. Der Effekt durch die Verkleine-
rung der Aminosdure an einer Determinante konnte durch VergroBerung an einer anderen
Determinante wieder aufgehoben werden (Abb. 3.4.). Dabei zeigen die Mutageneseuntersuchun-
gen der P. pygmaeus 12/15-LOX ein vergleichbares Ergebnis wie die durch Borngriber et al.
durchgefiihrten Versuche zur Kaninchen-12/15-LOX (Abb. 4.1.) (Borngriber ef al. 1999).

wild-type F353L F353L+1418F  F353L+I418F+I593A

15-HETE
12-HETE
15-HETE
12-HETE

15-HETE
12-HETE
15-HETE

absorbance at 235 nm

12-HETE

J. L,J _

10 12 1 10 12 10 12
retention time (min)

Abb. 4.1.: Zusammenhiingende Mutationen an Determinanten des Triadenkonzeptes der
Kaninchen-12/15-LOX. Die Abbildung zeigt die Chromatogramme aus Untersuchungen mittels
RP-HPLC von Mutationen an Determinanten der Positionsspezifitdt. Man erkennt ein Zusammen-
spiel zwischen den einzelnen Determinanten und ihren Einfluss auf die Reaktionsspezifitit. Diese
Ergebnisse bilden die Grundlage des Triadenkonzeptes (Borngriber ef al. 1999).

Bei ihren Untersuchungen wurde zum ersten Mal das Zusammenspiel dieser drei kritischen
Aminosduren bestitigt. Alle drei Determinanten beeinflussen sich gegenseitig und fiihren somit
je nach GroBe ihrer Seitenkette zu unterschiedlichen Produktverhiltnissen. Im Falle der
P. pygmaeus 12/15-LOX konnte nun dieses Konzept definitiv bestitigt werden. Auch Mutagene-
seuntersuchungen an der humanen 12/15-LOX konnten das Zusammenspiel der Triaden
nachweisen (Vogel ef al. 2010). Dabei waren die Produktverhéltnisse zwischen den Mutanten
der humanen 12/15-LOX mit denen der P. pygmaeus 12/15-LOX ann#hernd identisch, was auch
auf die hohe Sequenzhomologie von fast 99 % zuriickzufiihren ist.

Zusammenfassend ist das Triadenkonzept folglich auf die humane 12/15-LOX und die

P. pygmaeus 12/15-LOX {iibertragbar. Alle drei Determinanten stehen in direktem Wechselspiel
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miteinander. Fiir die M. mulatta 12/15-LOX lisst sich die Sloane-Determinante als die entschei-
dende Position beschreiben, wohingegen die Borngriber-Determinanten untergeordnete Rollen
spielen.

Allerdings ldsst sich das Triadenkonzept nicht auf alle Lipoxygenasen iibertragen. Trotz ih-
res hohen Grades an Sequenzhomologie von etwa 78 % weisen die humane 15-LOX-2 und die
8S-LOX der Maus eine unterschiedliche Positionsspezifitit auf. Fiir diese beiden Isoformen
konnten zwei Aminosduren als Determinanten fiir die Reaktionsspezifitit identifiziert werden.
Asp-602 und Val-603 in der humanen 15-LOX-2 und korrespondierend dazu Tyr-603 und His-
604 in der 8S-LOX der Maus (Jisaka et al. 2000). Dahingegen scheinen die Determinanten des
Triadenkonzeptes keinen Einfluss auf die Reaktionsspezifitit zu haben. Mutageneseuntersu-
chungen an diesen Determinanten der humanen 15-LOX-2 und der murinen 12R-LOX
verdnderten kaum die Produktverhiltnisse verglichen mit den Wildtypenzymen (Vogel et al.
2010). Der Reaktionsmechanismus fiir diese beiden Isoformen wird mit einer gegensitzlichen
Orientierung des Fettsiduresubstrates in der Bindungstasche erklirt. Bei der humanen 15-LOX-2
dringt demnach die Arachidonsdure mit dem Methylende voran ein unter Abstraktion des Was-
serstoffs am C13 und Sauerstoffinsertion in [+2]-Richtung, wihrend bei der 8S-LOX der Maus
die Arachidonsidure mit dem Carboxylende voran eintaucht. Dadurch wird vom C10 der Wasser-
stoff abstrahiert und der Einbau molekularen Sauerstoffs erfolgt in [-2]-Richtung am C8 (Jisaka
et al. 2000). Diese Theorie wird ebenfalls durch Mutationen an den durch Jisaka et al. beschrie-
benen Determinanten und dem Einfluss des pH-Wertes auf die Reaktionsspezifitit erklirt
(Walther et al. 2009). Demnach ist das His-604 die kritische Determinante fiir die inverse Orien-
tierung der Arachidonsiure und ihrer moglichen Interaktion mit der Carboxylgruppe. Fiir die 8R-
LOX der Koralle wird hingegen postuliert, dass das Substrat von zwei verschiedenen Eingéngen
in die Bindungstasche eindringen kann (Neau et al. 2009). Allerdings liegen derzeit noch keine
experimentellen Daten vor, die diese Theorie direkt bestitigen.

