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1 Einleitung

1.1 Vorkommen und Klassifizierung von Lipoxygenasen

Lipoxygenasen (LOXn) sind Enzyme, die eine Dioxygenierung von mehrfach ungesattigten
Fettsauren mit einer cis/cis 1,4-Pentadienylstruktur zu den entsprechenden Hydroperoxiden
katalysieren (lvanov et al. 2010; Haeggstrom et al., 2011). Sie sind in der Lage pro- und
antiinflammatorische Molekiile (z.B. Leukotriene, Lipoxine) zu synthetisieren, kédnnen aber
auch komplexe makromolekulare Strukturen (z.B. Lipoproteine, Biomembranen) oxidativ
modifizieren (s. 1.1.4). Ursprunglich wurden LOXn in pflanzlichen und tierischen Organismen
entdeckt (Andreou et al., 2009; Haeggstrom et al., 2011). Neuere bioinformatische Analysen
zeigen allerdings, dass diese Enzyme auch in Bakterien vorkommen, wobei bisher noch
nicht geklart ist, ob es sich dabei um eine gerichtete Enzymevolution aus einer LOX-Urform
oder um einen horizontalen Gentransfer von LOX-Genen hoéherer Organismen handelt
(Hansen et al., 2013; Kihn et al., unverdffentlicht). Weiterhin bleibt unklar, ob Archaeen als
Urformen des einzelligen Lebens auf der Erde nicht auch LOXn besitzen. In einer erst
kidrzlich durchgefuhrten Datenbankrecherche wurde in zwei Archaebakterien (Halorubrum
kocurii, Methanococcus voltae) eine Proteinsequenz entdeckt, die mdglicherweise einer
Lipoxygenase entspricht (Jansen und Adel et al., unverdffentlicht). Allerdings muss derzeit
noch gepruft werden, ob es sich bei den identifizierten Sequenzen tatsachlich
funktionsfahige LOXn handelt.

Die Nomenklatur tierischer Lipoxygenasen bezieht sich traditionell auf ihre Fahigkeit
molekularen Sauerstoff in Arachidonsaure einzubauen. In Abhangigkeit davon, an welches
Kohlenstoffatom der Arachidonsaure der molekulare Sauerstoff eingeflhrt wird, spricht man
entweder von einer 15-LOX (Einbau des Sauerstoffs am C15 der Arachidonsaure) oder 5-
LOX (Einbau des Sauerstoffs am C5 der Arachidonsaure). Neuere phylogenetische Ansatze,
welche vor allem die Sequenzverwandtschaft der Enzyme untereinander bertcksichtigen,
unterteilen die Saugetier-LOXn dagegen in 4 verschiedene Subfamilien: 12/15-LOX, 5-LOX,
Plattchen-Typ 12-LOX sowie die epidermalen LOXn. Beim Menschen existieren 6
verschiedene LOX-Isoformen (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B, LOX5, ALOXE3).
Wenn immer mdoglich sollte fir die Klassifizierung neu entdeckter Saugetier-LOXn die
orthologe Isoform des Menschen angegeben werden. So sollte die detailliert charakterisierte
Kaninchen 15-LOX als rabALOX15 beschrieben werden. Analog dazu ware die Ratten 12-
LOX vom Plattchen-Typ als ratALOX12 zu kennzeichnen. Die Nomenklatur bei Pflanzen
dagegen ist ganzlich verschieden und wird hier nicht weiter beriicksichtigt (s. 1.1.3.).

Neben unterschiedlicher Verbreitung ist auch die biologische Rolle der verschiedenen LOX-
Isoformen komplex und zum grof3en Teil auch noch nicht verstanden. Insgesamt ist bekannt,
dass LOXn an verschiedenen inflammatorischen Prozessen sowie an der Zelldifferenzierung

und Zellproliferation beteiligt sind (s. 1.1.4). Obwohl bereits seit Jahrzehnten an diesen
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Enzymen geforscht wird und ein interdisziplinares Interesse aufgrund ihrer Rolle in der
Atherosklerose, der Kanzerogenese sowie beim Asthma bronchiale besteht, ist bis jetzt
wenig Uber ihre exakte Funktionsweise auf molekularer Ebene klar. Das liegt zum einen
daran, dass es bis zum heutigen Tag nur fir einige wenige LOX-Isoformen Uberhaupt
strukturelle Daten gibt, was eine detaillierte Analyse der LOX-Reaktion (Substratbindung,
Reaktionsintermediate etc.) erschwert. Zudem gibt es derzeit wenig funktionelle Daten zur
Struktur-Wirkungsbeziehung von LOXn, zum Mechanismus der Biosynthese der
unterschiedlichen Reaktionsprodukte sowie zu den zelluldren Rezeptoren verschiedener
LOX-Produkte. Ein weiterer Grund fir die Komplexitat der LOX-Reaktion ist die Tatsache,
dass die unterschiedlichen LOX-Isoformen verschiedene Struktur-Wirkungsbeziehungen
aufweisen. So koénnen 15-lipoxygenierende ALOX15-Isoformen relativ einfach in 12-
lipoxygenierende Enzyme umgewandelt werden, wobei die molekularen Mechanismen far
den Unterschied in der Positionsspezifitdt weitestgehend geklart sind (Borngraber et al.,
1996; Vogel et al., 2010). Daneben kann durch eine gezielte Mutagenesestrategie eine 5-
LOX in ein Uberwiegend 12- bzw. 15-lipoxygenierendes Enzym umgewandelt werden. Es
bleibt dabei allerdings weitgehend unklar, was ALOX5-Isoformen von ALOX15-Isoformen
unterscheidet und warum sich die Positionsspezifitat der beiden Enzyme sich so dramatisch
unterscheidet. Zwar gibt es unterschiedliche Hypothesen fiir die unterschiedliche
Reaktionsspezifitdat dieser LOX-Isoformen, aber derzeit existiert noch kein einheitliches

Funktionsmodell fir diese Enzyme (s. 1.2.4.1.).

1.1.1 Reaktionsmechanismus von Lipoxygenasen

Lipoxygenasen katalysieren die positions- und stereospezifische Dioxygenierung von
mehrfach ungesattigten Fettsduren die mindestens ein cis/cis 1,4 Pentadienylfragment
enthalten, wie z.B. Arachidonsaure bzw. Linolsdure (s. Abb. 1.1.), zu den entsprechenden
Hydroperoxiden (Brash et al. 1999; Ilvanov et al. 2010). Das katalytische Eisenion wird dabei
im Gegensatz zu den meisten eisenhaltigen Enzymen weder Uber den Kofaktor Hdm noch
Uber ein Eisen-Schwefel-Zentrum komplexiert, sondern ist in einer oktaedrischen
Ligandensphéare eingebaut, die aus 5 Aminosauren und einem Wassermolekul besteht
(Kuban et al., 1998; Kuhn et al., 1999). Vereinfachend dargestellt, besteht die LOX-Reaktion
aus 4 Teilreaktionen: 1) Wasserstoffabstraktion, [I) Radikalumlagerung, IlI)
Sauerstoffinsertion und 1V) Radikalreduktion. Intrazellular liegen LOXn nach ihrer
Biosynthese zunéchst in ihrer katalytisch inaktiven Fe*-Form vor. Um die LOX-Reaktion
starten zu kénnen, muss das Enzym zunachst von seiner inaktiven Fe?*- in seine aktive Fe®'-
Form oxidiert werden. Das kann z.B. durch Oxidation des Enzyms mit Peroxiden geschehen.

Die Reaktionsprodukte der LOXn, die Hydroperoxyfettsduren, konnen eine derartige
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Oxidation bewirken. Es wird in diesem Zusammenhang auch vom autokatalytischen
Charakter der Lipoxygenasen gesprochen (Yamamoto et al., 1989; Schilstra et al., 1992).

Im ersten Reaktionsschritt erfolgt eine Abstraktion eines Wasserstoffatoms von einer
doppelallylstdndigen Methylengruppe, wobei das bei Saugetierlipoxygenasen, welche
hauptsachlich Arachidonsaure umsetzen, in der Regel an einem von drei Kohlenstoffatomen
der Arachidonsaure (C7, C11, C13) geschieht. Die Wasserstoffabstraktion ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der LOX-Reaktion (Glickman et al., 1995; Wecksler et
al., 2009). Bei dieser Teilreaktion wird ein Proton freigesetzt, das korrespondierende Elektron
reduziert das Eisenion anschlieBend von seiner Fe®- zu seiner Fe?-Form. Die
Wasserstoffabstraktion ist in zweierlei Hinsicht stereoselektiv. Zum einen wird der
Wasserstoff nur von einem der drei doppelallylstandigen Methylengruppen (z.B. C7 bei 5-
LOX) abstrahiert, wahrend die anderen Methylengruppen unberihrt bleiben. Daneben wird
stets entweder nur das proS bzw. proR Wasserstoffatom von der doppelallylstdndigen

Methylengruppe abgespalten, nie aber beide gleichzeitig.

2+
Substrat Fe Produkt
(Fettsaure) (Hydroperoxyfettsaure)

HOQ,,

Autokatalyse "%,

7,
HC-R ", R-COOH H.C-R N R-COOH
Y ;
H H
H

Fe*

Radikal-
reduktion

Wasserstoff-
abstraktion

.
0o
7,
2 R-COOH H;C-R'/j\(jR-COOH
“
H H
2+
Fe

Fe*
Radikal- Sauerstoff-
umlagerung insertion
. [+2] I-2]
H,G-R’/T\R-GQQH

H
Fe*

Abb. 1.1.: Schematische Darstellung der LOX-Reaktion. Nach der Aktivierung des Eisenions verlduft
die LOX-Reaktion in 4 Teilreaktionen: 1. Wasserstoffabstraktion 2. Radikalumlagerung 3. Sauerstoff-
insertion 4. Radikalreduktion (modifiziert nach Ivanov et al., 2010).

Das Radikalelektron ist durch die benachbarten Doppelbindungen delokalisiert und kann sich

an verschiedenen C-Atomen aufhalten (Mesomeriestabilisierung). Dadurch kann es zu einer
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[-2] (Richtung Carboxylende) oder [+2] Verschiebung (Richtung Methylende) kommen.
Weshalb eine der beiden Richtungen durch die meisten LOX-Isoformen favorisiert wird, ist
bislang nicht klar. Bei der Umlagerung der Doppelbindung nach der Wasserstoffabstraktion
entsteht ein cis/trans-konjugiertes Doppelbindungssystem mit einem Absorptionsmaximum
bei 235 nm (Ingram et al., 1988). Auf dieser Eigenschaft beruhen sowohl der photometrische
als auch der HPLC-basierte LOX-Aktivitatsassay.

Die Sauerstoffinsertion bei LOXn mit einem katalytischen Eisenion erfolgt stereospezifisch
und antarafacial. Das heil’t der molekulare Sauerstoff wird von der Seite der
Doppelbindungsebene aus gesehen eingefigt, die der Wasserstoffabstraktion
gegenilberliegt, wobei stets ein enantiomerenreines Endprodukt gebildet wird. Die
strukturellen Ursachen fir den positions- und stereospezifischen Charakter der
Sauerstoffinsertion sind allerdings noch immer umstritten, wobei mehrere plausible Theorien
existieren: 1) Sauerstoff-Zielfiihrung/Ala-vs-Gly-Konzept (Coffa et al., 2004; Coffa et al.,
2005), II) eine Radikal-Dislokation kénnte die Elektronendichte des Pentadienylradikals
einseitig erhdhen, wenn positive Reste in die Nahe des Substrats gelangen Ill)
Konformationsanderungen des Radikals fuhren zur Priorisierung der Sauerstoffinsertion an
bestimmten C-Atomen, 1IV) im Fall der =zufilligen Sauerstoffinsertion kénnte die
stereospezifische Reduktion des Pentadienylradikals zur Bildung der chiralen Endprodukte
fuhren (Schneider et al.,, 2007; Jansen et al., 2011). Zudem wird auf Basis von
verschiedenen LOX-Kristallstrukturen schon lange Uber die Existenz von separaten
Sauerstofftunneln nachgedacht, wobei molekildynamische Experimente an der rabALOX15
Kristallstruktur zeigen konnten, dass der molekulare Sauerstoff vermutlich Uber definierte
Routen in das aktive Zentrum gelangt (Saam et al., 2007). Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass immer noch kein einheitliches Konzept fliir den molekularen Mechanismus der

Sauerstoffinsertion wahrend der LOX-Reaktion existiert.

Im letzten Reaktionsschritt wird das bei der Reaktion entstehende Peroxidradikal zunachst
zum entsprechenden Anion reduziert. Das dafur notwendige Elektron stammt aus der
Oxidation von Fe* zu Fe**. Das dabei entstehende oxidierte Enzym steht anschlieBend fiir
einen erneuten Katalysezyklus zur Verfugung. Anschlielend wird das Peroxidanion
protoniert, wodurch das Endprodukt der Lipoxygenasereaktion, die Hydroperoxyfettsaure,

entsteht.

1.1.2 Vorkommen von LOXn und evolutive Aspekte

In zwei von drei taxonomischen Domanen der belebten Natur (Woese et al., 1990) kommen

nach heutigem Stand der Wissenschaft LOXn vor. Dabei sind LOX-Sequenzen in
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verschiedenen Bakterien und Eukaryonten nachgewiesen worden (lvanov et al., 2010;
Hansen et al., 2013). In Archaeen galten LOXn bis jetzt als weitestgehend ausgeschlossen,
da sie ja fur ihre Reaktion molekularen Sauerstoff bendtigen, welcher fur die meisten
Archaeen toxisch ist. Dennoch konnte in einer Datenbankrecherche fur die Archaebakterien
Halorubrum kocurii und Methanococcus voltae eine Proteinsequenz gefunden werden,
welche mit den bekannten Lipoxygenasen eine hohe Sequenzhomologie aufwies (Susan
Adel et al., unverodffentlicht). Bei Halorubrum kocurii handelt es sich um ein aerobes, extrem
halophiles (NaCl Optimum 3.4 M), gram-negatives und stabférmiges Archeon, welches
erstmals aus einem Salzsee in der Inneren Mongolei (VR China) isoliert wurde (Gutierrez et
al., 2008). Dagegen handelt es sich bei Methanococcus voltae um ein methanogenes, gram-
negatives und kugelférmiges Archeon, welches in Uberwiegend anaeroben Lebensbereichen
wie dem Darm von Wiederkduern sowie in SulR- und Meerwassersedimenten vorkommt
(Tumbula et al., 1999). Wenn die aus den Sequenzdaten postulierte Lipoxygenase durch
enzymologische Untersuchungen bestatigt wirde, dann waren in allen drei Domanen des
irdischen Lebens LOX-Enzyme beschrieben worden.

Nach heutigem Stand der Wissenschaft kommen LOXn in verschiedensten Bakterien
(Cyanobakterien, Proteobakterien, Bakteroidete), Protisten (Rotalge, Griinalge, Amdbe),
Pilzen, Pflanzen und Tieren vor (s. Tab. 1.). Bei den Tieren reicht ihre Verbreitung von
einfach strukturierten, mehrzelligen Tieren (z.B. Gattung Placozoa) bis hin zu hdéheren
Primaten einschliellich einiger Hominiden (Homo sapiens, H. neandertalenis, H. denisovan).
Ob im Laufe der Evolution eine Ur-LOX existierte, aus der sich die heute bekannten LOX-
Isoformen in den hdheren Organismen entwickelt haben, oder es durch horizontalen
Gentransfer zu einer Ubertragung von Lipoxygenasen von hoheren auf niedrigere
Lebewesen gekommen ist, kann zum heutigen Zeitpunkt noch nicht eindeutig definiert
werden (Porta et al., 2001; Lang et al., 2008). Die Tatsache, dass bereits Cyanobakterien
LOX-Gene enthalten, bestatigt zum Teil den Verdacht, dass sich die Enzyme evolutiv mit der
oxygenen Photosynthese entwickelt haben kdnnten. Im Verlaufe der Erdgeschichte kam es
im Kambrium zu einem plétzlichen starken Anstieg der irdischen Sauerstoffproduktion
aufgrund eines abrupten Anstiegs der Photosyntheseaktivitdt von Cyanobakterien. Damit
stieg der Sauerstoffgehalt der Uratmosphéare von ca. 3 % auf 15 % an und es kam
evolutiondr zu einer wahren Explosion der Artenvielfalt auf dem Planeten. Sollte es eine
Koevolution von oxygener Photosynthese und LOXn geben, dann sollten die in dieser Phase
der Evolution entstandenen Arten auch LOXn als Sauerstoff metabolisierende Enzyme
enthalten haben. Damit kdnnte das Kambrium die Entstehungsperiode von LOXn auf der
Erde sein.

Wie bereits erwahnt, besitzt der moderne Mensch (Homo sapiens) sechs funktionelle LOX-

Gene. Die gleiche Anzahl an LOX-Genen konnte auch bei zwei unterschiedlichen und heute
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ausgestorbenen Fruhzeitmenschen (Homo neandertalenis, homo denisova) gefunden
werden, die mit dem Homo sapiens einen gemeinsamen Vorfahren haben, an
unterschiedlichen Orten der Erde (Europa, Zentralasien) lebten und vor ca. 30000 Jahren
ausstarben. Eine ahnliche genomische Konstellation liegt bei allen hochentwickelten
Primaten (Bonobo, Gorilla, Schimpanse, Orang Utan) vor. Dagegen besitzt der Zebrafisch 7
LOX-Gene, die aber fir eine geringere Anzahl von LOX-Isoformen kodieren. Generell lasst
die Anzahl der LOX-Gene daher keine Rickschlisse auf den jeweiligen Entwicklungstand
der entsprechenden Spezies zu.

Archaea Bacteria Eukarya
Proteo- Cyano- Bakteroi- Protista Fungi Plantae Animalia
bacteria  bacteria dete
Halorubrum Shewanella Variovorax sp. Indibacter Rhodophyta Ascomycota  Angiospermidae/ Invertebrata Chordata
kocurii ? woodyi ATCC CF313, alkaliphilus ~ Porphyra purpurea Neurospora Magnoliophytina
51908, Thiocapsa Lwi1 crassa, Placozoa Ascidiacea
Methano- Shewanella marina 5811, Chlorophyta Aspergillus Eudikotyledonen Trichoplax Cione
coccus voltae violacea Cyanothece sp. Ostreococcus fumigatus, Glycine max, adhaerens intestinalis
? DSS12, ATCC 51142, lucimarinus Sclerotinia Olea europsea,
Shewanella Acaryochloris Chlamydomonas sclerotiorum, Betula pendula, Cnidaria Leptocardii
denitrificans marina reinhardtii Haematonectria  Prunus persica, Gersemia fruticosa, Branchiostoma
08217, MBIC11017, Vitis vinifera, Nematostella floridae
Pseudomonas Nostoc Heterokontophyta Basidiomycota Nicotiana vecten-sis,
aeruginosa 42 punctiforme PCC Phytophtora Laccaria bicolor tabacum, Clavuraria viridis, Actinopteryqii
A2 NCIMB 73102Nostoc sp. infestans Arabidopsis Plexaura homomalla Danio rerio,
40045, PCC 7120, thaliana, Camellia Hydramagnipapillata  Salmo salar,
Myxococcus Calothrix sp. Mycetozoa sinensis , Persea Takifugu
xanthus DK PCC 630, Dictyostelium Americana, Echinodermata Gasterosteus
1622, Rivularia sp. discoideum Populus Stronglycocentrus Amphibia
Nitrosomonas PCC 7116 trichocarpa purpuratus, Ambystoma
europaea Oscillatoria Cucumis sativus, Xenopus laevis
ATCC 19718, acuminata PCC Citrus jambhiri Plathyhelminthes
Photobacterium 6304, Anabaena Schistosoma Reptilia
profundum cylindrica PCC Monokotyledonen mansoni Anolis
3TCK, 7122 Oryza sativa, carolinensis
Burkholderia Anabaena flos- Sorghum bicolor, Arthropoda Aves:
thailandensis aque, Triticum aestivum Ixodes scapularis Gallus gallus
E264 Cylindrospermum aculeatus
Burkholderia stagnale PCC Bryophyta Hemichordata mexic,
thailandensis 7417, Physcomitrella Saccoglossus rubripes,
Bt4, Leptolyngbya sp. patens kowalevskii
Citromicrobium PCC 7375, mammalia
bathyomarinum  Leptolyngbya sp. Bos Taurus,
JL354, PCC 7376, Tursiops
Corallococcus ~ Synechococcus truncates,
coralloides sp. PCC 7335, Myotis
DSM 2259, Chamaesiphon lucifugus, Felis
Nitrosococcus minutus PCC catus,
watsonii C-113, 6605, Macropus
Nitrosospira Coleofasciculus eugenii,
multiformis chthonoplastes Omithorhyncus
ATCC 25196, PCC 7420, anatinus,
Plesiocystis Microcoleus Erinaceus
pacifica SIR-1  vaginatus FGP-2, europaeus,
Microcystis Choleopus
aeruginosa PCC hoffmanii,
9808 Loxodonta
Oscillatoria nigro- africana, Mus
viridis PCC 7112 musculus,
Equus caballus,
Sus scrofa,
Oryctolagus
cuniculus,
Homo sapiens,
Homo
neandethalenis,
Denisovan

Tab. 1.1.: Auszug von Organismen mit LOX-Sequenzen aus drei Doménen und fiinf Kénigreichen der
belebten Natur. Bei der Doméne der Archaeen besteht erst jiingst der Verdacht, dass sie LOX-
Sequenzen enthalten (Kihn et al., unveréffentlicht). Aufgrund der Fiille von veréffentlichten

Sequenzen konnten in dieser Tabelle nicht alle beriicksichtigt werden (modifiziert nach Ivanov et al.,
2010).