Generell scheint das Triadenkonzept vor allem fiir Lipoxygenasen mit dualer Positionsspe-
zifitdt, wie den 12/15-LOXn, anwendbar zu sein. Jedoch sind weitere Mutagenesestudien bzw.
Rontgenstrukturanalysen notig, um die genauen strukturellen Ursachen der Positionsspezifitét
von Lipoxygenasen zu kldaren. Ein ganzheitliches Konzept fiir alle Lipoxygenaseisoformen
scheint derzeit nicht moglich zu sein, aber vielleicht lassen sich fiir bestimmte Isoformen identi-

sche Prinzipien ihrer Reaktionsspezifitit finden.
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4.3. Ursachen der Stereoselektivitit

Wasserstoffabstraktion und Sauerstoffeinbau sind entscheidende Schritte der Lipoxygena-
sereaktion. Beide Prozesse erfolgen dabei von entgegengesetzten Seiten der durch das
Doppelbindungssystem gebildeten Ebene. Dieser antarafaciale Charakter scheint darauf hinzu-
deuten, dass Wasserstoffabstraktion und Sauerstoffinsertion mechanistisch miteinander
gekoppelt sind (Rickert und Klinman 1999). Allerdings ist die molekulare Grundlage, wodurch
die Sauerstoffinsertion geregelt ist, noch immer Bestandteil intensiver Diskussionen. Der Ver-
gleich von Aminosduresequenzen verschiedener LOX-Isoformen konnte nachweisen, dass S-
Lipoxygenasen an einer kritischen Position ein konserviertes Alanin tragen, wohingegen R-
Lipoxygenasen ein Glycin an dieser Stelle besitzen (Coffa und Brash 2004; Schneider et al.
2007). Wurde Gly-428 der Korallen 8R-LOX durch ein Alanin ersetzt, war 12S-H(P)ETE das
Hauptprodukt dieser Mutante. Vergleichbare Ergebnisse wurden sowohl fiir die humane als auch
die murine 12R-LOX gefunden (Coffa und Brash 2004; Meruvu et al. 2005). Allerdings betrug
bei der 12R-LOX der Maus der Anteil an spezifischem 8S-H(P)ETE nur etwa 40 %. Die G441A-
Mutation erbrachte demnach nur eine partielle Umkehr der Reaktionsprodukte, allerdings mit
deutlicher Anderung der Stereoselektivitit des 8-HETE, welches beim Wildtyp R-konfiguriert,
bei der G441A-Mutante jedoch S-konfiguriert war (Meruvu et al. 2005). Ebenfalls war die um-
gekehrte Strategie an der humanen 155-LOX-2 durch die A416G-Mutation erfolgreich, die
Bildung von 11R-H(P)ETE zu forcieren. Dieses war mit etwa 70 % das Hauptprodukt dieser
Mutante. Partielle Verdnderungen in der Stereoselektivitit konnten auch bei der 8S-LOX der
Maus (Coffa und Brash 2004) und bei der Sojabohnen-LOX-1 beobachtet werden (Coffa et al.
2005). Diese Daten lassen vermuten, dass diese Determinante einen starken Einfluss auf die
Enantioselektivitit von Lipoxygenasen ausiibt.

Fiir die beiden Primatenlipoxygenasen von P. pygmaeus und M. mulatta wies der Amino-
saurevergleich an der kritischen Position ein Alanin mit einer vermuteten S-Konfiguration des
Hauptproduktes nach (Abb. 3.7.). Fiir den Wildtyp der P. pygmaeus 12/15-LOX war das Haupt-
produkt 15S-H(P)ETE. Unter der Vermutung, die Stereoselektivitit durch die A403G-Mutation
zu beeinflussen, wurde die Bildung von 11R-H(P)ETE erwartet. Tatsédchlich stieg dessen Anteil
auch an, allerdings nur auf etwa 25 % der Gesamtproduktbildung. Der Hauptanteil an gebildeten
Produkten lag mit knapp 64 % weiterhin beim 15S-H(P)ETE. Demnach konnte durch diese Mu-
tation keine komplette Umkehr der Stereoselektivitit erreicht werden. Auch bei der M. mulatta
12/15-LOX konnte dieser Effekt nicht gezeigt werden. Der Austausch des Ala-403 durch ein
Glycin lie3 zwar den Anteil an 8R-H(P)ETE ansteigen, jedoch nur auf ca. 14 %. Auch hier war
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12S-H(P)ETE wie beim Wildtyp das Hauptprodukt. Wodurch kann die Stereoselektivitidt nun
erklart werden? Coffa und Brash postulierten die Hypothese, dass zum einen die Orientierung
der Arachidonsédure in der Bindungstasche (Methylende voran oder Carboxylgruppe voran) und
zum anderen die Besetzung der kritischen Position durch ein Glycin oder ein Alanin die
Insertion des molekularen Sauerstoffs bestimmen (Coffa und Brash 2004). Diese ist abhédngig
vom abstrahierten Wasserstoffatom. Wird das pro-S-Wasserstoffatom abstrahiert, so wird Sauer-
stoff auf der gegeniiberliegenden Seite des Pentadiensystems eingebaut. Erfolgt die Abstraktion
vom C13, so wird nach Radikalumlagerung in [+2]-Richtung 15S-H(P)ETE gebildet, nach Um-
lagerung in [-2]-Richtung 11R-H(P)ETE (Abb. 4.2. A). Der Hauptunterschied ist in diesem Falle
die Richtung der Radikalumlagerung, das abstrahierte Wasserstoffatom bleibt dasselbe. Im Ge-
gensatz dazu erfolgt die Abstraktion des pro-R-Wasserstoffatoms bei der 8S-LOX und 12R-LOX
der Maus vom C10 der Arachidonsiure. Dieser Unterschied im abstrahierten Wasserstoff kann
moglicherweise durch eine umgekehrte Orientierung der Arachidonsidure in der Bindungstasche

erkldrt werden (Abb. 4.2. B).

',,/ R-COOH
(pro-s)H H(pro-R)

pro-S-Wasserstoffabstraktion vom C13

HOOC-R “u,
‘4
(pro-R)H H(pro-s)