7 Einleitung

1.1.3 Nomenklatur von Lipoxygenasen

Die Nomenklatur von Lipoxygenasen ist sehr vielfaltig und in grofden Teilen sogar verwirrend.
Urspriinglich erfolgte die Benennung tierischer LOXn entsprechend der Positionsspezifitat
der Oxygenierung von Arachidonsaure (5-LOX, 15-LOX etc.). Dabei kennzeichnet die Zahl
im Namen, die Nummer des Kohlenstoffatoms der Arachidonsaure, an welches gemaf des
Reaktionsmechanismus (Abb. 1.1) der molekulare Sauerstoff eingebaut wird. Diese
Einteilung ist zwar einfach, allerdings zum Teil schwierig umzusetzen, da nicht alle LOXn
Arachidonsaure als Substrat verwenden. Fur Saugetier-LOXn existiert auf Grundlage von
phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen die Einteilung in folgende 4 Subfamilien:
12/15-LOX, 5-LOX, Plattchen-Typ 12-LOX und epidermale LOXn. Diese ist allerdings fur
viele niedere Tierformen nicht anwendbar. Pflanzliche LOXn werden in der Regel
entsprechend der jeweiligen Pflanze in fortlaufender Nummerierung benannt (Sojabohnen-
LOX-1, LOX-2 etc.). Derzeit gibt es allerdings kein allgemein giltiges Konzept fiir die
Nomenklatur von LOXn, wobei sich fir die Saugetier-LOXn bewahrt hat, die jeweiligen
Enzyme entsprechend ihrer Gene zu benennen (Mensch: ALOX5, ALOX15, ALOX12,
ALOX15B, ALOX12B, ALOXE3).

1.1.4 Biologische Bedeutung von Lipoxygenasen

Lipoxygenasen sind in verschiedenste biologische Prozesse involviert. In den folgenden
Kapiteln sollen die Funktionen in den wichtigsten physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen benannt werden. Aufgrund der Tatsache, dass sich die Arbeit im Wesentlichen
mit der funktionellen Charakterisierung von genetischen Variationen (SNPs, Mutationen) in
humanen Lipoxygenasen beschaftigt, wird auf einen Bezug zu der Funktion von pflanzlichen
LOXn verzichtet. Hierbei soll lediglich auf zwei Ubersichtsartikel zur Struktur und Funktion

pflanzlicher LOXn hingewiesen werden (Liavonchanka et al., 2006; Andreou et al., 2009).

1.1.4.1 Entziindung und Asthma bronchiale

Die humane 5-Lipoxygenase (hALOXS) stellt das Schlusselenzym der Leukotrienbiosynthese
dar (Radmark et al., 2010; Haeggstrom et al., 2011), wobei das wahrend der Reaktion
gebildete 5-H(p)ETE in einem weiteren Reaktionsschritt zum instabilen Epoxid Leukotrien A4
(LTA4) umgewandelt wird (s. Abb. 1.2.). Dieses kann dann durch die LTA, Hydrolase in das
Cysteinyl-freie Leukotrien LTB4 umgewandelt werden. In weiteren Reaktionen kénnen aus
LTA, durch die LTC, Synthase, die y-Glutamyltransferasen (GGT1, GGT5) sowie durch
Dipeptidasen (DPEP1, DPEP2) die Cysteinyl-Leukotriene (Cys-LTs) LTC,4, LTD4 und LTE,
hergestellt werden (Haeggstrom et al., 2011). Alternativ kann LTA, durch die ALOX15 in die

antiinflammatorischen Lipoxine (LXA,;) umgewandelt werden (s. Abb. 1.2.).



8 Einleitung

| Diacylglycerol |I Phospholipid l

|arachidonic acidl

= <

PGH,

Prostaglandins
Prostacyclins
Thromboxanes

_——

Abb.1.2.: LOX-Stoffwechsel (Arachidonsdurekaskade). Dargestellt sind die méglichen Reaktionen
verschiedener tierischer LOXn mit Arachidonsdure sowie der Biosynthese von Leukotrienen,
Lipoxinen und Hepoxilinen. Dabei ist zu erkennen, dass die 5-LOX sowohl bei der Biosynthese der
proinflammatorischen Leukotriene (LT) als auch der antiinflammatorischen Lipoxine (LX) beteiligt ist,
wohingegen die 15-LOX hauptséchlich an der Lipoxinbiosynthese beteiligt ist. (ibernommen von
http://www.dkfz.de/en /f020/groups/krieg/pics /figure_1.jpg).

Leukotriene (LT) gelten als proinflammatorische Moleklle, die eine wichtige Rolle in der
Pathogenese des Asthmas haben (Duroudier et al., 2009). Obwohl die biologische Wirkung
von Leukotrienen auf die Bronchialmuskulatur schon seit mehr als 70 Jahren bekannt ist (die
auslosende Substanz wurde damals als ,slow reacting substance of anaphylaxis”
bezeichnet, weil sie eine lang anhaltende Bronchokonstriktion verursachte), konnte die
chemische Struktur der SRS-A erst zu Beginn der achtziger Jahre des 20. Jahrhunderts
aufgeklart werden (Samuelsson et al., 1983). Leukotriene (insbesondere LTC, und LTD,)
induzieren eine Kontraktion der glatten Muskulatur der Atemwege (Devchand et al., 1996;
Gronert et al., 2001) und flihren damit zu einem Abfall der Einsekundenexpirationskapazitat
(FEV,), was eine Einschrankung der ventilatorischen Flussreserve bedeutet (Heise et al.,
2000). Die durch die LTs gesteigerte GefalRpermeabilitdt sowie die daraus resultierende
Plasmaextravasion erhéhen den Atemwiderstand und verschlechtern die alveolare
Atemgasdiffusion (Walch et al., 2000; Thunissen et al., 2001; Mellor et al., 2001). Neben der
obstruktiven wird auch die sekretorische Komponente des Asthmas malfigeblich durch
Leukotriene beeinflusst. Die Cys-LTs sind fir eine erhdhte Schleimproduktion der
Becherzellen (Yu et al., 1995) verantwortlich und fuhren langfristig zu einer Becherzell-
hyperplasie (Kliewer et al., 1995). Neben einer Verringerung der Zilienbewegung des
Bronchialepithels (Devchand et al., 1996), wird auch die flir das Asthma Ubliche bronchiale
Hyperreagilibitat mafigeblich durch Cys-LTs verursacht (Thunnissen et al., 2001). Letztlich
kommt es langfristig zu einem Umbau des Bronchialsystems, wobei die Cys-LTs neben der

Vermehrung von Becherzellen sowie einer erhdhten Schleimproduktion, den fibrotischen
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Umbau des Lungengewebes bewirken (Kliewer et al., 1995; Holgate et al., 2003). Diese
Pathomechanismen dienen als Angriffspunkte fir Therapien von Asthma bronchiale. Zum
Beispiel handelt es sich bei dem in den USA zugelassenen Therapeutikum Zileuton um
einen Inhibitor der hALOXS, der die Biosynthese von proinflammatorischen Leukotrienen
hemmt. Zudem sind zur Therapie Leukotrienrezeptorantagonisten (z.B. Montelukast)
zugelassen, welche vor allem in der frilhen Phase des allergischen Asthmas sowie bei
Analgetika-Asthma eine gute Behandlungsoption darstellen (Mastalerz et al., 2010).

Daneben sind Leukotriene auch in der Pathogenese der allergischen Rhinitis involviert, auch
wenn sie hier im Vergleich zum Histamin eine eher untergeordnete Rolle spielen (He et al.,
1999). Dennoch werden Leukotrienrezeptorantagonisten auch hier fir die Therapie
verwendet (Uzzaman et al., 2012). Lipoxygenasen werden vor allem in Leukozyten
exprimiert und daher sind LOX-Produkte an der primaren Immunantwort, bei zellularem
Stress, Verletzungen und der Exposition gegeniber Pathogenen beteiligt (Di Gennaro et al.,
2012). Die nachfolgende Tabelle stellt eine Zusammenfassung verschiedener lokaler Effekte
von Leukotrienen im Milieu aseptischer und septischer Infammation dar (Di Genarro et al.,
2012). Dabei ist zu erkennen, dass sich Cys-LTs erheblich von dem Cysteinyl-freien LTB, in

inrer Wirkweise unterscheiden.

Effektor-Zelltyp LTB, Cys-LTs
Neutrophiler Chemotaxis, Aggregation, Adharenz, -
Granulozyt Aktivierung, Degranulierung
Mastzelle Rekrutierung unreifer Mastzellen Produktion von IL-5, IL-8, TNF-q,
MIP-18
Dendritische Zelle Chemotaxis, Migration zu Migration zu Lymphknoten
Lymphknoten
Monozyt/Makrophage  Produktion von IL-6, MCP-1, TNF-a  Produktion von MCP-1, TNF-a, MMP-
9
Lymphozyt T-Zell-Rekrutierung von Sensibilisierung auf Allergene bei
lymphatischem Gewebe nach entzlindlichen Prozessen der Lunge,
peripher, Expression von CD23, Th2-Immunantwort
CD54 und CD105 in B-Lymphozyten
Glatte Muskelzelle Proliferation, Migration Vasospasmus, Bronchospasmus
Endothel - Permeabilitdtserh6hung, erhodhte

Mikrozirkulation, Hochregulation
von Adhésions-Proteinen

Tab. 1.2.: Vergleich der Wirkung von Cysteinyl- gegeniiber Cysteinylfreien-Leukotrienen in
inflammatorischen Gewebe (IL= Interleukin, MCP-1= monocyte chemoattractant protein-1, TNF-a=
Tumornekrosefaktor a, MIP-18= Macrophage inflammatory protein-168, MMP-9= matrix
metalloproteinase-9) ((ibernommen aus Dissertation Christian Jansen; modifiziert nach Di Genarro et
al., 2012).

1.1.4.2 Kanzerogenese
Fir Lipoxygenasen und ihre Reaktionsprodukte (HETEs, Lipoxine etc.) wurden in der

Literatur sowohl pro- als auch antikanzerogene Effekte beschrieben (Pidgeon et al., 2007;
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Schneider et al., 2011). Diese hangen zum Teil von der jeweiligen Tumorart und den
unterschiedlichen LOX-Isoformen ab. Aufgrund der Vielzahl von malignen Tumoren wird in
diesem Abschnitt eher auf die allgemeine Rolle der einzelnen LOX-Isoformen im
Zusammenhang mit der Kanzerogenese eingegangen.

Fir die hALOX5 werden allgemein eher prokanzerogene Effekte diskutiert. Das Enzym
scheint vor allem in den friihen Stadien des Kolonkarzinoms eine wichtige Rolle zu spielen,
da eine vermehrte Enzymexpression stark mit einer VergroRerung der Polypen sowie einer
Zunahme von gut- (Adenome) und bésartigen Veranderungen (intraepithelialer Neoplasie) in
der Darmschleimhaut korreliert (Wasilewicz et al., 2010). Zudem konnte gezeigt werden,
dass die selektive Hemmung der 5-LOX sowohl in vitro als auch in vivo die Proliferation von
Kolonkarzinomzellen verhinderte (Melstrom et al., 2008). Dabei wird allgemein
angenommen, dass die hALOXS direkt durch Kontrolle des Tumorzellwachstums als auch
indirekt Uber die Beeinflussung des Tumormikromilieus Einfluss auf die Karzinogenese
nimmt (Schneider et al., 2011). Unterstutzt wird dieser Fakt durch die Tatsache, dass zwei
Produkte des ALOX5-Stoffwechsels (5-HETE, LTB,) sowohl fiir die Rekrutierung von
infammatorischen Zellen als auch fir die Vergrélierung der Vasopermeabilitat verantwortlich
sind, wobei beides wichtige Teilschritte in der Karzinogenese darstellen (Peters-Golden et
al., 2003; Chen et al., 2004).

Fir die Maus Alox15b (8-LOX, Ortholog zur hALOX15B) ist derzeit noch nicht geklart, ob sie
pro- bzw. antikanzerogen wirkt. Zum einen fiihrt eine Uberexpression der Maus Alox15b in
premalignen Keratinozyten zu einer Verringerung des Zellwachstums, was auf eine
Hemmung der DNA-Synthese zurlckzufuhren ist (Schweiger et al., 2007). Dagegen sprach,
dass die Alox15b in einem Maus Hautkarzinommodell deutlich hoch reguliert war (Burger et
al., 1999). Die Expression der hALOX15B ist beim Mammakarzinom herunterreguliert (Jiang
et al., 2006). Studien am Prostatakarzinom zeigten zudem, dass hALOX15B als
Tumorsupressor wirkt, welcher den Zellzyklus hemmt (Tang et al., 2007). Dagegen spricht,
dass die Uberexpression von hALOX15B zu einer vermehrten Expression von
Stammzellvorldufermarkern sowie einer allgemein verstarkten Zellproliferation in der
Prostata flihren, was eher prokanzerogene Eigenschaften sind (Suraneni et al., 2010).
Aufgrund dieser Daten kann die ALOX15B sowohl als pro- als auch als antikanzerogenes
Gen bezeichnet werden.

Die hALOX12 (Plattchen-Typ 12-LOX) wird allgemein eher als prokanzerogen eingestuft, da
bei Prostatakarzinomen eine Korrelation der Enzymexpression mit einem fortschreitenden
Stadium der Krankheit assoziiert wurde (Gao et al.,, 1995). Zudem konnte festgestellt
werden, dass sowohl 20-HETE als auch 12-HETE, ein Stoffwechselprodukt der hALOX12,
im Urin von Patienten mit Prostatakarzinom im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant

erhoht war (Nithipatikom et al., 2006). Ein weiterer Beleg fur den prokanzerogenen Charakter
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dieses Enzyms ist die Tatsache, dass die Behandlung von zwei verschiedenen Prostata-
karzinomzelllinien mit den 12-LOX inhibierenden Molekulen Baicalein und BHPP (N-benzyl-
N-hydroxy-5-phenylpentamid) zu einer verringerten Zellproliferation sowie einer vermehrten
Tumorzellapoptose flihrten. Dabei wird angenommen, dass es durch Behandlung der
Tumorzelllinien mit den Inhibitoren zu einem Zellzyklusarrest in der G0/G1-Phase kommt,
welcher auf eine Herunterregulierung des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 (B-cell lymphoma
2) zuruckzufuhren ist (Pidgeon et al., 2002). Neben diesen direkten Effekten auf die
Tumorzellproliferation wird auch angenommen, dass die hALOX12 einen positiven Effekt auf
die tumorassoziierte Angiogenese hat. Dabei bewirkt 12S-HETE eine Stimulierung der
Endothelzellproliferation sowie deren Migration (Nie et al.,, 2000) durch Stimulation der
Neusynthese von VEGF (vascular epidermal growth factor), einer PKC-abhangigen
Ruckgewinnung von Endothelzellen sowie einer gesteigerten Expression von Integrin av3
an der Oberflache (Nie et al., 2006; Tang et al., 1993 |; Tang et al., 1993 IlI). Obwohl die
hALOX12 allgemein einen onkogenen Charakter besitzt, so sind die unterschiedlichen Wirk-
mechanismen der 12-LOX-Reaktionsprodukte auf das Tumorwachstum weitgehend
unbekannt.

Dagegen wird hALOX15 eine allgemein eher antikanzerogene Rolle zugesprochen.
Insbesondere das Reaktionsprodukt der Linolsaureoxidation, 13S-HODE, wirkt Uber die
endogene Aktivierung der PPARy-Rezeptoren antikanzerogen, da es zum einen die
Proliferation von Tumorzellen verhindert und zum anderen zu einer verstarkten
Zelldifferenzierung und Apoptose fuhrt (Pozzi et al., 2008; Keshamouni et al., 2004).
Aullerdem konnte gezeigt werden, dass die 13-HODE Levels in humanem
Lungenkarzinomgewebe signifikant im Verhaltnis zu gesundem Gewebe verringert waren
(Yuan et al., 2010). Die antikanzerogene Wirkung von hALOX15 wird dadurch unterstitzt,
dass die Behandlung von humanen Kolonkarzinomzellen mit 13-HODE bzw. die
Uberexpression von hALOX15 in diesen Zellen zu einer Verringerung der Zellproliferation
sowie zum Verlust ihres tumorigenen Charakters fuhrte (Nixon et al., 2004). Unterstitzt
werden diese Daten durch den allgemeinen Fakt, dass das Enzym bei der Biosynthese von
antiinflammatorischen Lipoxinen, Resolvinen und Protektinen eine wichtige Funktion hat
(Schwab et al., 2007; Serhan et al., 2008). Da chronische Inflammation direkt mit der
Kanzerogenese in Verbindung gebracht wird, ist das ein weiterer Hinweis flir den anti-
kanzerogenen Charakter von hALOX15 (Lee et al., 2011, Schneider et al., 2011).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bestimmte LOX-Isoformen (ALOX5, ALOX12)
einen eher prokanzerogenen Charakter haben, wahrend andere Isoformen (ALOX15) eher
antikanzerogen zu sein scheinen. Aufgrund der zum Teil widersprichlichen Ergebnisse gibt
es bisher keine einheitliche Theorie fir das Verhalten der unterschiedlichen LOX-Isoformen

wahrend der Kanzerogenese.
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1.1.4.3 Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine systemische Erkrankung der Arterien, bei denen es zu einer
Ablagerung von Blutfetten, Thromben, Bindegewebe und teilweise auch geringen Mengen an
Kalk in den GefalBwanden kommt. Sie gilt als eine der Hauptursachen fir eine Reihe von
kardiovaskularen Komplikationen wie z.B. dem ischamischen Schlaganfall, der peripheren
arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK), der koronaren Herzerkrankung (KHK) sowie dem
Herzinfarkt (Artenjak et al., 2012). Allgemein entsteht Atherosklerose durch einen chronisch
inflammatorischen Prozess, der entweder nach der Response-to-injury-Hypothese durch
eine Verletzung der inneren Arterienwandschicht (Intima) als Folge von Bluthochdruck,
Toxinen bzw. einer Antigen-Antikorper-Reaktion (Russel et al., 1976 I-lll) oder durch
oxidative Modifikation von LDL (low density lipoprotein) als Folge von chronischer
Hypercholesterindmie ausgeldst wird. Chemisch modifiziertes LDL wird durch Makrophagen
Uber Scavenger-Rezeptoren aufgenommen, wodurch diese in Schaumzellen umgewandelt
werden (Steinberg et al, 1989). Uber einen positiven feedback-Mechanismus fiihrt die
Aufnahme von oxidiertem LDL zu einer Hochregulierung der Scavenger-Rezeptoren, was
wiederum eine Steigerung der LDL-Internalisierung zur Folge hat (Yoshida et al., 2010). Das
schrankt die Schaumzellen in ihrer Migrationsfahigkeit weiter ein, wodurch sie nicht mehr in
der Lage sind, den Subendothelialraum zu verlassen. Sie lagern sich dort an, sterben ab und
die in ihnen enthaltenen Lipide werden im Extrazellularraum deponiert. An aufgebrochenen
atherosklerotischen Plaques kommt es zu einer verstarkten Blutgerinnung, welche eine
fortlaufende Verengung der Arterie (Stenose) zur Folge haben. Daneben kommt es zu einer
Einwanderung von glatten Muskelzellen und Fibroblasten in den Subendothelialraum, was
eine zunehmende Fibrosierung der Arterienwand bewirkt, wodurch die Arterienwand
zunehmend geschadigt und brichig wird. Im weiteren Verlauf kann es dann aullerdem zur
Kalzifizierung der Lasionen kommen (Lusis et al., 2000). In den ersten Schritten der
Pathogenese von Atherosklerose kommt es zur Infiltration von verschiedenen
infammatorischen Zellen (u.a. Makrophagen) in die betroffenen GefalRareale, wodurch es zu
einer Uberexpression von ALOX5 in diesem Gewebe kommt. Die ALOX5 wird hauptséchlich
von Makrophagen, welche die atherosklerotischen Plaques infiltrieren, produziert (Riccioni et
al., 2012). Die Bildung von verschiedenen Entziindungsmediatoren (z.B. LTB,, Cys-LTs) hat
eine zunehmende Rekrutierung von weiteren Immunzellen (Monozyten, neutrophilen
Granulozyten, T-Lymphozyten) sowie glatten Muskelzellen zur Folge (Samuelsson et al.,
2000). Zudem konnte fir die Cys-LTs gezeigt werden, dass sie die Proliferation von
arteriellen glatten Muskelzellen stimulieren kdénnen und zudem die Expression von
Adhasionsmolekilen (z.B. P-Selektinen) an der Zelloberflache von kultivierten Endothel-
zellen bewirken, wodurch diese mdglicherweise eine verbesserte Adhasionsfahigkeit an

ArteriengefaBwande haben. Als Folge davon kénnen zudem weitere Immunzellen in das
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Innere der Arterienwand gelangen, was eine zunehmende Verengung der Gefalle und eine
verstarkte EntzUndungsreaktion verursacht (Funk et al., 2001; Mehrabian et al., 2003;
Spanbroek et al., 2003). Aufgrund dieser Aspekte scheint die hALOX5 eine Uberwiegend
proatherosklerotische Rolle zu haben. Dagegen besitzt die hALOX15 eine Janus-Rolle in der
Pathogenese von Atherosklerose, wobei fir das Enzym sowohl pro- als auch anti-
atherosklerotische Eigenschaften diskutiert werden. Es gibt Hinweise darauf, dass das
Enzym in der frihen Phase der Atherosklerose als katalytisch aktive ALOX15 in
atherosklerotischen Plaques vorkommt (Hiltunen et al., 1995; Yla-Herttuala et al., 1990).
Zudem konnten Stoffwechselprodukte der ALOX15 in verschiedenen atherosklerotischen
Lasionen nachgewiesen werden (Yla-Herttuala et al., 1991; Kiihn et al., 1994). AuRerdem ist
das Enzym in der Lage, LDL direkt zu oxidieren, was einen der ersten Schritte in der
Pathogenese von Atherosklerose darstellt (Cathcart et al., 1991; Belkner et al., 1993).
Urspringlich wurde daher ein eher proatherosklerotischer Charakter des Enzyms
angenommen. In Tiermodellen konnte diese Hypothese jedoch nur teilweise bestatigt
werden. Die Uberexpression der hALOX15 in Mausen mit einem LDL-Rezeptordefekt (LDLR)
fuhrte zu einer verstarkten Entwicklung von atherosklerotischen Lasionen in diesen Tieren
(Harats et al., 2000). Dagegen zeigten Mause, bei denen neben dem Apolipoprotein E (apo-
E) zusatzlich das Gen fir die Alox15 fehlte, eine verringerte Entwicklung von den
atherosklerotischen Lasionen (Cyrus et al., 1999; Cyrus et al., 2001; Huo et al., 2004).
Interessanterweise fiihrte die Uberexpression der hALOX15 in Makrophagen von transgenen
Kaninchen auch zu einer verringerten Entwicklung atherosklerotischer Lasionen (Shen et al.,
1996). Es ist bekannt, dass die Pathogenese der Atherosklerose in allen Stadien mit einer
chronischen Inflammation verknilpft ist. Daher sollten Enzyme, die antiinflammatorische
Molekile synthetisieren, auch antiatherosklerotischen Charakter haben. Es wird
angenommen, dass die hALOX15 an der Biosynthese von antiinflammatorischen,
atheroprotektiven Resolvinen (RvD), Protektinen (PD) aus omega-3-Fettsduren
(Eikosapentaensdure EPA, Docosahexaensaure DHA) bzw. Lipoxinen aus Arachidonsaure
beteiligt ist, was flr einen eher antiinflammatorischen Charakter des Enzyms spricht
(Schwab et al., 2007; Serhan et al., 2008).

Die hALOX15B scheint dagegen einen eher proatherosklerotischen Charakter zu haben. Das
Enzym wird in primdren Makrophagen auf einem hoheren Niveau als alle anderen LOX-
Isoformen exprimiert (Wuest et al., 2012). In einer weiteren Arbeit konnte zudem gezeigt
werden, dass der in vitro knockdown von der hALOX15B in humanen primaren Makrophagen
die zellularen Lipidlevel, die Schaumzellgréfie und die Zytokinsekretion (IFN-y, IL-6, IL-8, IL-
12) verringerte. AuRerdem fiihrte der in vivo knockdown der Maus Alox15b in LDL-Rezeptor-
defizienten Mausen zu einer Verringerung der atherosklerotischen Lasionen in der Aorta

(Magnusson et al.,, 2012). Zusammenfassend kann man sagen, dass die verschiedenen
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LOX-Isoformen sowohl pro- als antiatherosklerotische Eigenschaften besitzen, obwonhl ihre

eindeutigen Funktionen in der Pathogenese bislang nicht klar sind.

1.1.4.4 Epidermale Differenzierung

Die beiden epidermalen LOXn (ALOX12B, ALOXE3) wurden erstmals in der Haut von
Mausen und Menschen entdeckt (Sun et al., 1998; Boeglin et al., 1998; Krieg et al., 1999;
Krieg et al., 2001; Kinzig et al., 1997). Die ALOX12B und ALOXE3 férdern dabei die
Differenzierung von Keratinozyten und Adipozyten in der Haut (Furstenberger et al., 2007;
Krieg et al., 2013). Wird das Gen der Alox12b bei Mausen ausgeschaltet, so sterben diese
wenige Stunden nach der Geburt aufgrund von Dehydratation. Aufgrund dieser Tatsache
wird fur das Enzym eine wichtige Funktion bei der Ausbildung der epidermalen Barriere
angenommen (Epp et al. 2007). Bestarkt wird diese Annahme durch den Fakt, dass
Mutationen, die zu inaktiven hALOX12B bzw. hALOXE3 Varianten fiihren, die zweithaufigste
Ursache fur die autosomal rezessive kongenitale Ichthyose (ARCI) sind. Dabei handelt es
sich um eine extrem seltene Hauterkrankung (1: 300000 Falle in Europa und Nordamerika),
die wie alle Ichthyosen durch genetisch bedingte Verhornungsstdrungen in der Haut
gekennzeichnet ist (Eckl et al. 2005; Eckl et al. 2009). Funktionell unterscheiden sich die
beiden LOX-Isoformen sich erheblich von den anderen humanen Lipoxygenasen. Das
Produkt der Arachidonsaureoxygenierung von hALOX12B unterscheidet sich von den
anderen LOXn aufgrund der Tatsache, dass das 12-H(p)ETE in R- anstelle der sonst
ublichen S-Konfiguration vorliegt. Die molekulare Ursache hierfiir soll an anderer Stelle
diskutiert werden (s. 1.2.4.2.). Bei ALOXE3 dagegen handelt es sich um eine
Hydroperoxidisomerase, die vornehmlich R-H(p)ETEs in die spezifischen Epoxylalkohole
(Hepoxiline) und Ketoverbindungen im Verhaltnis 2:1 umwandelt (Yu et al., 2006), wobei das
Enzym auch eine untergeordnete Dioxygenaseaktivitat besitzt (Zheng et al., 2010). Es wird
angenommen, dass beide Enzyme zusammen eine wichtige Funktion beim Aufbau der
epidermalen Barriere haben (s. oben). Dabei konnte gezeigt werden, dass das O-linoleoyl-w-
hydroxyacyl-sphingosin (Ceramid 1, EOS) das naturliche Substrat der ALOX12B ist, wobei
das bei der Reaktion entstehende 9R-hydroperoxy-linoleoyl-w-hydroxyceramid durch
ALOXE3 weiter zum spezifischen Epoxylalkohol 9R,10R-trans-epoxy-11E-13R-
hydroxylineoyl-w-hydroxyceramid metabolisiert wird. Dabei ist ein Derivat dieses
Epoxylalkohols, das 9R,10R-frans-epoxy-11E-13-oxo-hydroxylineoyl-w-hydroxyceramid, das
am haufigsten vorkommende oxidierte Ceramid in der Haut von Mausen. Bei Alox12b
defizienten Mausen fehlt dieses Stoffwechselprodukt vollstdndig, was zur Folge hat, dass
keine Proteingebundenen w-9-Hydroxyceramide existieren und es keine wasserabweisende
Lipidschicht um die Keratinozyten gibt. Daher sterben die Alox12b defizienten Mause

aufgrund von Dehydratation bereits wenige Stunden nach ihrer Geburt (Zheng et al., 2011).
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1.2 Strukturelle Grundlagen der Lipoxygenasereaktion

1.2.1 Kiristallstruktur der Lipoxygenasen

Seit Uber 80 Jahren sind Lipoxygenasen als Enzyme bekannt, doch erst 1990 gelang es die
erste Struktur der Sojabohnen-LOX-1 zu l6sen, welche mittlerweile durch ein strukturelles
Refinement auf eine Auflésung von 1,4 A verbessert wurde (Boyington et al., 1990; Minor et
al., 1996). Dabei konnte erstmals gezeigt werden, dass sich die Polypeptidkette dieser
Enzymklasse ahnlich wie bei einigen Lipasen in eine kleinere N-terminale R-Faltblattdomane
(auch als PLAT/LH2-Domane bezeichnet) und eine grol’e C-terminale katalytische mit
Domane mit vielen a-Helices faltet. Dabei enthalt die katalytische Domane das fur die LOX-
Reaktion essentielle Eisen(ll/lll)-lon (Boyington et al. 1990, Minor et al. 1996). 1997 konnte
dann erstmals die Struktur einer Saugetierlipoxygenase, der Kaninchen 12/15-Lipoxygenase
(rabALOX15) als Enzym-Hemmstoff-Komplex (Inhibitor RS7) gelost werden (Gillmor et al.,
1997). Ein strukturelles Refinement der kristallografischen Daten brachte dann zu Tage,
dass die Streuungsdaten eigentlich zwei unterschiedliche Konformationen des Enzyms
reprasentieren, namlich einen offenen (ohne Inhibitor, PDB: 2POM Kette A) und einen
geschlossenen Zustand (mit Inhibitor, PDB: 2POM Kette B). Beide Konformationen
unterscheiden sich strukturell erheblich voneinander (Choi et al., 2008). Erst vor zwei Jahren
ist es gelungen, die Struktur der hALOX5 aufzuklaren. Dazu wurde zundchst durch
gentechnische Modifizierung eine stabilisierte Enzymvariante (stabile 5-LOX) hergestellt
(Gilbert et al., 2011). AuRerdem ist es mittlerweile gelungen die katalytische Domane der
ALOX15 des Wildschweins (porALOX15) zu kristallisieren. Dabei konnte dieses 12-
lipoxygenierende Enzym in Gegenwart eines Inhibitors kokristallisiert werden, wodurch ein
neuer moglicher Substratsbindungskanal fur die LOX-Katalyse entdeckt wurde (Xu et al.,
2012).

Es zeigt sich, dass die Gesamtstruktur zwischen den tierischen und pflanzlichen LOXn
weitestgehend konserviert ist, obwohl sich die verschiedenen LOXn hinsichtlich ihrer
Substrat- und auch Produktspezifitdt erheblich voneinander unterscheiden (s. Abb. 1.3.).
Dabei faltet sich die Polypeptidkette stets in eine N-terminale regulatorische und eine C-
terminale katalytische Domane. Dennoch sind die tierischen LOXn in der Regel wesentlich
kleiner als die pflanzlichen Enzyme. AulRerdem haben die pflanzlichen Lipoxygenasen eine
eher ellipsoide Form, wahrend die tierischen LOXn eher zylindrisch aufgebaut sind (lvanov et
al., 2010).
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Sojabohnen LOX-1 Kaninchen ALOX15 Schwein ALOX15 humane ALOX5
(PDB: 1YGE) (PDB: 2P0OM) (PDB: 3RDE) (PDB: 308Y)

Abb. 1.3.: Cartoon-Darstellung der Kristallstrukturen von verschiedenen tierischen und pflanzlichen
Lipoxygenasen. Die N-terminale regulatorische Doméne ist gelb geférbt, wéhrend die C-terminale
Doméne in marineblau dargestellt ist. Das katalytische Eisen(ll/lll)-lon ist als orangene Kugel
dargestellt.

1.2.2 N-terminale Doméane

Die N-terminale Doméane von LOXn besteht Uberwiegend aus (-Faltblattern und variiert in
ihrer Lange zwischen 110 bis 146 Aminosauren. Ein struktureller Vergleich zeigte, dass die
N-terminale Domane der C2-Domane humaner Lipasen ahnelt (Gillmor et al., 1997;
Chahinian et al., 2000). Diese ist fur die Membranbindung humaner Lipasen essentiell und
daher wird fir die N-terminale Doméane von LOX-Enzymen &hnliches angenommen. Die N-
terminale Domane scheint in der Tat eine Funktion bei Membranbindung von LOXn zu
besitzen, da N-terminal trunkierte Enzymvarianten der rabALOX15 sowie der hALOX12 eine
im Vergleich zum Wildtyp verringerte Membranbindung zeigten. Allerdings wurde diese
lediglich reduziert und nicht vollstandig verhindert, weshalb davon ausgegangen werden
kann, dass auch die katalytische Domane an der Membranbindung beteiligt ist (Walther et
al., 2002; Aleem et al., 2009). Dabei konnte fur die hALOX5 in Versuchen mit dem
grinfluoreszierenden Protein (GFP) gezeigt werden, dass das Enzym mit Hilfe der N-
terminalen Domane an Kernmembranen bindet, wobei diese Bindung durch Ca?*-Einstrom in
die Zelle ausgeldst werden kann (Chen et al., 2001). Ca**-lonen sind fiir die Aktivierung und
Bindung von ALOXS5 an Biomembranen essentiell, wobei die Reste Asn44, Asp45 und Glu47
in der N-terminalen Domane eine wichtige Rolle fiir die Ca®*-Bindung haben (Hammarberg et
al., 2000). Die Bindung des Enzyms an Biomembranen, Phosphatidylcholin (PC) sowie an
das als Gerustprotein agierende coactosin-like protein (CLP) wird dagegen hauptsachlich
durch die in den Calciumbindeschleifen (loops) lokalisierten hydrophoben Aminosaurereste
Trp13, Trp75 und Trp102 bewirkt (Esser et al., 2000; Kulkarni et al., 2002). Die gezielte
Mutagenese dieser Aminosaurereste fuhrte zu einer verringerten Membranbindung durch
das Enzym (Kulkarni et al., 2002). Dagegen sind fiir die ALOX15 keine spezifischen Ca?*-

Bindungsstellen bekannt und dennoch erfolgt die Membranbindung auch erst nach Ca?-
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Zugabe, wobei eine Ladungsmaskierung vermutet wird (Brinckmann et al., 1998; Walther et
al.,, 2004). Neben den Membranbindungseigenschaften scheint die N-terminale Domane
auch einen Einfluss auf die katalytische Aktivitat von LOXn zu haben. Zum Beispiel zeigt
eine durch limitierte Proteolyse der Sojabohnen-LOX-1 entstandene ,Mini-LOX* eine
gesteigerte katalytische Aktivitdt (Maccharone et al.,, 2001), wahrend die N-terminal
trunkierten Saugetier-LOXn (ALOX15 von verschiedenen Spezies, hALOX12, Maus Alox5,
hALOX15B) haufig eine verringerte Aktivitat aufweisen (Aleem et al., 2009; Walther et al.,
2011).

Die N-terminale Domane der Sojabohnen-LOX-1 ist Uber eine 2600 A? umfassende
Kontaktflache mit der C-terminalen Doméane verbunden. Diese Kontaktflache ist bei der
Kaninchen ALOX15 (rabALOX15) lediglich 1600 A? gro® (Gillmor et al., 1997). Die
unterschiedliche GroRRe der Interdomanenkontaktflachen kénnte eine Ursache dafur sein,
dass die N-terminale Domé&ne des Kaninchenenzyms einen hoheren Grad an
Bewegungsfreiheit besitzt, als die entsprechende Doméane der Sojabohnen-LOX. Fur das
Kaninchenenzym wurde mittels SAXS-Untersuchungen gezeigt, dass in wassriger Losung
die N-terminale Domane von der C-terminalen Domane wegschwingen kann, so dass das
Enzym veranderte Molekiilkoordinaten aufweist (Hammel et al., 2004; Shang et al., 2011).
Fir das Sojabohnenenzym ist das offensichtlich nicht der Fall. Hier deckt sich die

Kristallstruktur mit der Losungsstruktur (Dainese et al., 2005).

1.2.3 Die C-terminale Domane

In der katalytischen Domane von Saugetier-LOXn befinden sich das Nicht-Ham-Eisen sowie
die hydrophobe Substratbindungstasche. Wie in Abb. 1.4. zu erkennen ist, besteht diese im
Wesentlichen aus a-Helices und Schleifenregionen (loops). Dabei unterscheidet sich die
Zahl der Helices zwischen den unterschiedlichen LOX-Isoformen. So besitzt die Sojabohnen-
LOX-1 20 Helices, welche entweder parallel/antiparallel ausgerichtet sind und sich zentral
um die Helix 9 (Minor et al., 1996) gruppieren. Die rabALOX15 besteht aus 21 Helices,
welche durch ein B-Faltblatt unterbrochen sind (Gillmor et al., 1997; Choi et al., 2007).
Analog verhalt es sich bei den Strukturen der hALOX5 sowie der Wildschwein ALOX15 mit
ihren 26 bzw. 22 Helices (Gilbert et al., 2011; Xu et al., 2012).

Bei Saugetier-LOXn wird das katalytische Eisen durch sechs Liganden komplexiert, weshalb
man haufig auch von einer oktaedrischen Ligandensphare spricht. Dabei wird die
Komplexierung durch finf Aminosaurereste und einem Hydroxidion bzw. einem
Wassermolekil tdbernommen (Kuban et al,, 1998; Kiuhn et al., 1999). Ein multiples
Aminosaurealignment von 153 in der NCBI Datenbank veréffentlichten LOX-Sequenzen
zeigte, dass die ersten drei Liganden in allen Isoformen durch Histdinreste reprasentiert

werden. Der vierte proteinogene Eisenligand ist dagegen variabel (z.B. Ser, Asn, Gly) und
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der flnfte Ligand wird durch die Carboxylgruppe der C-terminalen Aminosaure (lle, Val)
gebildet (Horn et al., unveréffentlicht). Bei der rabALOX15 wird das Eisen durch vier Histidine
(His360, His365, His540 und His544) und das C-terminale Isoleucin 663 komplexiert (Gillmor
et al., 1997), wahrend die hALOX5 durch drei Histidine (His367, His372 und His550), ein
Asparagin (Asn554) sowie das C-terminale Isoleucin 674 komplexiert wird. Dabei weist die
Struktur der hALOX5 eine Besonderheit auf, da die Helix 2 im Vergleich zu anderen LOX-
Isoformen verkurzt ist und eine andere Orientierung einnimmt, wodurch der Zugang zum
katalytischen Zentrum erschwert wird und eine besonders geformte Substratbindungstasche
entsteht (Gilbert et al., 2011; Gilbert et al., 2012). Das katalytische Eisen in der Wildschwein
ALOX15 (12-LOX) wird analog wie bei der Kaninchen ALOX15 durch vier Histidine (His361,
His365, His541, His545) sowie das C-terminale Isoleucin 663 komplexiert (Xu et al., 2012).
Dagegen erfolgt die Komplexierung des katalytischen Eisens in der Sojabohnen-LOX-1
analog zur hALOX5 durch drei Histidine, ein Asparagin sowie das C-terminale Isoleucin
(Boyington et al., 1993; Minor et al., 1996). Die Substratbindungstasche besitzt bei
verschiedenen LOX-Isoformen eine unterschiedliche Form (lvanov et al., 2010). So besteht
sie bei der Soyabohnen-LOX-1 aus zwei Hohlrdumen, die beim katalytischen Eisen
aufeinandertreffen. Dabei wird ein Hohlraum als Sauerstofftunnel angenommen, wahrend
der andere als Substratbindungstasche fungiert und sich in zwei weitere Hohlrdume
untergliedert (Boyington et al., 1993). Fur die rabALOX15 konnte gezeigt werden, dass die
Bindung des Substrats erhebliche strukturelle Anderungen in der Substratbindungstasche
verursacht. Dabei liegt das Enzym ohne Ligand in einer offenen, entspannten Form vor,
wobei die Bindung des Liganden einen Ubergang in eine geschlossene, kondensierte
Konformation bewirkt (Choi et al., 2007). Dabei hat das Enzym in der offenen Konformation
eine flache und ftrichterférmige Bindetasche, wahrend es in der geschlossenen Form eine
gebogene und tiefere Bindungstasche aufweist. Die Ursache hierfiir ist ein Leucinrest in der
Helix 18 (Leu597) der in der ligandenfreien Form in die Bindetasche hineinragt und somit
deren GroRe limitiert. Durch Ligandenbindung wird nun die Position der Helix 18 um 6 A
verschoben, wodurch sich das Volumen der Substratbindetasche vergroRert (Choi et al.,
2007). Das ist ein gutes Beispiel flir die Bestatigung der von Daniel E. Koshland
aufgestellten induced fit-Theorie, welche konformationelle Anpassung von Enzymen bei der
Ausbildung eines Protein-Liganden-Komplexes erklart (Koshland et al., 1958). Ahnliche
strukturelle Anpassungen wahrend der Substratbindung sollte man auch fir andere LOX-
Isoformen erwarten dirfen. Den Boden der Substratbindungstasche der rabALOX15 bilden
die Aminosauren Phe353, Met417, 1le418 und 1le593, wahrend Arg403 die Bindetasche an
der Oberflache des Proteins begrenzt (s. Abb. 1.4.). In silico Studien und praktische Daten

konnten zeigen, dass Arg403 eine wichtige Funktion fur die Substratbindung und Stabilitat
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des Enzyms hat (Gan et al., 1996; Toledo et al., 2010; Toledo et al., 2011; Di Venere et al.,
2013).

Dagegen besitzt die Substratbindungstasche der hALOX5 eine langliche Form, wobei die
beiden Enden durch ein Tryptophan (Trp148) auf der einen Seite sowie ein Phenylalanin und
Tyrosin (Phe178, Tyr182), auch als FY-Korken bezeichnet, auf der anderen Seite
geschlossen wird. Dadurch wird ein Eindringen des Substrats ins aktive Zentrum verhindert.
Insgesamt werden zwei unterschiedliche Mechanismen fir das Eindringen von
Arachidonsaure in das aktive Zentrum diskutiert: 1) Bewegung des FY-Korken (Entkorkung);
II) Rotation der Trp148 Seitenkette. Dabei kann die Arachidonsaure mit ihrem Methylende
voran ins aktive Zentrum gelangen, wobei die Carboxylgruppe mit einem Lysinrest
(entspricht Arg403 rabALOX15) interagieren kann (Horn et al., nicht verdffentlicht).
Insgesamt wird der hydrophobe Charakter der Substratbindungstasche von hALOXS5 durch
vier konservierte Leucine und ein Isoleucin (Leu368, Leu373, Leud414, Leu607, lle406) des
Enzyms bedingt (Gilbert et al., 2011; Gilbert et al., 2012).

Abb. 1.4.: Oberflachen-Darstellung der rabALOX15 Kristallstruktur (PDB: 2POM). (links) Die N-
terminale Doméne ist gelb geférbt, wdhrend die C-terminale Doméne in marineblau dargestellt ist).
(rechts) Im aktiven Zentrum ist das katalytische Eisenion als orangene Kugel dargestellt, wéhrend die
Eisenliganden (His361, His366, His541, His545 und 1le663) als blaue sticks zu sehen sind. Die
Arachidonsédure wurde mit Hilfe der Software Autodock ins aktive Zentrum gedockt. Sie ist in stick-
Form dargestellt und entsprechend den Elementen (Kohlenstoff griin, Sauerstoff rot, Sauerstoff blau)
geférbt. Analog sind die Enantioselektivitédtsdeterminante (Ala404) sowie der wichtige Aminoséurerest
Arg403 (komplexiert die Carboxylgruppe der Arachidonséure) dargestellt. Die Triaden-Determinanten
(Phe353, lle417, 11le593) sind als rote sticks zu erkennen.
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Die Kokristallisation der ALOX15 des Wildschweins mit dem gebundenen 12-LOX Inhibitor
OPP fuhrte zur Entdeckung eines neuen U-formigen Substratbindungskanals. Dieser ist an
einem Ende (Proteinoberflache) offen und am anderen Ende flhrt er am katalytischen Eisen
vorbei, ins Innere des Proteins (Xu et al.,, 2012). Ob es sich dabei tatsachlich um den

Substratbindungskanal handelt, bleibt allerdings weiterhin offen.