pro-R-Wasserstoffabstraktion vom C10

Abb. 4.2.: Stereochemische Aspekte von S- und R-Lipoxygenasen. (A) Dringt das Substrat mit
dem Methylende voran in die Bindungstasche ein, so gelangt das pro-S-Wasserstoffatom (in die-
sem Fall vom C13) in die Néhe des Eisens. Ein Sauerstoffeinbau ist aufgrund des antarafacialen
Charakters in 155- oder 11R-Position moglich. (B) Im Falle dessen, dass die Arachidonsdure mit
dem Carboxylende in die Bindungstasche eindringt, gelangt aufgrund der Orientierung das pro-R-
Wasserstoffatom (in diesem Fall vom C10) in die Nidhe des Eisens. Die Sauerstoffinsertion ist
demnach in 8S- oder 12R-Position moglich. Der Sauerstoff kommt in jedem Fall aus derselben
Richtung. Nur die Orientierung des Substrats in der Bindungstasche bestimmt dabei die Position
des Einbaus.
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Dringt diese mit der Carboxylgruppe voran ein, so néhert sich das pro-R-Wasserstoffatom
dem abstrahierenden Eisen. Der Sauerstoff gelangt immer aus der gleichen Richtung zum Sub-
strat, nur eine umgekehrte Orientierung der Arachidonsdure fiithrt zu unterschiedlichen
Chiralititen. Wird das pro-S-Wasserstoffatom vom C13 abstrahiert, so wire eine Sauerstoffinser-
tion in 15S-Position oder 11R-Position moglich. S-Lipoxygenasen besitzen an der durch Coffa
und Brash beschriebenen Determinante ein Alanin (Coffa und Brash 2004). Dieses konnte die
11R-Position blockieren und somit ist der Einbau in 15S-Position die einzige Moglichkeit
(Abb. 1.7.). Wird diese Position durch ein Glycin besetzt, wird die 11R-Position frei und der
Einbau des molekularen Sauerstoffs kann dort erfolgen. Im Falle der Primatenlipoxygenasen ist
der Anteil an 11R- bzw. 8R-H(P)ETE signifikant angestiegen, jedoch waren die Hauptprodukte
weiterhin 15S-H(P)ETE bzw. 125-H(P)ETE. Durch den Einbau des Glycins wiren beide Positi-
onen (bei der P. pygmaeus 12/15-LOX 155/11R) frei, was erkldren konnte, dass nicht nur 11R-
H(P)ETE, sondern auch weiterhin 15S-H(P)ETE gebildet wird. Allerdings ist damit nicht erklart,
warum sich der Anteil an 15S-H(P)ETE verringert oder wie beispielsweise bei der 8S-LOX der
Maus die Reaktions- und Stereospezifitit durch die A417G-Mutation in Richtung 12R-
Lipoxygenierung gedringt wird (Coffa und Brash 2004). Ein prinzipielles Problem der Ala-zu-
Gly-Austausch-Theorie ist, dass das van-der-Waals-Volumen einer Methylgruppe, die den Un-
terschied zwischen Glycin und Alanin ausmacht, nur etwa 20 Al betrigt. Das van-der-Waals-
Volumen eines Sauerstoffmolekiils betriigt hingegen etwa 50 A’. Dies bedeutet, dass der gewon-
nene Raum, der durch den Ala-Gly-Austausch entstehen wiirde, nicht zwangslaufig geniigend
Raum fiir ein zusitzliches Sauerstoffmolekiil bieten wiirde. Es sei denn, dass an dieser Stelle
bereits vorher Freiraum (minimal 30 A®) zur Verfiigung stand. Deshalb konnte man annehmen,
dass durch den Austausch eine Art vorgeformte Sauerstofftasche freigegeben wird, welche sonst
durch das Alanin versperrt ist. Leider gibt es derzeit keine experimentellen Daten, die das Vor-
handensein einer solchen Sauerstofftasche bestdtigen. Des Weiteren scheint es nicht nur eine
Determinante zu geben, die iiber die Stereospezifitit entscheidet. Fiir die 12R-LOX der Maus
zeigte sich ndmlich nicht nur bei der G441A-Mutation ein Anstieg des 8S-H(P)ETE, sondern
auch der Austausch des Val-631 durch ein Alanin, lie den Anteil an 8S-H(P)ETE signifikant
ansteigen (Meruvu et al. 2005). Vergleicht man verschiedene Aminosduresequenzen, so ent-
spricht das Val-631 der durch Borngriber beschriebenen dritten Determinante Ile-593 im
Triadenkonzept (Borngriber et al. 1999). Durch die V631A-Mutation ist demnach ebenfalls eine
Anderung der Enantioselektivitit moglich. Dies ldsst annehmen, dass bei dieser Mutante das
Substrat anders im aktiven Zentrum orientiert ist, als beim Wildtyp (Meruvu et al. 2005). Kiirz-

lich konnte aus dem Zebrafisch eine 12/15-LOX isoliert werden, die an der kritischen Stelle ein
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Glycin tragt und damit als R-LOX wirken sollte. Die Analyse der Reaktionsprodukte der Arachi-
donsdureoxygenierung zeigte jedoch 12S-H(P)ETE als dominierendes Reaktionsprodukt (Jansen
et al., 2011). Umfangreiche Mutageneseuntersuchungen des Glycins und angrenzender Amino-
sduren fiihrten zu inaktiven Enzymvarianten. Damit widerspricht dieses LOX-Isoenzym der Ala-
Gly-Regel der Stereoselektivitit von LOXn.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass es derzeit noch kein einheitliches Konzept
gibt, welches die Ursachen fiir die Stereoselektivitit aller LOXn eindeutig erkldrt. Man muss
davon ausgehen, dass nicht nur eine kritische Aminosdure in der Primérstruktur dafiir entschei-
dend ist, sondern auch Substratorientierung, Reaktionsbedingungen wie z. B. pH-Wert, oder das

Zusammenspiel mehrerer Determinanten die Enantioselektivitit von Lipoxygenasen bestimmen.