1.2.4 Grundlagen der Positions- und Stereospezifitat von Lipoxygenasen

1.2.4.1 Positionsspezifitat von Lipoxygenasen

Es muss erwahnt werden, dass bis zum heutigen Tage keine Wildtyp LOX-Isoform mit
Arachidonsaure bzw. Linolsaure erfolgreich kokristallisiert worden ist, weshalb die genaue
Position und Orientierung des Substrats im aktiven Zentrum weiterhin unklar bleibt. Daher
kénnen auch keine definitiven Aussagen Uber die strukturelle Basis der unterschiedlichen
Positionsspezifitaten von verschiedenen LOX-Isoformen gemacht werden. Derzeit existieren
zwar kristallographische Daten fir einen Enzym-Arachidonsaure-Komplex der pseudo-
phosphorylierten hALOX5 Variante (Ser663Asp). Allerdings fehlen in dieser Struktur die
Elektronendichten fur wichtige Teile des aktiven Zentrums und es scheint, dass das Substrat
sich eher an der Enzymoberflache angelagert hat, als dass es im aktiven Zentrum gebunden
ist. Daher ist es eher fragwirdig, ob es sich dabei um einen enzymatisch aktiven Komplex
handelt (Gilbert et al., 2012). Zudem ist die Auflésung nicht ausreichend genug, um genaue
Aussagen Uber die Orientierung der Arachidonsaure im aktiven Zentrum zu treffen. So kann
z.B. zwischen COOH- und CHs-Ende der Fettsaure nicht wirklich unterschieden werden.
AuRerdem konnten wichtige Kernaussagen der oben genannten Publikation (Umwandlung
einer 5-LOX in eine 15-LOX durch Pseudophosphorylierung an Ser663) trotz immensem
Aufwand weder durch uns noch durch andere Gruppen bestatigt werden, weshalb die
verotffentlichten strukturellen Daten mit Vorsicht betrachtet werden mussen.

Trotz mangelnder Enzym-Substrat-Komplexe gibt es auf Grundlage von Mutagenesestudien
eine Reihe von Theorien zur Positions- und Stereospezifitdt von LOXn. Die Volumen-
hypothese (Triadenkonzept) wurde urspriinglich fur die rabALOX15 entwickelt. Dabei wird
davon ausgegangen, dass die Arachidonsaure mit ihrem Methylende voran in die
Substratbindungstasche eindringt und mit ihnrem Carboxylende mit Arg403 am Eingang der
Bindetasche interagiert. Die Tiefe der Substratbindungstasche bestimmt, welches
Kohlenstoffatom in der Nahe des katalytischen Eisens gelangt und wo folglich die
Wasserstoffabstraktion stattfindet (s. Abb. 1.5. A). Dabei wird die Tiefe der Substrat-
bindungstasche durch die am Boden der Tasche befindlichen Aminosaurereste (Phe353,
lle418 und 1le593) definiert. Werden diese gro3en Aminosauren in verschiedenen ALOX15-
Isoformen durch weniger volumindse Aminosauren substituiert, so kommt es zu einer

Verschiebung der Positionsspezifitdt in Richtung 12-lipoxygenierender Enzyme. Es wird als



21 Einleitung

mogliche Ursache angenommen, dass die Substratsbindungstasche durch den Austausch
groBer wird und die Arachidonsaure tiefer eindringen kann (s. Abb. 1.5. A), was eine
Wasserstoffabstraktion an C10 (12-LOX) anstelle C13 (15-LOX) begunstigt (Sloane et al.,
1995; Borngraber et al., 1996; Borngraber et al., 1999). Damit lassen sich sehr einfach 15-
lipoxygenierende ALOX15-Isoformen (Mensch, Kaninchen) in 12-lipoxygenierende Enzyme
umwandeln. Die Umwandlung der hALOX12 in ein 15-lipoxygenierenden Enzym ist
zumindest partiell ebenfalls moglich (Vogel et al., 2010).

Strukturelle Untersuchungen zeigten, dass das Volumen der ALOX5 um etwa 20 % groRer
ist als das der ALOX15 (Gillmor et al., 1997; Gilbert et al., 2011) und es konnte gezeigt
werden, dass das Triadenkonzept auch auf ALOX5-Isoformen anwendbar ist. Durch multiple
Austausche der Positionsdeterminanten (Phe359, Ala424, Asn425 und Ala603) gegen
grélere, volumindésere Aminosauren konnte eine Umwandlung der humanen und der
murinen ALOX5 in Uberwiegend 15-lipoxygenierende Enzyme erreicht werden (Schwarz et
al., 2001; Hofheinz et al., 2013). Durch die Verkleinerung der Substratbindetasche kann die
Arachidonsaure nicht mehr so tief in das aktive Zentrum eindringen, wodurch die
Wasserstoffabstraktion vom C13 (15-Lipoxygenierung) anstelle von C7 (5-Lipoxygenierung)
erfolgt und daher die Sauerstoffinsertion an C15 anstelle von C5 bevorzugt wird (s. Abb.
1.5.). Eine Umwandlung einer 15-LOX in ein 5-lipoxygenierendes Enzym war bisher nicht
maoglich.

Dennoch muss erwahnt werden, dass es neben der Volumenhypothese noch den Ansatz der
inversen Substratorientierung (Orientierungshypothese) gibt. Sie geht davon aus, dass bei
12- und 15-lipoxygenierenden Enzymen das Fettsduresubstrat mit seinem Methylende voran
in die Substratbindetasche eindringt, wohingegen fir 5-lipoxygenierende Enzyme Fettsduren
mit ihrer Carboxylgruppe zuerst in die Bindetasche eintauchen (s. Abb. 1.5. A). Dies ist eine
logische Erklarung fur die Produktion von S-Enantiomeren durch 5-LOXn unter der
Annahme, dass die Sauerstoffinsertion von derselben Seite wie bei 12- und 15-LOXn
geschieht. Dies kann allerdings nur unter relativ hohem Energieaufwand geschehen, da eine
hydrophile Carboxylgruppe in eine hydrophobe Umgebung gebracht werden muss (Browner
et al., 1998). Es konnte fiir die rabALOX15 gezeigt werden, dass unter Verwendung von
verschiedenen Arachidonsaurederivaten eine inverse Substratorientierung zu einer 5-
Lipoxygenierung fuhrt (Walther et al., 2001), was allerdings mit einer drastischen Reduktion
der Substrataffinitat (starker Anstieg des K.-Wertes) und mit einer deutlichen Reduktion der
Umsatzrate einhergeht. Daneben zeigte die pseudophosphorylierte Mutante an Ser663 von
hALOX5 eine nahezu vollstandige Umwandlung von einem 5- nach einem 15-
lipoxygenierendem Enzym und der kristallisierte Enzym-Substrat-Komplex deutet laut
Autoren auf eine inverse Substratorientierung hin (Gilbert et al., 2012). Dennoch sind diese

Daten aufgrund der fehlenden Reproduzierbarkeit durch andere Gruppen derzeit schwierig
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zu interpretieren. Zudem fehlt es weiterhin an Strukturen von Enzym-Substrat-Komplexen fiir
andere LOXn. Nur mit diesen kann ein Vergleich bezuglich der Substratorientierung und

-bindung in verschiedenen LOX-Isoformen gezogen werden.

Abb. 1.5.: (A) Im Sinne der Volumenhypothese kommt es zu einer steten Vergré3erung der
Substratbindungstasche von 15-, iiber 12- nach 5-LOXn. Daraus resultiert die Oxygenierung der
Arachidonsdure an den unterschiedlichen Kohlenstoffatomen, die jeweils ndher am katalytischen
Eisen liegen. Laut Orientierungshypothese (s. A. unten) kommt es bei 5-lipoxygenierenden Enzymen
zu einer inversen Substratorientierung im aktiven Zentrum, wodurch die Oxygenierung am C5 der
Arachidonséure erfolgt (modifiziert nach Ivanov et al., 2010) (B) Strukturelles Alignment der
rabALOX15 (marineblau) sowie der porALOX12 (rosa). Die jeweiligen Substratbindetaschen sind als
Punkte angedeutet, wobei die der porALOX12 (orange) um etwa 15 % gréBer zu sein scheint als die
der rabALOX15 (blau), was die Volumenhypothese teilweise unterstiitzt. Die jeweiligen
Positionsdeterminanten fiir die ALOX12 bzw. ALOX15 sind als griine bzw. rote stick-Form dargestellt.

1.2.4.2 Stereospezifitit von Lipoxygenasen

Neben der Tatsache, dass sich LOXn durch eine hohe Positionsspezifitdit auszeichnen,
besitzen sie auch eine hohe Stereoselektivitat bei der Sauerstoffinsertion. Nach erfolgter
Wasserstoffabstraktion kann der molekulare Sauerstoff theoretisch an zwei verschiedenen
Positionen ([+2] und [-2] Verschiebung des radikalischen Elektrons) insertiert werden. Dabei
kann der Sauerstoff an beiden Positionen sowohl in einer R- bzw. S-Konfiguration an den
sp>-hybridisierten Kohlenstoff eingefilhrt werden, woraus sich vier theoretisch mégliche
Produktisomere ergeben, die im Falle einer nicht enzymatischen Reaktion alle in etwa
gleichen Mengen gebildet werden. Dagegen steuern LOXn die Stereochemie der
Oxygenierungsreaktion so, dass Uberwiegend nur ein Produktisomer gebildet wird. Bei 5-
LOXn bedeutet das die Wasserstoffabstraktion an C7 und Sauerstoffinsertion an C5 ([-2]
Verschiebung des radikalischen Elektrons) in S-Konfiguration. Dagegen wird bei 15-LOXn



23 Einleitung

der Wasserstoff an C13 abstrahiert und die Insertion des molekularen Sauerstoffs erfolgt an
C15 ([+2] Verschiebung des radikalischen Elektrons) in S-Konfiguration. Um die Grundlagen
der Enantioselektivitdt von LOXn zu untersuchen, wurden in multiplen Sequenzalignments
die Primarstrukturen von LOX-Isoformen verschiedener Spezies verglichen. Dabei wurde
festgestellt, dass LOXn mit S-Konfiguration (S-LOXn) an einer kritischen Position in ihrer
Primarstruktur ein Alanin (Ala) tragen, wahrend LOXn mit R-Konfiguration (R-LOXn) an
dieser Stelle ein Glycin (Gly) tragen. Um diese Theorie zu bestatigen, wurde versucht
verschiedene R-LOXn durch ortsgerichtete Mutagenese in S-LOXn umzuwandeln. Die
Korallen 8R-LOX konnte so zum Beispiel nahezu vollstandig in ein 12S-lipoxygenierendes
Enzym umgewandelt werden (Coffa et al.,, 2004). Umgekehrt ist es auch gelungen, die
hALOX15B durch Mutagenese von Ala416Gly von einer 15S-LOX in ein Uberwiegend 11R-
H(p)ETE produzierendes Enzym umzuwandeln (Coffa et al., 2004; Jansen et al., 2011).
Auffallig bei beiden ist jedoch, dass die Anderung der Stereospezifitit der Enzyme immer
auch mit der Anderung der Positionsspezifitait einhergeht. Die Modifikation einer
Lipoxygenase, welche anstelle des einen Enantiomers ausschlielBlich das andere produziert
ohne dabei seine Positionsspezifitat zu andern, konnte bislang nicht gezeigt werden, was ein
klares Indiz dafur ist, dass Positions- und Stereokontrolle der Oxygenierungsreaktion eng
miteinander verknlpft sind. Dennoch wurde auf Grundlage dieser experimentellen
Ergebnisse postuliert, dass die zusatzliche Methylgruppe des Alanin den Zugang des
molekularen Sauerstoffs zum R-Position des Pentadiens versperrt, wodurch die

Oxygenierung an der S-Position geschieht (s. Abb. 1.6).

H-(;:H—H Lo, O
Hac’\/\/WWV\)LOH
Fe
5S-LOX
o, H 0
H.C VNV TN OH
Fe
9R-LOX

Abb. 1.6.: Mégliche Ursachen der Stereospezifitdt von verschiedenen LOXn am Beispiel von 5S- und
9R-LOX. Die Wasserstoffabstraktion erfolgt an C7, weshalb die Sauerstoffinsertion theoretisch an C5
bzw. C9 mdéglich ist. (A) Ein Alaninrest blockiert C9, weshalb die Sauerstoffinsertion an C5 unter
Bildung des S-Enantiomers erfolgt. (B) Die C9-Position ist nun aufgrund des kleineren Glycinrestes
nicht mehr versperrt, wodurch die Oxygenierung an C9 unter Bildung des R-Enantiomers mdglich ist.
(modifiziert nach Ivanov et al. 2010, (ibernommen aus Dissertation Katharina Hofheinz)
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Auf Basis der Struktur fur die Korallen 8R-LOX wurde postuliert, dass der Gly/Ala-Rest mit
einem konservierten Leucin interagiert und somit den Zugang fiir den molekularen Sauerstoff
versperrt bzw. freigibt. Dabei wurde fir die 8R-LOX vermutet, dass die Interaktion zwischen
Gly428 und Leu432 die Oxygenierung an der 12S-Position verhindert. Auf Grundlage der
Wildtypkristallstruktur wird angenommen, dass die Einfihrung einer Methylgruppe an
Position 428 zu einer Umlagerung des Leucinrestes und einer Abschirmung der 8 R-Position
fuhrt. Diese Theorie wurde durch Mutagenese von Leu432 unterstutzt, wobei einige der
erzeugten Mutanten einen erhdhten Anteil an 12S-HETE besalien. Allerdings hatten die
erzeugten Mutanten mit einer Ausnahme eine relative spezifische Aktivitdt von unter 5 % im
Vergleich zum Wildtypenzym, weshalb die Ergebnisse mit Vorsicht zu betrachten sind (Neau
et al., 2009). AuRerdem konnte bis zum heutigen Tag keine Ala428 Mutante kristallisiert
werden, weshalb weiterhin unklar bleibt, ob es tatsachlich zu einer Umlagerung von Leu432
kommt. Das Ala-vs-Gly-Konzept (Coffa/Brash-Prinzip) ist fur die Erklarung der
Stereospezifitat von vielen LOX-Isoformen anwendbar. Dennoch konnte anhand einer
Zebrafisch 12S-LOX gezeigt werden, dass es auch hier Ausnahmen gibt. Aufgrund eines
Glycin an der kritischen Position in der Primdrsequenz wurde eine R-Konfiguration des
Oxygenierungsprodukts erwartet, allerdings zeigten die experimentellen Daten, dass das
Reaktionsprodukt zu 96 % S-konfiguriert war. Der entsprechende Gly-Ala-Austausch brachte
auch keine wesentlichen Anderungen in der Stereospezifitit hervor, weshalb davon
ausgegangen werden muss, dass das Enzym nicht dem Coffa/Brash-Prinzip folgt. Ahnlich
verhalt es sich bei der Maus Alox5 sowie ALOX15-Isoformen verschiedener Spezies (Maus,
Mensch, Kaninchen, Rhesusaffe, Orang Utan), was die Universalitat des Prinzips weiter
einschrankt (Jansen et al., 2011). Das Ala-vs-Gly-Konzept scheint daher &hnlich wie die
Volumenhypothese nicht universell auf alle LOXn anwendbar zu sein, was allerdings noch

durch zusatzliche Untersuchungen an anderen LOX-Isoformen bestatigt werden muss.

1.3 Genetische Variationen (SNPs, Mutationen) in LOXn und ihre Funktion in der
Pathogenese von verschiedenen Erkrankungen

Der Begriff Polymorphismus stammt vom griechischen Wort Polymorphismos ab und
bedeutet ,Vielgestaltigkeit. In der Genetik wird der Begriff fir das Auftreten einer oder
mehrerer Genvarianten (Allele) innerhalb einer Population verwendet. Dabei muss die
Allelfrequenz > 1 % sein, da sonst von einer Mutation gesprochen wird. Es werden dabei drei
Arten von Polymorphismen unterschieden: 1. Einzelnukleotidpolymorphismen (Single
Nucleotide Polymorphisms, SNPs), 2. kleine Insertions- und Deletionspolymorphismen
(INDELs), sowie 3. Strukturvarianten (Copy number variations, CNVs).

Nach einer neueren Definition durch das 1000 Genom Projekt handelt es sich bei INDELs

um kleinere Insertionen und Deletionen, welche in der Regel nicht gréRer als 50 Nukleotide
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sind, wahrend die CNVs groRere Abweichungen in der Kopienzahl eines DNA-Abschnitts
(Genduplikation, Gendeletion) darstellen (Abecasis et al., 2010). Dabei sind bis zum
heutigen Tag ca. 30000 CNVs beim Menschen bekannt (Conrad et al., 2010; Mills et al.,
2011). Als SNPs werden dagegen einzelne Basenaustausche in der DNA-Sequenz
bezeichnet. Sie stellen mit 90 % die am haufigsten vorkommenden genetischen
Polymorphismen dar. Sie kénnen dabei sowohl in kodierenden bzw. nicht-kodierenden
Genregionen oder intergenischen Regionen auftreten. Allerdings ist ihre genomische
Verteilung nicht homogen, sondern sie treten gehauft in nicht-kodierenden Genregionen auf
(Barreiro et al., 2008). Dabei stellt die minor allele frequency (MAF), welche in dieser Arbeit
allgemein als Allelfrequenz bezeichnet wird, ein MalR fur die Haufigkeit des SNPs in der
humanen Population dar. In kodierenden Bereichen unterscheiden wir zwischen synonymen
und nicht-synonymen SNPs. Dabei haben synonyme SNPs keinen Einfluss auf die
Proteinsequenz, wahrend nicht-synonyme SNPs die Aminosduresequenz eines Proteins
verandern. Es werden dabei zwei Arten von nicht-synonymen SNPs unterschieden, wobei
solche die zu einem Aminosaureaustausch fihren als missense SNPs bezeichnet werden,
wahrend solche die zur Einflhrung eines Stopcodons filhren als nonsense SNPs bezeichnet
werden. In dieser Arbeit sollte ausschlieRlich der Einfluss der beiden zuletzt genannten
genetischen Variationen untersucht werden.

Die meisten der bekannten genetischen Variationen (SNPs, Mutationen) wurden entweder in
klinischen Studien oder durch verschiedene internationale Genomprojekte entdeckt. Die
zuletzt genannten untersuchten dabei das Vorkommen und die Verteilung von genetischen
Variationen in der humanen Bevdlkerung. Dabei hat das Internationale HapMap Projekt
(www.hapmap.org) in seiner 3. Phase 1,6 Mio. haufig vorkommende genetische Variationen
in 1184 Individuen in 11 verschiedenen humanen Populationen genotypisiert (International
Hapmap Consortium 3, 2010). In einer neueren Verdffentlichung wurden die Genome von
1092 Individuen in 14 verschiedenen humanen Subpopulationen auf das Vorkommen und
die Verteilung von genetischen Variationen untersucht (1000 Genome Project, 2012). Die
Ergebnisse dieser Arbeit sind in der 1000 Genom Datenbank (www.1000genomes.org)
zusammengefasst und enthalten zudem noch die genetischen Variationen, die in anderen
Genomprojekten (HapMap, ESP, COSMIC etc.) gefunden worden sind. Obwohl die
Datenbank die genetische Variabilitdt bestimmter ethnischer Subpopulationen nicht adaquat
widerspiegelt (Lu et al., 2013), so stellt sie doch ein gutes Werkzeug fur die funktionelle
Analyse von naturlich vorkommenden genetischen Variationen in Enzymen, Hormonen,
Rezeptoren und Strukturproteinen dar. Dabei enthalt die 1000 Genom Datenbank alle in
dieser Arbeit erwahnten bzw. funktionell charakterisierten LOX-Variationen.

Fir die Medizin sind genetische Variationen (SNPs, Mutationen) von aullerordentlicher

Bedeutung. Zum einen koénnen Mutationen die molekulare Ursache fur verschiedene
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monogene Erkrankungen wie z.B. die Phenylketonurie (Gao et al., 2011), Sichelzellanamie
(Ingram et al., 1956), Zystische Fibrose (Hamosh et al., 1992) oder 3-Thalassamie (Chang et
al.,, 1979) sein. Daneben werden genetische Variationen auch haufig mit verschiedenen
polygenen Erkrankungen wie Osteoporose, Atherosklerose und verschiedenen Karzinomen
assoziiert, wobei dies am Beispiel der humanen LOXn ausflhrlich diskutiert wird. In einer in
Zukunft personalisierten Medizin werden SNPs helfen, die unterschiedliche Pharmakokinetik
und Pharmakodynamik von Medikamenten in Patienten besser zu verstehen um eine
Optimierung der Therapie und damit eine Verbesserung der Heilungschancen zu erzielen
(Howland et al., 2012). SNPs wurden namlich schon haufiger mit dem unterschiedlichen
Metabolismus verschiedener Medikamente in Verbindung gebracht. Zum Beispiel konnte fiir
Patienten mit Polymorphismen in den Genen flr den Abbau von Zytostatika wie z.B.
Taxanen (Krebstherapie) gezeigt werden, dass fur diese die Behandlung mit diesen
Medikamenten aufgrund des zu geringen Abbaus der Zytostatika extrem toxisch war (Jabir et
al., 2012). Daneben sind SNPs in Genen der humanen CYP2C Familie (Subfamilie der
CYP450 Enzyme) mit einem verschlechterten Abbau verschiedener Medikamente
(Antidepressiva, Antidiabetika, Entzindungshemmer etc.) assoziiert (Goldstein et al., 2001).
Zudem konnten SNPs in dem ABCG2 Gen (breast cancer resistance protein, BCRP) mit
unterschiedlichen Erfolgsaussichten bei der Brustkrebstherapie assoziiert werden (Yanase et
al., 2006). Insgesamt lasst sich anhand der hier ausgewahlten Beispiele abschatzen, dass
SNPs bei einer in Zukunft immer starker zunehmenden Individualisierung der Medizin eine
herausragende Stellung einnehmen werden.