4.4. Die Bedeutung der N-terminalen Domine

In allen zur Zeit vorliegenden Kristallstrukturen, sei sie von der Sojabohnen-LOX-1
(Boyington et al. 1993), der Kaninchen-12/15-LOX (Gillmor et al. 1997), oder der Korallen-8-
LOX (Neau et al. 2009), ist fiir alle drei Spezies die Unterteilung des Enzyms in eine C-
terminale und eine N-terminale Domine erkennbar. Auch fiir die Sojabohnen-LOX-3
(Skrzypczak-Jankun et al. 2006) und die Sojabohnen-LOXn VLX-B und VLX-D (Youn et al.
2006) konnte dieser Aufbau nachgewiesen werden. Der C-terminalen Domidne wird dabei vor
allem die katalytische Aktivitdt zugeschrieben, da sie die Substratbindungstasche und das fiir die
LOX-Reaktion entscheidende Nicht-Ham-Eisen besitzt. Die genaue Bedeutung der N-terminalen
Domine ist hingegen noch immer nicht ganz geklirt. Aufgrund ihrer Ahnlichkeit zur (-
Faltblattstruktur der C-terminalen Domine tierischer Lipasen, wurde eine Funktion in der Bin-
dung an Lipoproteinen und Biomembranen vermutet (Gillmor et al.  1997).
Mutageneseuntersuchungen, bei denen die N-terminale Doméne der Kaninchen-12/15-LOX ent-
fernt wurde, bestitigen diese Vermutung, da die Bindung an Biomembranen verringert war
(Walther et al. 2002). Allerdings war das trunkierte Enzym weiterhin in der Lage, an
Biomembranen zu binden. Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass die N-terminale Doméne
nicht essentiell fiir die Membranbindung von LOXn ist, sondern dass auch die katalytische Do-
mine allein Membranbindungsaktivitidt aufweist. Diese konnte auf Wechselwirkungen zwischen
den Membranlipiden und hydrophoben Aminosiduren auf der Oberfliche der katalytischen Do-
mine zuriickgefiihrt werden (Walther et al. 2004). Weiterhin ergaben diese Untersuchungen,
dass die trunkierte 12/15-LOX des Kaninchens katalytisch aktiv war, obwohl die katalytische
Aktivitat nur ca. 20 % der Aktivitiat des Wildtypenzyms entsprach (Walther et al. 2002). Die N-

terminale Doméne scheint demnach nicht essentiell fiir die Aktivitidt von Lipoxygenasen zu sein.
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Untersuchungen zur 5-LOX lieen lange Zeit vermuten, dass die f-Faltblattdoméne aufgrund der
Existenz Ca**-bindendender Aminosiuren essentiell fiir die Enzymaktivitit sei (Kulkarni et al.
2002). Bei dieser LOX-Isoform scheint die N-terminale Doméne besonders bei der
Translokation in die Kernmembran von Bedeutung zu sein (Chen und Funk 2001). Durch die
Trunkation der beiden Primatenlipoxygenasen lief sich eine deutlich eingeschrinkte Bindung an
Biomembranen nachweisen (Abb. 3.13.). Kiirzlich durchgefiihrte Trunkationsuntersuchungen an
der murinen 5-LOX konnten jedoch eindeutig nachweisen, dass zwei unterschiedliche N-
terminale Trunkationsmutanten sowohl katalytische Aktivitit, als auch Membranbindungsaktivi-
tit besallen. Damit sollte das Konzept der Essentialitit der N-terminalen B-Faltblattdoméine fiir
die katalytische Aktivitit und Membranbindung iiberdacht werden. Aufgrund der neuen Er-
kenntnisse scheint die N-terminale Domine an der Regulation der katalytischen Aktivitdt und
der Membranbindung beteiligt zu sein, ist aber nicht, wie frither vermutet, essentiell fiir diese
Prozesse. Diese Arbeitshypothese konnte durch die in dieser Arbeit beschriebenen
Trunkationsuntersuchungen an den 12/15-LOXn von P. pygmaeus und M. mulatta bestitigt wer-
den. Beide trunkierten 12/15-LOXn zeigten durchschnittlich noch ein Viertel der
Membranbindungsaktivitit des Wildtypenzyms. Allerdings scheint die N-terminale Doméne die
Membranbindung deutlich zu verbessern, was die Daten der Kaninchen-12/15-LOX bestétigt
(Walther et al. 2002). Auch die katalytische Aktivitit ging bei der Trunkation der beiden Prima-
tenenzyme nicht vollstdndig verloren und die Reaktionsspezifitit verdnderte sich nur wenig, aber
statistisch signifikant. Der Mechanismus, dem diese Anderung zu Grunde liegt, ist allerdings
unklar. Anzunehmen wire, dass sich durch den Verlust der N-terminalen Doméne die Konfor-
mation der katalytischen Doméne #ndert. Eine generelle Konformationsinderung durch die
Bindung eines Liganden konnte fiir die Kaninchen-12/15-LOX gezeigt werden (Choi et al.
2008). Moglicherweise wird durch das Fehlen der N-terminalen Doméne die Struktur der kataly-
tischen Untereinheit derart veridndert, dass die Groe der Bindungstasche variiert wird und die
Arachidonsdure sich anders in dieser orientiert. Dass das Entfernen der N-terminalen Domine
Einfluss auf die katalytische Aktivitit nimmt, konnte auch an der Sojabohnen-LOX-1 gezeigt
werden. Proteolytische Verkiirzung dieser LOX fiihrte hier jedoch zu einem aktiveren Enzym.
Die Affinitat zum Substrat Linolsdure war bei dieser ,,Mini-LOX* zwar vermindert, allerdings
war die Reaktionsgeschwindigkeit verglichen mit dem Wildtypenzym stark erhoht. Diese Trun-
kationsmutante besitzt demnach eine bessere katalytische Effektivitit, wodurch die N-terminale
Domaine als eine Art Katalyseinhibitor fungieren konnte (Maccarrone et al. 2001).