Wie schon in Abschnitt 1.1.4. diskutiert haben LOXn und ihre Reaktionsprodukte wichtige
physiologische Funktionen und sind in der Pathogenese verschiedener polygener
Erkrankungen (z.B. Atherosklerose, Kanzerogenese etc.) involviert, auch wenn ihre genaue
Rolle bisweilen noch nicht vollstandig verstanden ist. In diesem Abschnitt wollen wir uns
daher verschiedenen genetischen Variationen in LOX-Genen und ihrer Rolle in den oben
genannten Erkrankungen widmen. Ein groRer Teil der genetischen Variationen (SNPs,
Mutationen) sind durch das Internationale HapMap Projekt (www.hapmap.org) bzw. das
1000 Genom Projekt (www.1000genomes.org) entdeckt bzw. bestéatigt worden, wobei diese
Projekte die Vielfalt und das Vorkommen von genetischen Variationen in der humanen
Population analysiert haben. Die daraus erhaltenen Ergebnisse kdnnen nun als eine gute
Grundlage fur Genomweite-Assoziationsstudien (GWAS) von polygenen Erkrankungen mit
SNPs in verschiedenen Genen genutzt werden.

In verschiedenen epidemiologischen Studien wurden LOX-Variationen mit einem erhéhten
Risiko fir bestimmte Erkrankungen assoziiert. So konnte fir die hALOX5 gezeigt werden,
dass genetische Polymorphismen im hALOX5 Promotorbereich zur Insertion und Deletion

von 1-2 Bindungsstellen des humanen Transkriptionsfaktors Sp1 fuhrten (In et al., 1997).
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Dabei zeigte sich, dass homozygote Trager einer Sp1-deletierenden Variation eine
verschlechterte Antwort auf die Asthmabehandlung mit dem 5-LOX Inhibitor ABT-761 hatten
(Drazen et al., 1999), was auf eine reduzierte Expression der hALOX5 sowie LTC, in
zurtckzufiihren ist (Kalayci et al., 2006). In einer spateren klinischen Studie an einer
kaukasischen Population konnte allerdings keine Assoziation dieser genetischen
Promotervariation mit einem erhohten Risiko fiir Asthma oder einem fiir Asthma typischen
Phanotyp festgestellt werden (Sayers et al., 2003). Fur zwei SNPs (rs10507391, rs730012)
in Proteinen der Leukotrienbiosynthese (hRALOX5AP, LTC4S) konnte in einer chinesischen
Han Population gezeigt werden, dass Trager des mutierten Allels ein signifikant erhdhtes
Risiko fur Asthma hatten. Dabei besal’en Trager des LTC4S SNPs (rs730012) zudem eine
gesteigerte Wirksamkeit des CysLT1-Rezeptor-Antagonisten Montelukast (Cai et al., 2011).
Neben Asthma konnten fir genetische Variationen in Genen des Lipoxygenasestoffwechsel
(hALOX5, hALOX12, hALOX15, hALOX5AP) gezeigt werden, dass diese mit unterschiedlich
hohen Risiken fir die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms korrelierten. Zum Einen
konnte fur Trager eines VNTR SNP (variable nucleotide tandem repeat) im ALOX5 Promotor
ein reduziertes Risiko fur die Entstehung eines rektalen Karzinoms beobachtet werden.
Dagegen hatten Trager der SNPs in hALOX5AP (rs17239025), hALOX12 (rs2073438) und
hALOX15 (rs4796535, rs2619112) ein erhdhtes Risiko fur die Entstehung eines rektalen
Karzinoms. Ein SNP in hALOX5AP (rs12429692) wurde zudem mit einem erhdhten Risiko
einer Adenomentwicklung assoziiert (Kleinstein et al., 2013).

Die Rolle von Lipoxygenasen und Leukotrienen bei kardiovaskularen Erkrankungen wie z.B.
Atherosklerose wird weitldufig diskutiert. Ein LTA4H SNP (rs6538697) war in einer
chinesischen Han Population signifikant mit einem erhdhten Risiko fur Herzinfarkt assoziiert,
wohingegen Trager eines hALOX5 SNPs (rs2029253) ein verringertes Risiko besaflen (Sun
et al., 2013). Daneben besalRen Trager von zwei hALOX5 Promotor SNPs ein signifikant
erhohtes Risiko flr Atherosklerose (Dwyer et al., 2004). Unglucklicherweise befinden sich
alle oben genannten SNPs entweder in intronischen, im Promoter oder anderen nicht-
kodierenden DNA-Bereichen, weshalb eine funktionelle Charakterisierung dieser
genetischen Variationen schwierig ist und in den erwadhnten Studien auch meist nicht
durchgefiihrt wurde.

Es existieren jedoch auch wenige Arbeiten, in denen der funktionelle Einfluss genetischer
Variationen untersucht wurde: 1) Der nicht-synonyme kodierende SNP hALOX12 GIn261Arg
(rs28395860) konnte in verschiedenen epidemiologischen Studien mit einem erhéhten Risiko
fur Osteoporose, das Mammakarzinom sowie Schizophrenie assoziiert werden (Harslof et
al., 2011; Prasad et al., 2011; Kim et al., 2010). In vitro Studien von verschiedenen Gruppen
mit rekombinanter hALOX12 zeigten allerdings, dass die Mutation die Funktionalitat des

Enzyms nur geringfiigig beeinflusste (Aleem et al., 2009; Chaitidis et al., 2013). 2)
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Heterozygote Trager des funktionell inaktiven hALOX15 Thr560Met SNP (rs34210653)
hatten ein signifikant erhdhtes Risiko fur die koronare Herzerkrankheit (KHK) (Assimes et al.,
2008). In einer anderen Studie konnte dieser Zusammenhang allerdings nicht endgultig
bestatigt werden (Hersberger et al., 2009). In dieser Studie unterschritt die Wahrscheinlich-
keit eines kausalen Zusammenhangs nicht die Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 %. Das
bedeutet, dass der Umfang dieser Studie wahrscheinlich nicht grol3 genug war, um einen
statistisch signifikanten Zusammenhang zu erreichen. Weitere epidemiologische Studien mit
grélReren Patientenzahlen werden daher bendtigt, um den kausalen Zusammenhang
zwischen dem SNP und kardiovaskularen Erkrankungen endglltig zu bestatigen.
Unabhangig vom derzeit noch unklaren statistischen Zusammenhang dieses SNPs mit
kardiovaskularen Erkrankungen zeigen in vitro Untersuchungen, dass es sich bei Thr660Met
um eine loss-of-function Mutation von hALOX15 handelt. Die molekulare Ursache fur die
Inaktivitat dieser Enzymvariante ist wahrscheinlich die Zerstorung eines Wasserstoffbricken-
netzwerks in der Nahe zu einer der bekannten Positionsdeterminanten von hALOX15
(lle417), wodurch es zu einer partiellen Fehlfaltung des Proteins kommt (Schurmann et al.,
2011; Horn et al., 2013 Il). 3) Inaktive Enzymvariationen in hALOX12B und hALOXE3
wurden mit der extrem seltenen Hauterkrankung ARCI (autosomal rezessive kongenitale
Ichthyose) assoziiert (Eckl et al., 2005; Lesueur et al., 2007; Eckl et al., 2009). 4) In einer
weiteren Studie wurde der nicht-synonyme kodierende hALOX5 SNP (rs2228065), der zu
einem Glu254Lys Austausch flihrte, mit einem signifikant erhéhten Risiko fir Asthma
bronchiale assoziiert (Bai et al., 2008). Dagegen konnte ein Zusammenhang zwischen dem
SNP und einem erhdhten Risiko fur das Mammakarzinom nicht gezeigt werden (Wang et al.,
2008). Fur diese genetische Variation existieren derzeit keine funktionellen Daten.

Zusammenfassend muss man sagen, dass es eine Reihe von publizierten genetischen
Variationen (SNPs, Mutationen) in den humanen LOX-Genen gibt, die durch mehr oder
weniger signifikante statistische Korrelation bestimmten Krankheiten bzw. Krankheitsgruppen
zugeordnet wurde. Ob diese Zuordnung jedoch kausaler Natur ist und auf welchem
Mechanismus diese Zuordnung beruht, bleibt in den meisten Fallen unklar, da bisher nur

sehr wenige natlrlich vorkommende Variationen funktionell charakterisiert worden sind.

1.4 Ziele der Arbeit

Lipoxygenasen sind evolutiv hochkonservierte Enzyme, die an den unterschiedlichsten
physiologischen Prozessen beteiligt sind. Mittlerweile sind durch die verschiedenen
Genomprojekte, GWAS und klinischen Studien eine Vielzahl an genetischen Variationen in
den humanen LOX-Genen beschriecben worden. Einige konnten dabei mit einem
unterschiedlichen Risiko flir verschiedene polygene Erkrankungen assoziiert werden. Leider

liegen die meisten der genannten Variationen zumeist in nicht-kodierenden DNA-Regionen
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bzw. handelt es sich um synonyme Variationen, weshalb ihre funktionelle Charakterisierung
aulerst schwierig ist, und daher auch fir die meisten dieser Polymorphismen keine
funktionellen Daten vorhanden sind (s. 1.3.). Daneben sind auch noch eine Reihe
kodierender nicht-synonymer SNPs in der Literatur beschrieben worden (s. 1.3.), wobei auch

hier fir die meisten keine funktionellen Daten existieren.

Ziel dieser Arbeit war es nun die Llicke zwischen der relativ grofen Anzahl an
veroffentlichten LOX-Variationen und der verhaltnismaRig kleinen Anzahl an funktionell
vorhandenen Daten zu schlieBen. Dabei ging es um die systematische Analyse von
kodierenden nicht-synonymen Variationen (SNPs, Mutationen) in vier verschiedenen LOX-
Genen. Da es sich bei LOXn um Enzyme handelt, sollten nicht-synonyme kodierende
Variationen einen gréReren Einfluss auf die Funktionalitdt des Gens haben als solche die in
den nicht-kodierenden Bereichen des Gens liegen.

Da es aufgrund der Vielzahl an veréffentlichten LOX-Variationen unmdglich ist, alle
funktionell zu charakterisieren, sollte sich in dieser Arbeit auf haufig vorkommende
Variationen (SNPs, Allelfrequenz > 1%), nicht-konservierte Aminosaureaustausche mit
bereits bekannter Sequenz und Variationen die funktionell wichtige Aminosaurereste
betreffen, fokussiert werden. Die N-terminale Domane von LOXn hat Uberwiegend
regulatorische Funktionen und wenig Einfluss auf die Kkatalytische Aktivitat und
Produktspezifitat von LOXn. Daher wurde auf die funktionelle Analyse von Variationen in den
N-terminalen Domanen der LOX-Isoformen verzichtet.

Um die funktionellen Effekte von genetischen Variationen in verschiedenen LOX-Isoformen
genauer zu charakterisieren, wurden sowohl in vitro (rekombinante Proteinherstellung,
punktgerichtete Mutagenese) als auch in silico Strategien (computergestitzte
Strukturmodellierung, in silico Mutagenese) angewandt. Die ausgewahlten genetischen
Variationen sollten hinsichtlich ihrer Allelfrequenz, strukturellen Position und ihres Effekts auf
die katalytische Aktivitdt der Enzyme, auf reaktionskinetische Grundparameter (K., Kcat), die
Positions- und Stereospezifitdt, die Thermostabilitit sowie ihrem strukturellen Einfluss
(Faltung) untersucht werden.

Dabei war es das Ziel neben den bereits bekannten hALOX loss-of-function Mutationen (s.
1.3.) neue genetische Variationen (SNPs, Mutationen) mit einem einen starken funktionellen
Effekt zu finden, da die homozygoten Trager dieser mutierten Allele einen unterschiedlichen
physiologischen Phanotyp im Vergleich zu den Wildtyp Alleltragern aufweisen sollten. In der
weiteren Arbeit sollten dann die molekularen Ursachen flir die funktionelle Andersartigkeit

dieser Variationen genauer untersucht werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

21.1 Chemikalien
Chemikalien
Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose
Ammoniumperoxodisulfat

Ampicillin-Natrium
anti-His-HRP Antikérper

Arachidonsaure
ATP

Bromphenolblau
Bovines Serumalbumin (BSA)

Calciumchlorid
Chloramphenicol
Cobalt-Sepharose
dNTP-L6sung
EDTA

Essigsaure
Ethanol

Glucose

Glycin

Hexan

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

(R/S); 9-, 13-HODE (R/S)
Imidazol

IPTG (Dioxan-frei)
Isopropanol (2-Propanol)
Kanamycinsulfat
Kaliumhydroxid
Kaliumchlorid

Linolsdure

Methanol
Natriumborhydrid

Hersteller

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Promega (Mannheim, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Miltenyi (Bergisch-Gladbach,
Deutschland)

Serva (Heidelberg, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Fraktion V Serva (Heidelberg,
Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Clontech (Heidelberg, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma (Dreisenhofen, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma (Steinheim, Deutschland)
Baker (Deventer, Niederlande)

Cayman Chem., Alexis Deutschland
GmbH (Griinberg, Deutschland)

Serva (Heidelberg, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
VWR (Leuven, Niederlande)
Sigma (Steinheim, Deutschland)



31

Material und Methoden

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natronlauge (1N, 2N)
Nickel-Agarose

Nickel-Sulfat
N-Nitroso-N-methylharnstoff
Phosphatidylcholin

ResourceQ™ (6 ml)

Salzsaure (1N, 2N)
Sepharose

Sypro® Orange

TCEP

TEMED

Tris-Lésung (1 M, pH 8,0)
Tween 20

2.1.2 Nahrmedien und Pufferlésungen

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Macherey-Nagel (Dlren, Deutschland)
Sigma (Dreisenhofen, Deutschland)
Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Sigma (Dreisenhofen, Deutschland)

GE Healthcare (Chalfont St Giles,
Grolbritannien)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma (Dreisenhofen, Deutschland)
Life Technologies (Carlsbad, USA)
Sigma (Dreisenhofen, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Die Nahrmedien zur Kultivierung der E. coli Bakterien wurden von den folgenden Firmen

bezogen.

Medium
LB Agar
LB Medium

EnPresso tablet set

LB-Nahrmedium

Hersteller

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlruhe, Deutschland)

BioSilta (Berlin, Deutschland)

Bacto-Trypton (10 g/L), Hefeextrakt (5 g/L), NaCl (5 g/L), pH=7,0

LB-Agarplatten

Bacto-Trypton (10 g/L), Hefeextrakt (5 g/L), NaCl (5 g/L), Bacto-Agar (15 g/L), pH=7,0

SOC-Medium

20 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 mM Natriumchlorid, 2,5 mM Kaliumchlorid,

10 mM Magnesiumchlorid, 10 mM Magnesiumsulfat, 20 mM Glucose
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Zusatzlich wurden je nach Bakterienstamm und Expressionsplasmid folgende Antibiotika zu

den Medien bzw. Agarplatten zugesetzt:

¢ Ampicillin (100 pg/ml)
e Kanamycin (25 pg/ml)
e Chloramphenicol (35 pg/ml)

Phosphate buffered saline (PBS)
8 mM Na,HPO,4, 150 mM NaCl, 3 mM KCI, 1,5 mM KH,PO,, pH= 7,0

Reinigung der hALOX15 und hALOX15B

Ni-Agarose-Affinitatschromatografie

Waschpuffer |
100 mM Tris/HCI, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH= 8,0

Waschpuffer Il
100 mM Tris/HCI, 300 mM NaCl, 25 mM Imidazol, pH= 8,0

Elutionspuffer
100 mM Tris/HCI, 300 mM NaCl, 200 mM Imidazol, pH= 8,0

Anionenaustauschchromatografie (ResQ 6 ml)
Puffer |
20 mM Tris/Cl, pH= 8,0

Puffer Il
20 mM Tris/Cl, 1 M NaCl, pH= 8,0

Proteinaufbewahrungspuffer
20 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, 0,5 mM TCEP, 10 % (v/v) Glycerol, pH= 8,0

Partielle Reinigung der hALOX5

Cobalt-Sepharose-Affinitatschromatografie

Waschpuffer
50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, pH= 8,0
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Elutionspuffer
50 mM NaH,PQO,4, 300 mM NaCl, 200 mM Imidazol, pH= 8,0.

Elektrophoresepuffer
TAE-Puffer (Agarose-Elektrophorese)

40 mM Tris, 20 mM Natriumacetat, 29,6 mM Essigsaure, 2 mM EDTA, pH=7,8

Trenngelpuffer (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese)
1,5 M Tris/HCI, 0,6 % SDS pH= 8,8

Sammelgelpuffer (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese)
0,5 M Tris/HCI 0,4 % SDS pH= 6,8

1x Laemmli-Laufpuffer (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese)
25 mM Tris/HCI, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS pH= 8,3

2.1.3 Kits und Enzyme

Die verwendeten Kits und Enzyme wurden von folgenden kommerziellen Herstellern be-

zogen.
Kit Hersteller
LigaFast™ rapid DNA Ligation Promega (Madison, USA)
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermoscientific (Dreieich, Deutschland)

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene (La Jolla, USA)
GeneJET Gel extraction kit Thermoscientific (Dreieich, Deutschland)
Western Lightning Chemilumineszenz plus Perkin Elmer (Boston, USA)

Nucleobond XtraMidiPlus Macherey-Nagel (Diren, Deutschland)

Die in der Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden entsprechend den

Herstellerangaben verwendet (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland).

2.1.4 Plasmide und Oligonukleotide (Primer)

Die verwendeten Plasmide und Oligonukleotide wurden von den folgenden Herstellern

bezogen.
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Plasmide Hersteller

pET28b Merck (Darmstadt, Deutschland)
pET15b Merck (Darmstadt, Deutschland)
pQe9 Qiagen (Hilden, Deutschland)
pRSET-A Life Technologies (Carlsbad, USA)
humane 12-LOX Plattchen-Typ in pQe9 Monika Anton

humane 15-2 LOX in pQe9 Monika Anton

humane 15-1 LOX in pQe9 Monika Anton

humane 15-1 LOX in pET28b Thomas Horn

humane 15-1 LOX in pET15b Thomas Horn

humane 5-LOX in pRSETA Monika Anton

murine 5-LOX in pRSETA Monika Anton

Die in der Arbeit verwendeten Primer (s. Anhang) flr die zielgerichtete Mutagenese der
Lipoxygenasen wurden durch die Firma BioTeZ (Berlin, Deutschland) synthetisiert. Die

jeweiligen up- und dw- Primer sind in 5’ nach 3’-Orientierung dargestellt.

2.1.5 Bakterienstamme

Folgende E. coli Bakterienstamme wurden in der Arbeit verwendet.
XL-1 Blue (Stratagene, La Jolla, USA)

BL21 (DE3)pLysS (Life Technologies, Carlsbad, USA)

Rosetta2 (DE3)pLysS (Life Technologies, Carlsbad, USA)

2.2 Molekularbiologische und Proteinchemische Methoden

Die  molekularbiologischen  Methoden  wurden entsprechend den  bekannten
Standardprotokollen durchgefihrt und sind in verschiedenen Methodensammlungen
dargestellt (Sambrook et al., 1989). Die weiteren Methoden wurden entsprechend den

Vorgaben der Hersteller durchgeflhrt.

e PCR

¢ DNA-Spaltungen mit Restriktionsenzymen
e Ligation

e DNA-Gelexktraktion

e Agarosegelelektrophorese

¢ punktgerichtete Mutagenese
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¢ analytische und praparative Plasmidpraparationen

e Transformation von Plasmid-DNA in verschiedene E. coli- Stamme

Die DNA-Sequenzierungen erfolgten durch die Eurofins MWG Operon GmbH (Ebersberg,
Deutschland).

2.2.1 Klonierung und Ligation

Aufgrund einer zu geringen Proteinausbeute durch die Expression der hALOX15 im pQe9 in
den E. coli XL1 Blue Zellen wurde die kodierende hALOX15 Sequenz in den pET28b
(Novagen, Darmstadt, Deutschland) Expressionsvektor tUber einen Sall und Hindlll Verdau
und eine anschlieRende DNA Ligation umkloniert. Bei anderen LOX-Isoformen konnte

aufgrund ausreichender Proteinmengen und Aktivitat darauf verzichtet werden.

2.2.2 Plasmid-DNA Transformation in Bakterien

Sowohl fir die Isolierung von Plasmid-DNA (z.B. fir die Sequenzierung) als auch fir die
rekombinante Proteinherstellung von verschiedenen LOX-Isoformen in E. coli Bakterien
mussten die bakteriellen Expressionsplasmide, welche die codierende DNA der LOX-
Isoformen enthielten, in chemisch kompetente Bakterien transformiert werden. Dabei wurde
die Plasmid-DNA fiir ca. 20-30 min auf Eis mit den Zellen inkubiert. Nach einem Hitzeschock
fur 45 s bei 42 °C wurden die Zellen fur 2-3 min auf Eis herunter gekuhlt und anschlieRend
fur 1 h bei 37 °C in SOC-Medium kultiviert. AnschlieBend wurden die Bakterien auf
Agarplatten mit entsprechender Antibiotikaresistenz ausplattiert und tUber Nacht bei 37 °C
inkubiert.

2.2.3 Ortsgerichtete Mutagenese

Zur Herstellung von Punktmutanten wurde eine PCR mit der Pfu Turbo Polymerase und
geeigneten  mismatch-Primern  entsprechend den  Herstellerangaben  (Protokoll
QuikChange®, Stratagene, La Jolla, USA) durchgefuhrt. Der methylierte parentale DNA-
Strang wurde anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Dpnl bei 37 °C fiur 15 min verdaut
und das mutierte, eingekerbte Plasmid in chemisch kompetente E. coli XL1 Blue Zellen

transformiert (siehe 2.2.2).
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2.2.4 Rekombinante Proteinherstellung und Reinigung von verschiedenen LOX-

Isoformen

Da in dieser Arbeit verschiedene Expressionssysteme flir verschiedene LOX-Isoformen
verwendet wurden, sollen hier nur die allgemeinen Schritte der rekombinanten LOX-
Herstellung genannt werden. Zundchst wurden Bakterien mit Plasmid-DNA transformiert
(siehe 2.2.2.). Fir die Vorkultur wurden anschlieRend 5-10 bakterielle Klone mit je 20 ml LB-
Medium und entsprechendem Antibiotikum versetzt und fiir 16 h bei 37 °C inkubiert. Fur die
Hauptkultur wurden je 1,5 | LB-Medium mit 10 ml der Vorkultur angeimpft und Gber Nacht bei
37 °C bis zu einer ODgyy von 3-5 wachsen gelassen. Die Induktion des Zielgens erfolgte
durch die Zugabe von 1 mM IPTG und die Zellen wurden anschlieend bei ca. 25 °C (5-
LOX) bzw. 28 °C (15-2 LOX) fur 4 h weiter inkubiert.