Versuche an der humanen 5-LOX, deren N-Terminus entfernt wurde, fiihrten zu einem in-

aktiven Enzym, wodurch eine essentielle Bedeutung der N-terminalen Domine fiir die
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katalytische Aktivitit anzunehmen wire (Chen und Funk 2001). Allerdings ist die Interpretation
der fehlenden katalytischen Aktivitét prinzipiell schwierig. Da es aufler aufwendiger Riickmuta-
tionsstudien keine wirklichen Kontrolluntersuchungen fiir derartige Mutagenesestudien gibt,
konnten methodologische Artefakte die Ergebnisse beeinflussen. Die Daten, die zur Kaninchen-
12/15-LOX, den beiden 12/15-LOXn von P. pygmaeus und M. mulatta und der murinen 5-LOX

dazu vorliegen, deuten auf solche Fehlinterpretationen hin.

4.5. Evolutionire Aspekte

LOX-Isoformen konnten in verschiedenen Spezies nachgewiesen werden. So findet man
Lipoxygenasen in Pflanzen und Pilzen (Oliw 2002; Andreou und Feussner 2009), in Sdugetieren
(Brash 1999) und niedrigen Meeresorganismen (Bundy 1985; Hawkins und Brash 1987). Auch
in Bakterien konnten LOX-Isoformen nachgewiesen werden (Porta und Rocha-Sosa 2001). Im
Hefegenom fehlen jedoch charakteristische LOX-Sequenzen. Betrachtet man die drei Dominen
der Lebewesen, so besitzen Eukaryoten und Prokaryoten LOX-Sequenzen. In Archaeen konnte
bisher jedoch noch keine LOX-Isoform gefunden werden. Dies kann mit den extremen Lebens-
raumen von Archaeen zusammenhidngen, die in vulkanischen Gebieten, wie z. B. Geysiren
vorkommen (Hyperthermophile). Andere Vertreter iiberleben nur unter Bedingung mit sehr ho-
hem oder niedrigem pH-Wert (Alkaliphile bzw. Acidophile). Man bezeichnet sie daher auch als
Extremophile, weil sie, verglichen mit anderen Lebewesen, unter unphysiologischen Bedingun-
gen leben. Aufgrund ihres anaeroben Stoffwechsels ist der fiir die LOX-Reaktion essentielle
Sauerstoff fiir die Mehrzahl der Archaeen toxisch. Dies wiirde auch das Fehlen von LOXn in
dieser Domine der Lebewesen erkldren. Ein kiirzlich veroffentlichter Artikel von Ivanov et al.
gibt eine gute Ubersicht iiber Organismen, in denen LOXn gefunden wurden (Ivanov et al.
2010). Allerdings kann sich ihr Nachweis oft nur auf Sequenzvergleiche und Homologien bezie-
hen, besonders auf den relativ gut konservierten Bereich des aktiven Zentrums. Ob es sich bei
den gefundenen Sequenzen wirklich um aktive Enzyme handelt und welche Reaktionsspezifitéit
diese besitzen, bleibt weiterhin unklar. Innerhalb des Tierreiches findet man LOXn in vielen ver-
schiedenen Spezies unterschiedlichen Entwicklungsstandes, beginnend bei einem der strukturell
einfachsten vielzelligen Tiere, Placozoa, Trichoplax adhaerens bis hin zu den evolutiondr am
weitesten entwickelten Primaten. Dazwischen findet man LOX-Isoformen in Korallen, Zecken,
Fischen, Froschen, Hithnern, Méusen, Delfinen, Schweinen, Affen bis hin zum Menschen. Cya-
nobakterien gehoren zu den am lingsten existierenden Organismen der Erde. LOXn wurden in
verschiedenen Ordnungen dieser Bakterien gefunden (Koeduka et al. 2007; Andreou et al. 2008;