Die Herstellung der hALOX15 erfolgte mit dem EnBase fedbatch System der Firma BioSilta
(Berlin, Deutschland) und wurde entsprechend der Vorgabe durch den Hersteller
durchgefiihrt (Induktion 23 °C, 24 h).

Nach dem Ende der Induktion wurden die Zellen abzentrifugiert (3600 x g, 4 °C, 10 min) und
in eiskalter PBS-Lésung resuspendiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte entweder durch
Ultraschall (Branson Digital Sonifier, G. Heinemann, Schwabisch Gmiind, Deutschland) oder
durch french press (Emulsiflex C5 Homogenisator, 10 000 kPa). Die durch die Lyse
entstandenen Zelltrimmer wurden anschlieBend durch Zentrifugation (23000 x g, 4 °C, 45
min) entfernt und der I8sliche Bestandteil des Zelllysats wurde je nach LOX-Praparation
entweder mit Ni-Agarose oder Co-Sepharose fiir 45 min bei 4 °C im Uberkopfschittler
inkubiert. Die Reinigung der LOX Uber eine solche Affinitatschromatografie ist mdglich, da
alle in der Arbeit verwendeten rekombinanten LOX-Enzyme einen N-terminalen Polyhistidin-
tag besitzen. Dieser ermdglicht durch die Komplexierung von zweiwertigen Metallionen (z.B.
Ni?*, Co?") eine Bindung des rekombinanten Enzyms an die Saulenmatrix, wodurch diese
von anderen schwacher bindenden Proteinen getrennt werden kénnen. Um die schwache
Bindung von Proteinen ohne His-tag zu minimieren, wurde schon wahrend der Inkubation
des Zelllysats mit der Saulenmatrix 10 mM Imidazol zu der Losung gegeben. Dieses
interagiert ebenfalls mit zweiwertigen Metallionen und verringert dadurch die schwache
Bindung von ungewinschten Proteinen. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurde die
Saulenmatrix abzentrifugiert (3600 x g, 4 °C, 10 min) und in eine Leersdule (BioRad,
Minchen, Deutschland) Uberfiihrt. AnschlieRend wurden die schwach gebundenen Proteine
durch Waschen der Saule mit Puffer, welcher 10 mM bzw. 25 mM Imidazol enthalt, entfernt
und das rekombinante Enzym mit 200 mM Imidazol (Elutionspuffer) eluiert. Die
Elutionsfraktionen der hALOX15 sowie der hALOX15B wurden anschlielend entsalzt und
Uber eine Anionenaustauschchromatografie (ResourceQ™ 6 ml) bis zu einer

elektrophoretischen Reinheit von 90-95 % aufgereinigt. Nach Zugabe von 10 % (v/v)
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Glycerin wurden die FPLC-Fraktionen auf 0,5-1 mg/ml aufkonzentriert und bei — 80 °C bis

zur weiteren Verwendung gelagert.

Die Reinigung der hALOXS5 erfolgte entsprechend dem Protokoll von Frau Katharina
Hofheinz (Hofheinz et al., 2013).

Die hALOX12 wurde entsprechend dem Protokoll fir den 5 ml LOX-Aktivitdtsassay
hergestellt (Jansen et al., 2011).

2.2.5 Eisenbestimmung der iiber die FPLC gereinigten Enzympraparationen mit

Atomabsorptionsspektroskopie

Grundlage der Methodik ist die Fahigkeit von Atomen nach Energiezuflihrung diese auf- und
wieder abzugeben, wobei ein flir das jeweilige Element charakteristisches Atomspektrum
entsteht. Die Bestimmungen des Eisengehaltes wurden mit einem AAanalyst800 Instrument
der Firma Perkin Elmer (Waltham, USA) durchgefuhrt. Das Temperaturprogramm bestand
aus 5 Teilschritten: 1. 15 s 110 °C Entfernung des Wassers, 2. 30 s 130 °C Entfernung des
Wassers, 3. 20 s 1400 °C Pyrolyse, 4. 5 s 2100 °C Atomisierung, 5. 3 s 2450 °C Ausheizen.
Die Absorption des Eisens wurde bei 248,2 nm (Slit: 0,2 nm) gemessen und der Eisengehalt
der einzelnen Enzympraparationen Uber Peakflachenauswertung bestimmt. Die Einstellung
des Basiswertes erfolgte mit einer 0,14 N HNO;-L6sung, wahrend eine 1 g/L Eisenldsung
(Fluka, St. Gallen, Schweiz) als Standard verwendet wurde. Fur die Messungen wurden alle

zu analysierenden Proben in 0,14 N HNO;-Ldsung verdunnt.

2.3 Analytische Methoden

2.3.1 HPLC basierter LOX-Aktivitatsassay

1-5 ug gereinigte rekombinante hALOX15 sowie hALOX15B in 450 uL PBS wurden mit 100-
150 uM Arachidonséaure bzw. 50 uM Linolsaure fir 15 min bei 37 °C inkubiert.

Fir die Aktivitatsmessungen der hALOX5 wurden je 20 ul partiell gereinigte LOX mit je 0,4
mM CaCl,, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM ATP und 1,4 ug/ml Dipalmitoylphosphatidylcholin versetzt
(Reaktionsvolumen 450 ul) und mit 100 uM Arachidonsaure bei 30 °C fir 10 min inkubiert.

Der Aktivitatsassay fur die hALOX12 wurde entsprechend dem Protokoll fir den 5 ml LOX-
Aktivitdtsassay durchgefihrt (Jansen et al., 2011).
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Die wahrend der LOX-Reaktion gebildeten Hydroperoxidverbindungen wurden durch Zugabe
des Reduktionsmittels Natriumborhydrid zu den entsprechenden Hydroxyfettsauren
reduziert. Das Reaktionsgemisch wurde anschlielend mit konzentrierter Essigsaure auf
einen pH von ca. 3 eingestellt und die enthaltenen Proteine durch Zugabe von 500 ul
eiskaltem Methanol prazipitiert. Anschlieend wurden die Proben gevortext und
abzentrifugiert (15300 x g, 8 °C, 10 min). Der daraus resultierende Uberstand wurde fiir die
HPLC-Analytik verwendet.

2.3.2 HPLC-Analytik

Die wahrend der LOX-Reaktion gebildeten oxidierten Fettsdureprodukte konnten nun mit
Hilfe der Hochleistungsflissigchromatografie (HPLC) getrennt werden. Dabei besteht die
Méglichkeit die Produktmenge Uber die Peakoberflaichen in Relation zu setzen, da bei den
jeweiligen Systemen die Absorptionseigenschaften der gemessenen Produkte annahernd

identisch sind.

2.3.21 Reverse Phase HPLC (RP-HPLC)

Fir die RP-HPLC wurde eine Nucleodur C18 Gravity Saule (Macherey-Nagel, Duren, 250 x
4 mm) mit einer entsprechenden Vorsaule (8 x 4 mm) verwendet. Als Laufmittel wurde ein
Gemisch aus Methanol/Wasser/Essigsaure im Verhaltnis 85/15/0,05 (%) bei einer Flussrate
von 1 ml/min eingesetzt. Die einzelnen Proben wurden mit einem LC-20 System (Shimadzu,
Duisburg, Deutschland) mit Autoinjektorfunktion analysiert, wobei wahrend der einzelnen
Laufe die Absorption bei 235 nm (konjugierte Diene), 242 nm (5,15-DiHETE), 268 nm (8,15-
DIHETE und konjugierte Triene) sowie 300 nm (konjugierte Tetraene, Arachidonsaure)
gemessen wurde. Beim Extinktionsmaximum von 235 nm erfolgte die Detektion der
konjugierten Diene (Mono-HETEs) mit einem SPD M20A-Detektor.

2.3.2.2 Straight Phase HPLC (SP-HPLC)

Die Trennung von 8- bzw. 12-HETE ist Uber die RP-HPLC nicht mdglich. Daher wurde fur die
weitere Analyse die Normalphasen-HPLC verwendet. Die Reaktionsprodukte wurden nach
der RP-HPLC aufgefangen, das Losungsmittel mit Hilfe eines Rotationsverdampfers
verdampft und in dem SP-HPLC-Laufmittel aufgenommen. Die Auftrennung erfolgte Uber
eine Nucleosil 100-5 Saule (Macherey-Nagel, Duren, 250 x 4 mm) und einem Fluss von
1 ml/ min. Als Laufmittel wurde ein Gemisch bestehend aus n-Hexan/Isopropanol/Essigsaure

in einem Verhaltnis von 100/2/0,1 (%) verwendet.
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2.3.2.3 Chiral Phase HPLC (CP-HPLC)

Zur Feststellung der Chiralitat der verschiedenen LOX-Reaktionsprodukte wurde eine
Analyse wurde mit der CP-HPLC durchgefuhrt. Dabei wurden Saulen mit verschiedenen
chiralen stationdren Phasen verwendet (Chiralcel OD bzw. OB 250 x 4,6 mm, Daicel
Chemical Industries, Osaka, Japan). Als Laufmittel wurden verschiedene L&sungsmittel-
gemische aus n-Hexan/Isopropanol/Essigsaure im Verhaltnis von 100/2-5/0,1 (%) ver-
wendet. Die LOX-Reaktionsprodukte wurden nach RP-HPLC beziehungsweise SP-HPLC
aufgefangen und das jeweilige Losungsmittel wurde mit Hilfe eines Rotationsverdampfers
verdampft. AnschlieRend wurden die LOX-Produkte im CP-Laufmittel wieder aufgenommen.
Die 5-, 8- und 12-HETE Proben wurden zur besseren Chiralphasenanalyse mit Diazomethan

methyliert.

2.3.2.4 Methylierung mit Diazomethan

Diazomethan wurde mit Hilfe von N-Nitroso-N-methylharnstoff hergestellt. Dafur wurde eine
40 %ige Kaliumhydroxidlésung (KOH) mit Diethylether tUberschichtet und dazu der N-Nitroso-
N-methylharnstoff gegeben. Dieser reagiert anschlie®end mit der KOH zu Diazomethan,
welches als Gas aufsteigt und im Diethylether gelost wird. Das im Ether geloste
Diazomethan wurde anschlieBend zu den zu methylierenden Proben aus der RP- und SP-
HPLC hinzugegeben. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde der Uberstand mit Stickstoff

verblasen, wobei die methylierten HETEs zurlickblieben.

2.3.3 photometrischer LOX-Aktivititsassay

Neben der Quantifizierung von Hydroperoxidfettsdureverbindungen tber die HPLC sollten
die kinetischen Parameter der Lipoxygenasereaktion bestimmt werden. Daflir wurden
zwischen 1-5 pg FPLC gereinigter Lipoxygenase (hALOX15, hALOX15B) mit 1-100 pM
Linolsaure/Arachidonsaure in 1 ml PBS bei 25 °C inkubiert. Wahrend der Reaktion kommt es
durch den Einbau von molekularem Sauerstoff in die Linolsdure/Arachidonsaure zur Bildung
eines konjugierten Diens (15S-HpETE/13S-HpODE), dessen Absorptionsmaximum bei 235
nm liegt. Der Anstieg der Absorption wurde fiir 60-120 s spektrophotometrisch an einem
UV/VIS Scanning Spektrophotometer (Shimadzu, Duisburg, Deutschland) verfolgt. Dabei
wurde der Anstieg im linearen Abschnitt der Progresskurve ermittelt. Aus den jeweiligen
Anstiegen fur die verschiedenen Substratkonzentrationen wurden die entsprechenden
Wechselzahlen (k) berechnet. Diese wurden gegen die jeweilige Substratkonzentration
aufgetragen und mit Hilfe einer hyperbolen Gleichung konnten daraus die kinetischen

Parameter (Kcat, Kiy) fur die Linolsaureoxidation bestimmt werden.
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2.3.4 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung der bakteriellen Lysate erfolgte mit der Proteinquantifizierungs-
methode von Bradford (Bradford et al., 1976) mit Hilfe des Roti®-Quant Systems (Roth). Die
Eichung erfolgte mit verschiedenen BSA-Konzentrationen im Bereich von 2-14 mg/ml und
mit Hilfe der Eichgerade konnten dann die in den Proben vorhandenen Proteinmengen
quantifiziert werden.

Der Proteingehalt der Uber die FPLC gereinigten und anschlie®end aufkonzentrierten
Enzympraparationen wurde spektrophotometrisch Uber die Absorption der im Enzym
enthaltenen Tyrosine (€250= 1490 M cm™) und Tryptophane (e250= 5500 M cm™) bei 280 nm
bestimmt. Aufgrund der Tatsache, dass der Aufbewahrungspuffer TCEP enthielt, wurde
davon ausgegangen, dass alle im Protein enthaltenen Cysteine im reduzierten Zustand
vorlagen und somit Disulfidbindungen (e,50= 125 M" cm™) bei der Proteinquantifizierung

keine Rolle spielen.

2.3.5 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erfolgte nach der Methode von
Laemmli (Laemmli et al., 1970). Dafir wurden die Proteinpraparationen und bakteriellen
Lysate mit 4xRotiLoad-Probenpuffer (reduzierend) fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Die in den
jeweiligen Praparationen enthaltenen Proteine wurden in einem 10 %igen Gel (geeignet fiir
Proteine mit atomaren Masseneinheiten von 20 bis 300 kDa) bei einer Stromstarke von 20
bis 30 mA entsprechend ihrem Molekulargewicht getrennt. Nach erfolgter Trennung wurde
das Gel entweder mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt oder es wurde anschlielend fur einen

Immunoblot weiter verwendet (s. 2.3.6).

2.3.6 Western Blot

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden nach der semidry-Methode auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Dies geschah bei 10 V iber 1 h. Anschlieliend wurde die
Membran fir 1 h bei Raumtemperatur oder tGber Nacht bei 4 °C in 5 %iger Magermilch in
PBS/Tween® inkubiert. Dies geschah um unspezifische Antikdrper-Bindungsstellen auf der
Membran zu blockieren. Anschlie®end wurde mit PBS/Tween20® gewaschen. Darauf wurde
die Membran mit einem anti-His-Antikérper (konjugiert mit der Horse Radish Peroxidase;
Verdiinnung 1:10000) fir 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser bindet spezifisch Proteine
mit einem Polyhistidin-tag. Nach Erneutem waschen der Membran mit PBS/Tween20® wird
die Membran far 1 min mit der Western Lightning® Chemilumineszenz-Lésung (PerkinElmer,

Waltham, USA) behandelt. Dabei setzte die an den Anti-His-Antikbrper gebundene
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Peroxidase ein chromogenes Substrat unter Freisetzung von Licht um. Diese Reaktion

wurde Uber einen Fotofilm sichtbar gemacht.

2.3.7 Quantifizierung der Proteinexpression

Die Quantifizierung der Proteinexpression erfolgte anhand der entwickelten Western Blots
mit Hilfe der Quantity One Software (Biorad, Minchen, Deutschland). Die Banden wurden
nach ihrer Intensitédt verglichen. Die Quantifizierung erfolgte immer als relativer Wert in

Bezug zum Wildtyp.

2.4 Biophysikalische Methoden

2.41 Fluoreszenzspektroskopie

Die Gleichgewichts-Fluoreszenzmessungen wurden an einem [SS-K2 Fluorimeter (ISS,
Champaign, IL, USA) durchgeflhrt, wobei die im Protein enthaltenen Tryptophane bei einer
Wellenlange von 280 nm angeregt wurden. Die Fluoreszenzintensitat wurde als Funktion der
Emissionswellenlange dargestellt. Dabei ist die Emission (Intensitat, Position) eine Funktion
der Tertiarstruktur des Proteins, da diese von der Position der Tryptophane in der
Proteinmatrix abhangt. Fur die Messungen wurde eine Quarzkuvette (Durchmesser: 1 cm) in

einem Gesamtvolumen 1 ml verwendet, wobei die Proteinkonzentration bei ~ 0,3 mg/ml lag.

2.4.2 Circulardichroismus (CD)

CD ist eine spektroskopische Methode, die die unterschiedliche Absorption von links und
rechts zirkular polarisiertem Licht durch optisch aktive (chiral) Molekile ausnutzt und
dadurch Rickschlisse auf deren strukturelle Zusammensetzung zuldsst. Die Protein-
denaturierung von Lipoxygenasen wurde mit Hilfe von CD an einem Jasco-710-
spektropolarimeter bei unterschiedlichen Temperaturen in einer Quarzkivette (Durchmesser
0,1 cm, Proteinkonzentration ~ 0,3 mg/ml) bei 200-250 nm untersucht, da in diesem
Wellenlangenbereich (Fern-UV-CD, Absorption der Peptidbindung) Riickschlisse auf den
Sekundarstrukturgehalt von Proteinen gezogen werden konnte. Fiur die thermische
Denaturierung wurde der Verlauf des CD-Signals bei 208 bzw. 220 nm gegen die

Temperatur untersucht.

2.4.3 Thermal Shift Assay

Bei SYPRO® Orange handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff dessen Fluoreszenz im

wassrigen Milieu gequencht wird. Wahrend der thermischen Denaturierung von Proteinen
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kommt es strukturellen Anderungen, wobei urspriinglich im Kern des Proteins befindliche
hydrophobe Aminosaurereste an die Oberflache gelangen. An diese kann nun unspezifisch
das SYPRO® Orange binden, wodurch es zu einem dequenching des Fluoreszenzfarbstoffs
kommt.

Mit zunehmender Proteindenaturierung gelangen zunehmend immer mehr hydrophobe
Reste an die Oberflache des Proteins, wodurch die Fluoreszenz bis zum einem Maximalwert
(maximale Farbstoffbindung entspricht denaturiertem Zustand) steigt. Der Umkehrpunkt der
dadurch entstehenden thermischen Ubergangskurve entspricht dem Schmelzpunkt des
Proteins (T.,). Bei sehr hohen Temperaturen (> 60-70 °C) neigen die meisten Proteine
zunehmend zur Aggregation, wodurch die Bindung des Farbstoffs wieder verringert wird,

was wiederum eine Abnahme der Fluoreszenz zur Folge hat.
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Abb. 2.: Prinzip des thermal shift assay 1. Proteindenaturierung 2. Farbstoffbindung 3. Wendepunkt der
Ubergangskurve ist der Schmelzpunkt (T,;) 4. Abnahme der Fluoreszenz durch zunehmende Proteinaggregation
libernommen von http://www.bio.anl.gov/molecular_and_systems_ biology/Sensor/sensor_images/assay _theory
_figure.png

2.5 Bioinformatische Methoden

2.5.1 in silico Mutagenese
Die Kiristallstruktur fir die rabALOX15 (PDB: 2POM) wurde der PDB Datenbank

(www.pdb.org) enthommen. Da die rabALOX15 eine grole Sequenzhomologie (> 80 %) mit
dem humanen Enzym aufweist, wurde die Kristallstruktur dieses Enzyms als Modell fur die
hALOX15 verwendet. Die in silico Mutagenese an der rabALOX15 Kristallstruktur sowie die
anschlieRende Strukturenergieminimisierung (PDB: 2POM Chain A) wurde durch Herrn

Kumar Reddy Kakularam aus der Gruppe von Herrn Prof. Dr. Reddanna (Universitat von



43 Material und Methoden

Hyderabad, Andhra Pradesh, Indien) durchgefiihrt. Dafiir wurde die rabALOX15 Struktur an
den entsprechenden Aminosaurepositionen mit Hilfe der Software Maestro 9.3 (Schrédinger,
LLC, New York, USA, 2012) mutiert. Die daraus entstandenen Strukturen wurden mit dem
Programm Macromodel 9.9 (Schrédinger, LLC, New York, USA, 2012) zunachst fur 5000
Schritte mit einem Gradientenverfahren (SD-steepest descent) und anschlielend fir 10000
Schritte mit einem konjugierten Gradientenverfahren (PRCG-Polak-Ribiere-type Conjugate
Gradient; Gradient 0.05) energetisch minimisiert. Dabei dient das SD-Verfahren als
Optimierungsalgorithmus der ersten Ordnung, wobei man von einem Na&aherungswert
ausgeht, von welchem man in Richtung des negativen Gradienten (gibt die Richtung des
steilsten Abstiegs von diesem Naherungswert an) so lange fortschreitet bis es zu keiner
numerischen Verbesserung mehr kommt. Das CG-Verfahren stellt eine effiziente numerische
Methode zur LOsung von grolRen, symmetrischen, positiv definiten linearen
Gleichungssystemen dar. Das Verfahren liefert spatestens nach m Schritten die exakte

Ldsung, wobei der Fehler monoton fallt.

2.5.2 Homologiemodellierung

Das Strukturmodell der hALOX12 wurde mit Hilfe des Homologiemodellierungswebserver
MA4T (Albert Einstein College of Medicine, New York USA) erstellt (Fernandez-Fuentes et al.,
2007 | + Il) und das daraus entstandene Modell wurde mit dem Strukturrefinementserver
3DRefine (Bhattacharya et al., 2013) energetisch optimiert. AnschlieRend wurde das
hALOX12 Modell in einem TP3P Wassermodellsystem geldst und das gesamte System mit
Hilfe der Software NAMD (Universitat von lllinois, Urbana-Champaign, USA) unter
Verwendung der CHARMM27 forcefield Parameter fur 250000 Schritte energetisch
minimisiert.

Das Modell der hALOX15B wurde der Proteinmodelldatenbank (PMDB code: PM0078035)
entnommen und flr die Strukturanalyse verwendet (Arora et al., 2012).

Die Qualitat aller entstandenen bzw. verwendeten hALOX-Modelle wurde mit Hilfe des

Qmean Server (Biozentrum, Universitat von Basel, Schweiz) Gberprift (Benkert et al., 2009).

2.5.3 Visualisierung und Strukturanalyse

Die Darstellung der Kristallstrukturen (rabALOX15, hALOXS5), der hALOX-Homologiemodelle
sowie die strukturelle Analyse der in silico-Mutanten erfolgte mit Hilfe der Visualisierungs-
software PyMol v1.5 (Schrédinger, LLC, New York, USA, 2012).
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2.5.4 Analyse von LOX-Sequenzen und genetischen Variationen

Die LOX-Sequenzen fir das multiple Sequenzalignment verschiedener Lipoxygenasen
wurden der NCBI Datenbank (NCBI, Bethesda, USA) enthommen. Die Sequenzanalysen
wurden mit den Programmen BLAST (NCBI, Bethesda, USA), Lasergene (DNAstart,
Madison, USA), ClustalW2 (EMBL-EBI, Cambridge, UK) und Mega 5.2 (Tokyo Metropolitan
University, Tokyo, Japan) durchgefiihrt.

Das Vorkommen sowie die Verteilung von genetischen Variationen in den verschiedenen
LOX-Isoformen wurde mit Hilfe der der 1000 Genom Datenbank (www.1000genomes.org)
sowie der NCBI dbSNP Datenbank (NCBI, Bethesda, USA) analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1  Funktionelle Untersuchungen zum Einfluss von genetischen Variationen (SNPs,
Mutationen) in verschiedenen humanen Lipoxygenasen
Ziel der Arbeit war die funktionelle Charakterisierung von kodierenden nicht-synonymen
genetischen Einzelnukleotidvariationen (SNPs, Mutationen) in den katalytischen Domanen
von humanen Lipoxygenasen. Fir diese Studie wurden die genetischen LOX-Variationen der
1000 Genom Datenbank entnommen und mit einer in vitro und in silico Strategie
systematisch charakterisiert. Dabei sollte zunachst das Vorkommen und die Verteilung der
genetischen Variationen in der humanen Population untersucht werden. Die Ergebnisse
dieser bioinformatischen Analyse sind in der folgenden Tabelle (s. Tab. 3.1.)
zusammengefasst. Aufgrund der Vielzahl an veroffentlichten genetischen Variationen ist
diese Tabelle hier in nur verkirzter Form dargestellt und wird in ausfuhrlicher Form im
Anhang erganzt (s. Anhang Tab. A1.). Bis zum heutigen Tag sind mehr als 1200 genetische
Variationen (missense, nonsense etc.) fur Enzyme und Rezeptoren des Lipoxygenase- und
Leukotrienstoffwechsel beschrieben worden. Lediglich 35 genetische Variationen kommen
mit einer Allelfrequenz > 1 % vor, und werden daher per definitionem als SNPs bezeichnet.
Zudem sind derzeit 34 nonsense Mutationen in der Datenbank beschrieben. Dabei ist ihre
Allelfrequenz stets < 0,1 %, was bedeutet, dass sie in der Regel nicht haufiger als einmal in
der Analyse der 1092 Genome gefunden worden sind. Ahnlich verhalt es sich mit den
meisten in der Datenbank veroffentlichten missense Mutationen, da fir diese auch oft keine
Allelfrequenz angegeben worden ist. Zur Vereinfachung der Sachlage nehmen wir daher an,
dass alle diese Variationen mit Allelfrequenz < 0,1 % vorkommen. Insgesamt bleibt dabei
festzuhalten, dass diese Gruppe mit ca. 95 % den mit Abstand groften Anteil der
veroffentlichten genetischen Variationen ausmacht. In den nachfolgenden Kapiteln wird
immer wieder auf diese Tabelle Bezug genommen. Da es sich bei den analysierten Enzymen
und Rezeptoren um eine sehr grofle Anzahl an Molekilen handelt, soll sich in dieser Arbeit
auf die Ergebnisse der funktionellen Charakterisierung von genetischen Variationen in vier
verschiedenen humanen LOX-Isoformen (hALOX15, hALOXS5, hALOX12 und hALOX15B)
fokussiert werden. Die Analyse von genetischen Variationen in den anderen beiden LOX-
Isoformen (hALOX12B, hALOXE3) sowie in anderen Enzymen und Rezeptoren des LOX-
und LT-Stoffwechsel erfolgte anhand der einschldgigen Literatur sowie auf Basis der
praktischen Erfahrungen mit genetischen Variationen in den experimentell analysierten
Enzymen. Da die Variationen in diesen Proteinen weitgehend auf theoretischer Basis
untersucht wurden, sollen sie in dieser vornehmlich praktischen Arbeit eine untergeordnete

Rolle spielen.
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Anzahl von nicht-synonymen kodierenden Variationen in Genen des LOX-Stoffwechsel

Enzyme und Rezeptoren des SNPs missense
LOX-Stoffwechsel Gesamt (Allelfrequenz Mutationen nons.ense
(UniProt-Code) > 1%) (Allelfrequenz Mutationen
<1%)
ALOX15 (P16050) 94 2 84 8
ALOX5 (P09917) 69 1 68 0
ALOX12 (P18054) 67 2 64 1
ALOX15B (015296) 86 6 76 4
ALOX12B (075342) 69 1 68 0
ALOXE3 (Q9BYJ1) 83 2 75 6
PLA2G4 (P47712) 54 1 52 1
ALOX5AP (P20292) 25 0 24 1
COTL1 (Q14019) 14 0 13 1
LTA4H (P09960) 42 1 39 2
LTC4S (Q16873) 10 0 10 0
GGT1 (P19440) 73 3 70 0
GGT5 (P36269) 72 4 66 2
DPEP1 (P16444) 77 2 73 2
DPEP2 (Q9H4A9) 68 2 64 2
GPX4 (P36969) 28 2 25 1
LTB4R (Q15722) 16 0 16 0
LTB4R2 (Q9NPC1) 43 2 41 0
CYSLTR1 (Q9Y271) 49 0 49 0
CYSLTR2 (Q9NS75) 71 1 69 1
GPR17 (Q13304) 67 0 66 1
P2RY12 (Q9H244) 35 1 34 0
PPARG (P37231) 53 2 1 0
Gesamt 1265 35 1196 34

Tab. 3.1.: Zusammenfassung der nicht-synonymen genetischen Variationen in Enzymen und
Rezeptoren des LOX-Stoffwechsel (1000 Genom Datenbank).

3.1.1 Humane Arachidonat 15-Lipoxygenase (hALOX15)

Die Sequenz von hALOX15, die aus 662 Aminosauren besteht, wurde erstmalig 1988
publiziert (Sigal et al., 1988). In der 1000 Genom Datenbank sind derzeit 94 nicht-synonyme

Variationen veroffentlicht (s. Tab. 3.1.). Dabei besitzen zwei von ihnen (Thr560Met,
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Pro617Ser) eine Allelfrequenz von > 1 %, weshalb diese als SNPs bezeichnet werden. Da

die funktionelle Analyse von allen genetischen Variationen kaum mdglich ist, wurden flnf

nicht-konservative genetische Variationen (Arg205GIn, Gly422Glu, Gly422Arg, Thr660Met,

Pro617Ser) in der katalytischen Domane von hALOX15 ausgewahlt. Diese Mutanten wurden

rekombinant hergestellt, bis zu einer elektrophoretischen Reinheit von > 95 % aufgereinigt

und auf ihre enzymatischen Eigenschaften hin untersucht.
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Abb. 3.1.: Genetische Variationen in der hALOX15. (A) Strukturelle Position von verschiedenen
hALOX15-Variationen (B) Produktspezifitdt (RP-HPLC) verschiedener hALOX15-Variationen (C)
thermische Denaturierung von verschiedenen hALOX15-Variationen (D) Michaelis-Menten Kinetik
verschiedener hALOX15 Variationen.

Die Kristallstruktur der rabALOX15 (Sequenzhomologie zur hALOX15 > 80 %) lie3 vermuten,

dass zwei der untersuchten Variationen (Arg205Gin, Pro617Ser) an der Enzymoberflache

lagen, ohne dabei einen direkten Kontakt zum aktiven Zentrum zu besitzen. Dagegen
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befanden sich Thr560Met und Gly422Glu in raumlicher Nahe zum aktiven Zentrum (s. Abb.
3.1. A), was eine plausible Erklarung fur die katalytische Inaktivitat dieser beiden
Enzymvariationen darstellt (s. Tab. 3.2.). Dabei handelte es sich bei Gly422Glu um eine neu
entdeckte hALOX15 Joss-of-function Mutation. Die Ergebnisse fur die Thr560Met Variation,
die in dieser Arbeit erhalten wurden, stimmten mit Literaturdaten Uberein (Assimes et al.,
2009; Schurmann et al., 2011). Die oberflachenorientierten Variationen (Arg205Gin,
Pro617Ser) besallen eine ahnliche Dioxygenaseaktivitat wie das Wildtypenzym (s. Tab.
3.2.). Keine der untersuchten Variationen hatte einen wesentlichen Einfluss auf die
Produktspezifitat der Lipoxygenase, da 15-HETE (76-96 %) bei allen Enzymvarianten als
dominantes Reaktionsprodukt identifiziert werden konnte (s. Abb. 3.1. B). Um den Einfluss
der genetischen Variationen auf die Enzymstruktur abschatzen zu kénnen, wurde die
Thermostabilitdt der Enzyme und deren Fluoreszenzeigenschaften untersucht. Dabei zeigte
sich, dass die enzymatisch aktiven Variationen (Arg205GIn, Glu422Arg, Pro617Ser) ein
ahnliches thermisches Denaturierungsverhalten wie das Wildtypenzym besal3en, wobei ein
2-Phasentibergang (N«<D) beobachtet wurde. Dagegen waren das Fluoreszenzverhalten
und die Denaturierungskurven der beiden inaktiven Variationen (Thr560Met, Gly422Glu)
deutlich verandert (s. Abb. 3.1. C). Beide zeigten bereits bei 30 °C (nativer Zustand Wildtyp)
eine deutlich erhéhte Affinitdt zum Fluoreszenzfarbstoff, was auf eine vermehrte Exposition
von hydrophoben Aminosaureresten an der Enzymoberflache hindeutet. Die Enzyme lagen
somit schon bei 30° C in einer teilweise denaturierten Struktur vor. Diese strukturellen
Anderungen sind mit hoher Wahrscheinlichkeit die Ursache fiir die Inaktivitat dieser beiden
Enzymvarianten. Aufgrund der ungewdhnlichen Denaturierungskurven war die Bestimmung

der Schmelztemperatur fur beide Variationen nicht méglich (s. Tab 3.2.).

hALOX15 SNP code Allelfrequenz 15-HETE Relative Schmelztemperatur
(%) (%) Aktivitat (%) T. (°C)
Wildtyp 934 100+ 6 50,0+ 0,6
Arg205GIn  rs11568101 0,5 89+6 89+7 50,4 + 0,1
Arg402Trp rs144038526 0,1 7712 36+3 50,5+0,2
Gly422Glu  rs61099320 <0,1 834 <1 n.d.
Gly422Arg rs147238486 0,1 87 +2 46 + 4 47,6 £ 0,1
Thr560Met  rs34210653 1,5 74+5 <2 n.d.
Pro617Ser rs41432647 1,0 96 + 1 141 £ 17 51,0+0,2

Tab. 3.2.: Zusammenfassung der Produktspezifititen, relativen Aktivitdten und Schmelztemperaturen
von verschiedenen hALOX15-Variationen. Gereinigte hALOX15 Wildtyp und verschiedene Variationen
wurden mit Arachidonsdure entsprechend dem Material- und Methodenteil inkubiert (n=4-5). Die
Menge an gebildetem 15-HETE wurde fiir jede Probe quantifiziert, wobei die 15-HETE-Bildung des
Wildtyps auf 100 % gesetzt wurde. Die thermischen Denaturierungen wurden entsprechend dem
Material- und Methodenteil durchgefiihrt, wobei der Wendepunkt der ersten negativen Ableitung die
Schmelztemperatur (T,,) der Enzymvariation darstellt.
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Des Weiteren sollte untersucht werden, welchen Einfluss die genetischen Variationen auf die
Kinetik der Lipoxygenasereaktion haben. Die kinetischen Parameter fur die beiden
Variationen (Arg205GIn, Pro617Ser) sind kaum verandert, da sie ahnliche Wechselzahlen
(9,6-22,4 s) und K.-Werte (1,2-4,8 uM) wie das Wildtypenzym aufweisen (s. Tab. 3.3.).
Dagegen zeigten die Thr560Met und Gly422Glu Variation mit Linolsdure keinerlei
katalytische Aktivitat (s. Abb. 3.2. D + Tab. 3.3.).

hALOX15 SNPcode ke (s™) Kum R?

Wildtyp - 144+08 38+10 0,89
Arg205GIn  rs11568101 12,7+1,2 1,2+0,8 0,84
Gly422Glu  rs61099320 - - -
Gly422Arg rs147238486 9,6+0,7 1,7+0,8 0,96
Thr560Met  rs34210653 - - -
Pro617Ser rs140549513 22,4+15 4,8+1,3 0,95

Tab. 3.3.: Zusammenfassung der kinetischen Parameter der Lipoxygenasereaktion von verschiedenen
hALOX15-Variationen. Gereinigte hALOX15 Wildtyp und verschiedene Variationen wurden mit
unterschiedlichen Linolsdurekonzentrationen entsprechend dem Material und Methodenteil inkubiert
(n=3). Die Bildung konjugierter Diene (Absorption 235 nm) wurde fiir 60-120 s am Spektrophotometer
verfolgt. Die aus dem hyperbolen Fit resultierenden Wechselzahlen (k..) und Michaelis-Konstanten
(Km) sind hier aufgefihrt, wobei der R%-Wert das MaR fiir die Richtigkeit des hyperbolen Fits
dargestellt.

Bei allen bis heute beschriebenen LOXn fungiert die C-terminale Aminosaure (lle, Val) als
Eisenligand und die Deletion dieses Restes fuhrt stets zu einem Verlust der katalytischen
Aktivitat des Enzyms (Kuban et al., 1998; Kuhn et al., 1999). Daher sollten C-Terminal
trunkierte Enzymvariationen loss-of-function Mutationen sein, wobei homozygote Alleltrager
ALOX15 defiziente Menschen waren. Es sind derzeit acht nonsense Mutationen in der 1000
Genom Datenbank beschrieben. Keine dieser Mutationen besitzt eine Allelfrequenz > 0,1 %
(s. Anhang Tab. A1.), was die Existenz von homozygoten Alleltrdgern sehr unwahrscheinlich
erscheinen Iasst.

AnschlieBend suchten wir in der 1000 Genom Datenbank nach genetischen Variationen
(missense, nonsense), die funktionell wichtige Aminosaurereste (Eisenligation, Positions-
und Enantioselektivitatsdeterminanten) beeinflussen. Alle bekannten LOXn tragen
redoxaktive Metallionen (Eisen- bzw. Mangan) in ihrem aktiven Zentrum (Haeggstrom et al.,
2011; Oliw et al.,, 2010, Wennman et al, 2013). Bei der hALOX15 bilden die
Aminosaurereste His360, His365, His540, His544 und lle662 die Eisenligandensphare
(Gillmor et al., 1997; Choi et al., 2008). Allerdings ist flr keinen der genannten Reste bisher
eine genetische Variation beschrieben worden.

Die hALOX15 besitzt eine duale Positionsspezifitdt, da sie die Arachidonsaure zu 15- bzw.

12-H(p)ETE im Verhaltnis von etwa 9:1 umsetzt (Berger et al., 1998). Dabei spielen die
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Aminosaurereste Phe352, lle417 und 1le593 als Positionsdeterminanten fiir diese LOX-
Isoform eine besondere Rolle (Sloane et al., 1991; Sloane et al., 1995; Berger et al., 1998).
Die Recherche in der 1000 Genom Datenbank zeigte, dass es eine seltene genetische
Variation (Allelfrequenz < 0,1 %) am Phe352 gibt, wobei dass voluminése Phenylalanin
(Phe) durch die verhaltnismaRig kleinere Aminosaure Leucin (Leu) ersetzt ist (rs143365387).
Basierend auf dem Triadenkonzept sollte es sich dabei um ein 12-lipoxygenierendes Enzym
handeln und frihere Mutagenesestudien bestatigten diesen Verdacht (Berger et al., 1998;
Monika Anton, unveréffentlicht). Die Daten legen den Verdacht nahe, dass homozygote
Trager dieser Variation ahnlich wie Mause ein 12-lipoxygenierendes Enzym (Gen: ALOX15)
besitzen. Aufgrund der geringen Allelfrequenz ist die Existenz solcher Individuen allerdings
hochst fragwirdig.

Multiple Sequenzvergleiche verschiedener LOX-Isoformen zeigten, dass S-LOXn an einer
kritischen Position ihrer Primarsequenz ein Alanin (Ala) besitzen, wahrend R-LOXn dort ein
kleineres Glycin (Gly) tragen (Coffa et al., 2004). Obwohl die ALOX15-Enzyme nicht
vollstandig dem Ala-vs-Gly-Konzept folgten (s. 1.2.4.2), konnte auch fir diese Enzyme
gezeigt werden, dass nach entsprechenden Mutationen erhdhte Anteile an R-HETEs
gebildet wurden (Jansen et al., 2011). Bei der hALOX15 ist Ala403 die korrespondierende
Aminosaure, allerdings wurde bisher noch keine genetische Variation fur diese Position
beschrieben.

Die Bindung der hALOX15 an Biomembranen erhéht deren katalytische Aktivitat mit freien
Fettsauren. Gleichzeitig ist diese Membranbindung die Voraussetzung fiir die Oxygenierung
von Membranlipiden (Kihn et al., 1990). Die oberflachenexponierten hydrophoben
Aminosaurereste Tyr15, Leu70, Leu71, Lys180 und Leu194 wurden als Membranbindungs-
determinanten identifiziert (Walther et al., 2004). Fir zwei dieser Reste sind genetische
Variationen beschrieben worden. Tyr15His (rs13306168) besitzt eine Allelfrequenz von 0,6
%, wohingegen fur den Leu194Pro Austausch (rs11867874) keine Frequenzdaten
vorhanden sind (Allelfrequenz < 0,1 %). Bei beiden Mutationen handelt es sich allerdings um
weitgehend konservative Aminosaureaustausche, so dass nur geringe Effekte auf die
Membranbindungskapazitat des Enzyms zu erwarten sind.

In silico Docking-Studien und molekuldynamische Simulationen mit verschiedenen
Fettsaduresubstraten (Arachidonsdure, Linolsdure) zeigten, dass die Reste Arg402 und
Phe414 an der Substratbindung beteiligt zu sein scheinen (Gan et al., 1996; Toledo et al.,
2010; Toledo et al., 2011). Dabei wurden fir Arg402 zwei seltene genetische Variationen mit
einer Allelfrequenz < 1 % in der 1000 Genom Datenbank beschrieben [Arg402GIn
(TMP_ESP_17_4536752) und Arg402Trp (rs144038526)]. Um den funktionellen Einfluss von
Mutationen an dieser Position zu untersuchen, wurde die Arg402Trp Mutation exprimiert und

charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass die Mutation eine verringerte katalytische Aktivitat
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hatte (Restaktivitdt ~ 36 %), wohingegen die Thermostabilitdt und Produktspezifitat kaum
beeinflusst waren (s. Tab. 3.2.). Dennoch bleibt festzuhalten, dass der Verlust der
katalytischen Aktivitat in vitro bei weitem nicht so dramatisch war wie bei den hALOX15 /oss-
of-function Mutationen (Thr560Met; Gly422Glu), weshalb davon ausgegangen wird, dass

Trager dieses mutierten Allels weiterhin eine funktionsfahige hALOX15 besitzen.

Zsfg. Die meisten der analysierten hALOX15-Variationen besitzen ahnliche enzymatische
Eigenschaften wie das Wildtypenzym. Dagegen handelt es sich bei Thr560Met und
Gly422Glu um Jloss-of-function Mutationen. Daneben sind acht nonsense Mutationen
beschrieben, die zur Entstehung C-terminal trunkierter inaktiver hAALOX15-Variationen flihren
sollten. Weiterhin sind einzelne genetische Variationen beschrieben worden, welche die
Positionsspezifitat (Phe352Leu) und die Membranbindungsfahigkeit (His15Tyr, Leu194Pro)
beeinflussen. Diese funktionell relevanten Variationen kommen jedoch Gberwiegend nur mit

geringen Allelfrequenzen (< 1,5 % fir Thr560Met) vor.

3.1.2 Humane Arachidonat 5-Lipoxygenase (hALOX5)

Die hALOX5 besteht aus 674 Aminosauren. lhre Aminosauresequenz wurde erstmals 1988
veroffentlicht (Matsumoto et al., 1988). Es handelt sich hierbei um das Schllisselenzym der
Leukotrienbiosynthese, da es Arachidonsaure schrittweise Uber 5S-H(p)ETE zum instabilen
Leukotrien LTA,; metabolisiert (Funk et al., 1988; Radmark et al., 2010; Haeggstrom et al.,
2011). Bei Leukotrienen handelt es sich um proinflammatorische Mediatoren, die eine Rolle
bei der Pathogenese des Asthma bronchiale und der allergischer Rhinitis spielen (s. 1.1.4.1).
Derzeit sind 69 nicht-synonyme (kodierende) Variationen fiir die hALOX5 beschrieben (s.
Tab. 3.1.), wobei lediglich die hALOX5 Glu254Lys (rs2228065) Variation mit einer
Allelfrequenz von > 1 % vorkommt und daher als SNP bezeichnet werden kann. Fur die
funktionelle Charakterisierung wahlten wir 7 nicht-synonyme Variationen in der katalytischen
Domane des Enzyms aus (s. Tab. 3.4.). Unsere strukturellen Analysen zeigten, dass sich im
Gegensatz zum Ala549Val Austausch, der tief im Innern des Proteins lokalisiert war, die
meisten Variationen an der Enzymoberflache befanden (s. Abb. 3.1. A). Daher waren nur
geringe funktionelle Effekte zu erwarten. Diese Vermutung wurde durch ortsgerichtete
Mutagenese bestatigt. Alle getesteten Variationen zeigten ahnliche Produktspezifitdten und
spezifische katalytische Aktivitdten (Dioxygenase) wie das Wildtypenzym (s. Abb. 3.1. B).
Alle Mutanten metabolisierten die Arachidonsdure zu hauptsachlich 5-HETE (74-90 %),
wobei die relativen katalytischen Aktivitaten zwischen 22-130 % bezogen auf das
Wildtypenzym variierten (s. Tab. 3.4.). Dabei zeigt die Ala549Val Variation (rs1133889689)

die starkste Reduktion der katalytischen Aktivitat (Restaktivitat ~ 22 %), was vermutlich auf
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die rdumliche Nahe des Aminosaurerestes zu einem der Eisenliganden der hALOX5
zuruckzufuhren ist (His551). Eine direkte Mutation dieses Eisenliganden (His551) fuhrte zu

einem kompletten Verlust der enzymatischen Aktivitat (Ishii et al., 1992).
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Abb. 3.2.: Genetische Variationen in der hALOX5. (A) Strukturelle Position von verschiedenen
hALOXS Variationen (B) Produktspezifitdt (RP-HPLC) verschiedener hALOX5 Variationen.