Zheng et al. 2008), was annehmen ldsst, dass LOXn schon sehr friih in der evolutiondren Ent-



Diskussion 63

wicklung entstanden sind und dass die erste LOX womdglich in Cyanobakterien exprimiert wur-
de. In Anlehnung an die Endosymbiosetheorie (Sagan 1967) konnten Cyanobakterien der
Ursprung von Chloroplasten sein und es erfolgte ein Transfer von plastidischen Genen in die
nuklearen Genome hinein, wie es schon in einigen Fillen gezeigt werden konnte (Martin et al.
1998; Huang et al. 2003; Maliga 2003). Es ist also anzunehmen, dass sich LOXn in Pflanzen
entwickelt haben und in der Tat konnte kiirzlich eine LOX-Sequenz im plastidischen Genom von

reifen Tomaten gefunden werden (Barsan et al. 2010).

Rhesusaffe (Macaca mulatta)*
Orang-Utan (Pongo abelii)*
Schimpanse (Pan troglodytes)**

Gorilla (Gorilla gorilla)**

Mensch (Homo sapiens)*

| Kleinohr-Riesengalago (Otolemur garnetii)*

Nordliches Spitzhdrnchen (Tupaia belangeri)”

Grauer Mausmaki (Microcebus murinus)®

WeiBblischelaffe (Callithrix jacchus)”

Philippinen-Koboldmaki (Tarsius syrichta)”

Abb. 4.3.: Stammbaum von Primaten-12/15-LOXn. Die Abbildung zeigt den Grad der Homologie
zwischen den zurzeit vorliegenden Primaten-12/15-LOX-Sequenzen. Die Suche nach LOX-spezifischen
Sequenzen erfolgte in verschiedenen Datenbanken (GenBank, Refseq, Uniprot, Ensemble). Die Erstel-
lung des Stammbaums erfolgte mit Hilfe von CLUSTALW. Es ist deutlich der hohe Grad an
Homologie im Bereich der Hominidae (Mensch, Gorilla, Schimpanse, Orang-Utan) zu sehen. Die Se-
quenz von Tupaia belangeri (grau) ist ebenfalls mit dargestellt. T. belangeri gehort zur Ordnung der
Spitzhornchen, welche den Primaten am nichsten ist. Die Position der Lipoxygenierung ist durch die
Sterne und Rauten dargestellt: * C15; ** wahrscheinlich C15; * C12; ™ wahrscheinlich C12.

Ein weiterer interessanter Aspekt in der evolutiondren Entwicklung der LOXn ist die
Hypothese, dass nur die 12/15-LOXn der Hominidae, d. h. von Mensch, Schimpanse, Orang-
Utan und Gorilla, 15-lipoxygenierende Enzyme sind. Dagegen exprimieren andere Sdugetiere
wie Maus, Schwein, oder M. mulatta 12/15-LOX-Enzyme, die eine Oxygenierung am C12 vor-
nehmen (Yoshimoto et al. 1990; Chen et al. 1994; Johannesson et al. 2010). Die im Rahmen

dieser Arbeit nachgewiesene 15-Lipoxygenierung der P. pygmaeus 12/15-LOX bestitigt diese



64 Diskussion

Theorie zusammen mit den Ergebnissen zur humanen 12/15-LOX (Vogel et al. 2010). Leider
wurde bislang keine 12/15-LOX von Schimpanse und Gorilla exprimiert und hinsichtlich ihrer
Reaktionsspezifitit charakterisiert. Jedoch lassen Sequenzvergleiche darauf schliefen, dass sie
sich in das oben beschriebene Konzept (12/15-LOXn von Hominiden besitzen dominante 15-
LOX-Aktivitit) einordnen lassen, da sie an den Kritischen Determinanten identisch mit den En-
zymen von Mensch und P. pygmaeus sind. Dariiber hinaus zeigen die Sequenzen der 12/15-LOX
von Schimpanse und Gorilla gegeniiber der Sequenz der humanen 12/15-LOX eine Homologie
von 99 %. Die Aminosduresequenz von M. mulatta kommt mit 94 % den Hominidae am néchs-
ten, jedoch lassen deren Sequenzdeterminanten auf eine 12-Lipoxygenierung schlieBen, was
experimentell in dieser Arbeit bestétigt wurde. Es liegen zwar zurzeit keine weiteren Daten zum
Expressionsverhalten der anderen Primaten-12/15-LOXn vor, allerdings ist auf Grundlage ihrer
Sequenz von einer 12-Lipoxygenierung auszugehen (Abb. 4.3.). Alle bisher sequenzierten LOX-
Isoformen besitzen im Bereich der Sloane-Determinanten ein Valin, welches wie fiir die
M. mulatta 12/15-LOX auf ein C12-lipoxygenierendes Enzym schlie3en lédsst. Die einzige bishe-
rige Ausnahme in dieser Hypothese bildet das Kaninchen, welches zwei unterschiedliche 12/15-
LOX-Gene besitzt. Eines davon kodiert fiir eine 12-lipoxygenierende 12/15-LOX, das andere fiir
ein 15-lipoxygenierendes Enzym (Berger et al. 1998). Ob wihrend der Evolution der tierischen
Lipoxygenasen ein Ubergang zu 15-lipoxygenierenden Enzymen von funktioneller Bedeutung

ist, muss Gegenstand weiterer Untersuchungen bleiben.
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5.Zusammenfassung

Lipoxygenasen gehoren zur heterogenen Enzymfamilie der Dioxygenasen und sind in der
Lage, durch den Einbau von molekularem Sauerstoff, Hydroperoxide aus mehrfach ungesittigten
Fettsdauren zu bilden. Diese Reaktion erfolgt unter hoher Regio- und Stereospezifitit. Tierische
Lipoxygenasen werden dabei entsprechend der Positionspezifitit der Arachidonsidureoxygenie-
rung in verschiedene Isoformen (z.B. 12-LOX, 5-LOX) eingeteilt. Die strukturelle Ursache fiir
die Positionsspezifitidt verschiedener Isoformen ist noch nicht vollig geklért, doch gibt es Model-
le, die Erklarungsmoglichkeiten anbieten. Nach dem Triadenkonzept bilden drei kritische
Aminosduren am Boden der Bindungstasche die entscheidenden Determinanten der Positi-

onsspezifitit ausgewihlter LOX-Isoformen.

Fiir die 12/15-LOXn von P. pygmaeus und M. mulatta konnte das Triadenkonzept bestétigt
werden. Die Enzyme wurden als rekombinante His-Tag-Fusionsproteine in E. coli exprimiert
und die potentiellen Sequenzdeterminanten wurden durch ortsgerichtete Mutagenese verdndert.
Der Einbau von Aminoséduren mit grolen Seitenketten liel die Arachidonsidure weniger tief in
die Substratbindungstasche eindringen und bewirkte damit eine 15-Lipoxygenierung. Der Einbau
kleinerer Aminosduren an diesen Stellen induzierte hingegen eine 12-Lipoxygenierung. Obwohl
die Triadendeterminanten in der Priméarstruktur von einander getrennt sind, beeinflussen sie sich

gegenseitig, wodurch ihr funktionelles Zusammenspiel in der 3D-Struktur nachgewiesen wurde.

Aminosduresequenzvergleiche von diversen LOX-Isoformen und Mutageneseuntersu-
chungen lassen vermuten, dass S-LOXn ein konserviertes Alanin und R-LOXn ein Glycin an
einer kritischen Position besitzen. Folglich sollte ein Ala-zu-Gly-Austausch die Stereoselektivitit
verdndern. Fiir die 12/15-LOXn von P. pygmaeus und M. mulatta konnte dieses Konzept nur
zum Teil bestitigt werden. Zwar konnte ein geringer Anstieg an R-konfigurierten Reaktionspro-
dukten nachgewiesen werden, die Hauptprodukte der Arachidonsdureoxygenierung waren aber

weiterhin S-konfiguriert.

Um zu iiberpriifen, welchen Einfluss die N-terminale Domine auf die Membranbindung
hat, wurden Trunkationsmutanten, die nur aus der C-terminalen katalytischen Domine bestan-
den, exprimiert. Diese Enzyme waren katalytisch aktiv und zeigten eine verringerte Bindung an
Biomembranen. Die N-terminale Doméne ist folglich nicht essentiell fiir die enzymatische Akti-
vitdt der 12/15-LOXn von P. pygmaeus und M. mulatta, scheint jedoch die Membranbindung zu

verbessern.
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