Im weiteren Verlauf der Arbeiten analysierten wir den Einfluss von verschiedenen hALOX5-
Variationen auf die LTA, Synthase Aktivitdt des Enzyms. Ein Glu254Lys und Thr591Met
Austausch beeinflusste diese katalytische Aktivitat des Enzyms nicht wesentlich, was gut mit

den fir die Dioxygenaseaktivitat erhaltenen Ergebnissen Gbereinstimmt.
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Im Gegensatz zur hALOX15 sind fur die hALOXS keine nonsense Mutationen beschrieben
worden (s. Tab. 3.1.).

hALOX5 SNP code  Allelfrequenz (%) 5-HETE (%) rel. Aktivitat (%)

Wildtyp 74 £1 100 £ 2
Glu254Lys  rs2228065 7,5 90+ 1 58+5
Pro337Ser rs28395860 0,1 85+ 1 54 + 1
Alad447Ser rs28395869 0,0 81+1 1185
Ala549Val rs113388968 <0,1 84 +1 22 + 1
Pro577Leu rs143439556 <0,1 89+ 1 95+4
Thr591Met rs146768497 <0,1 86 + 1 1307
Lys656GIn rs147238486 0,0 802 122+3

Tab. 3.4.: Zusammenfassung der kinetischen Parameter der LOX-Reaktion von verschiedenen
hALOX5-Variationen. Partiell gereinigte hALOX5 Wildtyp und verschiedene Variationen wurden nach
entsprechender Western Blot Analyse in gleichen Mengen fiir die Aktivitdtsassays mit Arachidonséure
eingesetzt (n=4). Dabei wurde die HETE-Bildung fiir jeden Ansatz mit Hilfe von HPLC bestimmt um
die katalytische Aktivitédt der verschiedenen Variationen zu berechnen. Die HETE-Menge fiir den
Wildtyp wurde dabei auf 100 % gesetzt.

Als nachstes suchten wir in der 1000 Genom Datenbank nach genetischen Variationen die
funktionell wichtige Aminosauren (Eisenliganden, Positions- und Enantioselektivitat,
Substratbindung etc.) des Enzyms betrafen. Die Aminosaurereste His368, His373, His551,
Asn555 und lle674 stellen die Eisenliganden der hALOX5 dar (Gilbert et al., 2011; Gilbert et
al., 2012), wobei flr keinen der genannten Reste eine genetische Variation beschrieben
wurde. Ahnlich verhalt es sich mit den Positions- (Schwarz et al., 2001) sowie der
Enantioselektivitatsdeterminante (Coffa et al., 2004; Jansen et al., 2011), fir die bisher
ebenfalls keine genetischen Variationen nachgewiesen werden konnten (s. Anhang Tab.
A1)).

Bei der Substratbindetasche der hALOXS5 handelt es sich eine langgestreckte Hohle, die in
der Kristallstruktur an beiden Enden verschlossen zu sein scheint. Dabei verschlielRen
Phe178 und Tyr182 (FY-Korken) die Héhle an einem Ende und Trp148 blockiert vermutlich
den Eingang am gegenlberliegenden Ende der Substratbindetasche (Gilbert et al., 2011;
Gilbert et al., 2012). Weder fir den FY-Korken noch fir Trp148 sind bislang genetische
Variationen beschrieben worden.

In der Literatur existieren bereits seit Jahren eine Reihe von hALOX5 aktivierenden Faktoren
(Ca®*, PC, CLP) (Radmark et al., 2010; Haeggstrom et al., 2011). Dabei scheinen die Reste
Asn44, Asp45 und Glu47 in der N-terminalen Doméne eine wichtige Rolle fiir die Ca®'-
Bindung zu spielen (Hammarberg et al., 2000). Die Bindung des Enzyms an Biomembranen,

PC-Vesikel sowie an das Adapterprotein CLP wird hauptsachlich durch die Reste Trp13,
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Trp75 und Trp102 vermittelt (Kulkarni et al., 2002; Esser et al., 2010). Allerdings wurde keine
der genannten Reste bisher als genetische Variation beschrieben.

In vitro Kinase Assays zeigten, dass die hALOX5 durch Phosphorylierung an drei
spezifischen Serinen in der katalytischen Doméne reguliert werden kann: Ser271 durch
MAP-Kinasen (Werz et al., 2002), Ser523 durch die katalytische Untereinheit der
Proteinkinase A (Luo et al., 2004) und Ser663 durch ERK2 (Werz et al., 2003). Dabei scheint
die Phosphorylierung an Ser271 den Export der hALOX5 aus dem Zellkern zu verhindern
(Flamand et al., 2009), wobei die Phosphorylierung an Ser523 die Aktivitdt des Enzyms
reduziert und zudem den Import des Proteins in den Zellkern verhindert (Luo et al., 2004).
Durch die Phosphorylierung der hALOX5 an beiden Stellen (Ser271, Ser523) wird somit also
der Transport des Enzyms in und aus dem Zellkern kontrolliert, wodurch die subzellulare
hALOXS Verteilung beeinflusst wird. Interessanterweise existiert in der 1000 Genom
Datenbank eine seltene genetische Variation an Ser271 (Ser271lle,
TMP_ESP_10_45920561, Allelfrequenz < 0,1 %). Diese Mutation zerstdrt eine der
moglichen Phosphorylierungsstellen und sollte damit die subzellulare Lokalisation des
Enzyms beeinflussen. Ob diese Beobachtung von funktioneller Relevanz ist, muss durch

andere experimentelle Strategien untersucht werden.

Zsfg. Die meisten der analysierten hALOX5-Variationen besitzen &hnliche enzymatische
Eigenschaften wie das Wildtypenzym, so dass nicht von funktionell bedeutsamen Mutationen
ausgegangen werden kann. Lediglich der Ala549Val Austausch (rs1133889689) wies eine
um ca. 80 % reduzierte Enzymaktivitat auf. An der putativen Phosphorylierungsstelle Ser271
wurde ein seltener Aminosaureaustausch beschrieben, dessen funktionelle Bedeutung

jedoch nicht naher untersucht wurde.

3.1.3 Humane Arachidonat 12-Lipoxygenase (hALOX12)
Die hALOX12 besteht aus 663 Aminosauren und wurde 1974 als erste tierische LOX-Isoform

beschrieben (Hamberg et al., 1974). In der 1000 Genom Datenbank existieren fiir diese
LOX-Isoform 67 nicht-synonyme Variationen (s. Tab. 3.1.). Dabei haben lediglich zwei von
ihnen, GIn261Arg (rs28395860) und Asn322Ser (rs4344739), eine Allelfrequenz > 1 % (38,8
% bzw. 34,4 %). Insgesamt analysierten wir vier verschiedene nicht-synonyme genetische
Variationen (Asp134His, Glu259Lys, GIn261Arg, Asn322) in der katalytischen Domane der
hALOX12. Ein Strukturmodell auf der Basis der katalytischen Domane von hALOX12 (PDB:
3D3L) zeigte, dass sich alle analysierten Variationen an der Enzymoberflache der hALOX12
befanden, weshalb nur geringe funktionelle Konsequenzen erwartet wurden (s. Abb. 3.3. A).

Diese Vermutung konnte durch die experimentellen Daten bestatigt werden, da alle
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analysierten Variationen fast ausschlieRlich 12-HETE als Reaktionsprodukt bildeten und
zudem die relativen spezifischen Aktivitaten fur die verschiedenen genetischen Variationen
(rel. Aktivitat 60-109 %) mit der des Wildtypenzyms vergleichbar waren (s. Tab. 3.5.).
Interessanterweise wurde der GIn261Arg Austausch auch bei zwei ausgestorbenen
Verwandten des modernen Menschen, dem Homo Neanderthalensis (Chaitidis et al., 2013)

sowie dem Denisova-Menschen gefunden (Adel et al., unverdffentlicht).
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Abb. 3.3.: Genetische Variationen in der hALOX12. (A) Strukturelle Position von verschiedenen
hALOX12 Variationen (B) Produktspezifitdt (RP-HPLC) verschiedener hALOX12-Variationen.
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In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der funktionellen Analyse der genetischen

Variationen in der hALOX12 zusammengefasst.

hALOX12 SNP code  Allelfrequenz (%) 12-HETE (%) rel. Aktivitéat (%)

Wildtyp >99 100 £ 23
Asp134His rs114985038 0,4 > 99 109 + 36
Glu259Lys  rs4987104 0,0 >99 60 +18
GIn261Arg  rs1126667 38,8 > 99 91+10
Asn322Ser rs434473 34,4 >99 101 £ 23

Tab. 3.5.: Zusammenfassung der kinetischen Parameter der Lipoxygenasereaktion von verschiedenen
hALOX12-Variationen. Die rekombinante hALOX12 Expression und HPLC Produktanalyse wurde
entsprechend dem Protokoll fiir den 5 ml LOX-Aktivitdtsassay (Jansen et al., 2011) durchgefiihrt (n=5-
10). Der LOX-Gehalt fiur die einzelnen bakteriellen Lysate wurde mit Hilfe eines Western Blot
quantifiziert und die HETE-Bildung fiir die einzelnen Klone wurde auf den Proteingehalt der jeweiligen
Probe korreliert. Dabei wurde die HETE-Bildung fiir den Wildtyp auf 100 % gesetzt.

Daneben gibt es in der Datenbank des 1000 Genom Projektes eine beschriebene nonsense
Variation (Arg348stop, rs141346813), welche zu der Entstehung eines C-terminal trunkierten
hALOX12 Enzyms fuhren sollte. Analog zu den fur die hALOX15 beschriebenen nonsense
Mutationen kommt auch diese mit einer Allelfrequenz < 0,1 % vor, weshalb die Existenz
homozygoter Alleltrager unwahrscheinlich ist.

Ahnlich wie bei der hALOX15 und der hALOX5 untersuchten wir anschlieRend die 1000
Genom Datenbank auf genetische Variationen, die funktionell wichtige Aminosaurereste
betrafen (Eisenligation, Positions- und Stereospezifitdt etc.). Das katalytische Eisenion wird
durch His360, His365, His540, Asn544 sowie das C-terminale 1le663 koordiniert, es wurde
jedoch keine genetische Variation gefunden, die einen der Eisenliganden betraf. Das
Triadenkonzept ist partiell auf dieses Enzym anwendbar (Vogel et al., 2010) und das Enzym
tragt an der fir die Enantioselektivitat wichtigen Aminosaureposition 403 ein Ala, weshalb es
sich um eine S-LOX handelt (Coffa et al., 2004; Jansen et al., 2011). Weder fir die
Positions- (Phe353, Ala417, 11e593) noch fir die Enantioselektivitatsdeterminante (Ala403)
konnten bislang genetische Variationen beschrieben werden (s. Anhang Tab. A1.).

Arg402 soll ahnlich wie bei der hALOX15 eine Funktion bei der Positionierung des
Fettsduresubstrats im aktiven Zentrum haben (Gan et al., 1996; Toledo et al., 2010; Toledo
et al.,, 2011). An dieser Stelle wurde mit dem Arg402GIn Austausch (rs143539715) eine
seltene genetische Variation (Allelfrequenz < 0,1 %) beschrieben. Da Mutationen an dieser
Position bei der hALOX15 (s. Abschnitt 3.1.1.) und rabALOX15 (Di Venere et al., 2013) nur
einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die enzymatische Funktion hatten (kein
vollstandiger Aktivitatsverlust bzw. keine Veranderung der Produktspezifitat), wurde auf die
funktionelle Analyse der hALOX12 Arg402Gin Variation verzichtet. Aufgrund der Seltenheit



57 Ergebnisse

(Allelfrequenz < 0,1 %) kénnen ahnlich wie bei anderen funktionell relevanten genetischen

Variationen keine homozygoten Alleltrager erwartet werden.

Zsfg. Alle analysierten hALOX12-Variationen besitzen ahnliche enzymatische Eigenschaften
(Produktspezifitat, spezifische Aktivitat) wie das Wildtypenzym. Es ist mit der nonsense
Variation Arg348stop (rs141346813) eine vermutliche loss-of-function Mutation fur die
hALOX12 beschrieben. Daneben gibt es eine seltene genetische Variation (Arg402GIn), die

moglicherweise die Positionierung des Fettsauresubstrats am aktiven Zentrum beeinflusst.

3.1.4 Humane Arachidonat 15-Lipoxygenase Typ Il (hALOX15B)

Diese humane LOX-Isoform besteht aus 676 Aminosauren (Isoform D) und wurde erstmals
1997 entdeckt (Brash et al., 1997). Derzeit sind 86 funktionell nicht-synonyme genetische
Variationen fur die hALOX15B beschrieben, wobei sechs von ihnen eine Allelfrequenz von >
1 % aufweisen (s. Tab. 3.1.): Pro77Ala (rs78230493), Ala311Val (rs148602477), Arg486His
(rs9895916), Arg635GIn (rs61730298), GIn656Arg (rs4792147) und lle676Val (rs7225107)
(s. Anhang Tab. A1.). Wir wahlten drei der SNP Variationen, die in der katalytischen Doméne
des Enzyms lokalisiert sind (Arg486His, GIn656Arg, lle676Val), fir eine detaillierte
Charakterisierung des Einflusses von genetischen Variationen auf die Enzymfunktionalitat
aus. Diese wurden erstmals in einer an der Universitdt Zirich durchgefiihrten klinischen
Assoziationsstudie beschrieben. In dieser Studie wurde die Haufigkeit genetischer
hALOX15B Variationen (SNPs) bei Europdern mit dem Risiko fir die Entstehung der
koronaren Herzerkrankung (KHK) korreliert. Die Kontrollgruppe bestand aus 238 Personen,
die in ihrer Vergangenheit weder an einer KHK, einem Herzinfarkt noch einer peripheren
arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) litten. Dagegen besalen alle Mitglieder der
Fallgruppe eine durch Angiografie gesicherte mindestens 50 %ige Stenose in einer der
Koronararterien. Angiografisch negativ dokumentierte Individuen wurden ebenfalls in die
Kontroligruppe aufgenommen. Neben den flr kardiovaskulare Erkrankungen bereits
bekannten Risikofaktoren (Rauchen, Bluthochdruck, Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus
etc.) konnte in dieser Studie erstmals ein statistischer Zusammenhang zwischen genetischen
Variationen des hALOX15B-Gens und einem erhdhten Risiko fir die KHK nachgewiesen
werden (s. Anhang Tab. A3.). Zum Beispiel war ein spezifischer dreifach Haplotyp
(rs11870212, rs60050159, rs61312861) mit einem signifikant verringerten Risiko fir die KHK
assoziiert (OR:0,51 (Cl 95 %: 0,27-0,94), p-Wert: 0,03). Problematisch war jedoch die
Tatsache, dass sich die gefundenen SNPs entweder in intronischen DNA-Regionen
(rs11870212, rs60050159) befanden bzw. es sich um einen synonymen SNP (rs6131286)

handelte. Deshalb gestaltete sich die Suche nach der mechanistischen Grundlage des
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statistischen Zusammenhangs schwierig. Daneben zeigte der nicht-synonyme SNP
GIn656Arg einen statistischen Trend in Richtung eines verringerten Risikos fur die
Entwicklung der KHK (OR: 0,81 (Cl 95 %: 0,62-1,04), p-Wert 0,10). Die beiden anderen
Variationen (Arg486His, lle676Val) waren dagegen nicht mit der KHK assoziiert (s. Anhang
Tab. A3.).
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Abb. 3.4.: Genetische Variationen in der hALOX15B (A) Strukturelle Position von verschiedenen
hALOX15B-Variationen (B) Produktspezifitdt (RP-HPLC) verschiedener hALOX15B-Variationen (C)
thermische Denaturierung von verschiedenen hALOX15B Variationen (D) Michaelis-Menten Kinetik
verschiedener hALOX15B Variationen.

Strukturmodellierungen auf der Grundlage der Kristallstruktur der hALOXS zeigten, dass

zwei der analysierten SNPs (Arg486His, GIn656Arg) an der Oberflache des Enzyms lagen
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und daher nur geringe funktionelle Effekte zu erwarten waren. Dagegen handelt es sich beim
lle676 um einen Eisenliganden, so dass der lle676Val Austausch moglicherweise die
Funktionalitédt des Enzyms beeinflussen kdnnte (s. Abb. 3.4 A). Andererseits hat ein lle-zu-
Val Austausch konservativen Charakter, so dass die zu erwartenden funktionellen Effekte
eher gering sein sollten. Weiterhin ist zu beachten, dass flir die Eisenligandierung die freie
Carboxylgruppe der C-terminalen Aminosaure bedeutsam ist. Die raumliche Lage dieser
funktionellen Gruppe ist weitgehend unabhangig von der Art der Aminosadureseitenkette, so
dass die funktionelle Relevanz des lle-zu-Val Austausches begrenzt sein durfte. Die
experimentelle Analyse bestatigte diese Annahme, da keine der analysierten Variationen die
Positionsspezifitat des Enzyms wesentlich beeinflusste (s. Abb. 3.4. B). Daneben stimmen
auch die relativen spezifischen Aktivitadten (94-104 %) weitgehend mit dem Wildtypenzym
Uberein (s. Tab. 3.6.).

hALOX15B SNP code  Allelfrequenz (%) 15-HETE rel. Aktivitait Schmelztemperatur

(%) (%) Tm (°C)
Wildtyp >99 100 + 2 57,4 0,2
Argd86His  rs9895916 8,7 > 99 100 + 2 56,6 £ 0,3
GIn656Arg  rs28395869 38,6 > 99 104 £ 1 56,9 £ 0,2
lle676Val  rs7225107 10,3 > 99 94 +7 55,0 £0,3
Alad16Asp  rs140152561 0,1 n.d. <1 n.d.

Tab. 3.6.: Zusammenfassung der Produktspezifititen, relativen Aktivitdten und Schmelztemperaturen
von verschiedenen hALOX15B-Variationen. Gereinigte hALOX15B Wildtyp und verschiedene
Variationen wurden mit Arachidonséure entsprechend dem Material und Methodenteil inkubiert (n=4-
5). Die Menge an gebildetem 15-HETE wurde fiir jede Probe quantifiziert, wobei die 15-HETE-Bildung
des Wildtyps auf 100 % gesetzt wurde. Die thermischen Denaturierungen wurden entsprechend dem
Material- und Methodenteil durchgefiihrt, wobei der Wendepunkt der ersten negativen Ableitung die
Schmelztemperatur (T,,) der Enzymvariation darstellt.

Die thermischen Denaturierungskurven fir die analysierten hALOX15B SNPs zeigten, dass
der Wildtyp sowie die analysierten hALOX15B SNPs thermische Ubergangkurven mit zwei
thermodynamischen Zustanden (nativ, denaturiert) aufwiesen (s. Abb. 3.4. C). Dabei hatte
der lle676Val SNP eine im Vergleich zum Wildtyp reduzierte Schmelztemperatur (T,,), was
auf einen destabilisierenden Charakter dieses Aminosaureaustausches hindeutet. Dagegen
besalRen der Wildtyp und die anderen analysierten SNPs (Arg486His, GIn656Arg) ahnliche
Schmelztemperaturen, was darauf hindeutet, dass die Struktur dieser Enzymvarianten kaum
beeinflusst wurde (s. Tab. 3.5.).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Produktspezifitat der hALOX15B durch die SNPs
nicht beeinflusst wurde. Nun sollte untersucht werden, in wie weit die Aminosaureaustausche

einen Einfluss auf die kinetischen Parameter der Lipoxygenasereaktion hatten. Die
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Untersuchung ergab, dass alle untersuchten genetischen Variationen mit der Michaelis-
Menten-Gleichung beschrieben werden konnten (s. Abb. 3.5. D), wobei die aus dem
hyperbolen Fit erhaltenen kinetischen Parameter (K., kc4) flr die analysierten SNPs und den
Wildtyp weitgehend Ubereinstimmten (s. Tab. 3.6.). Diese Daten belegen, dass sowohl die
Substratbindung als auch die Oxygenierungsrate (Reaktionsgeschwindigkeit) durch die
analysierten SNPs kaum beeinflusst wurden.

Derzeit sind vier nonsense Variationen fir die hALOX15B beschrieben, die zur Entstehung
C-terminal trunkierter Enzymvariationen fuhren. Analog zu den fur die anderen LOX-
Isoformen beschriebenen Stop-Mutationen kommen auch diese stets mit einer Allelfrequenz

< 0,1 % vor, weshalb die Existenz von homozygoten Alleltragern eher unwahrscheinlich ist.

hALOX15B SNP code  kex(s™) Km R®

Wildtyp - 0,18+0,01 12+1,2 0,82
Arg486His  rs9895916 0,27 +0,02 2,8+0,8 0,98
GIn656Arg rs28395869 0,25+0,02 3,7+0,2 0,98

lle676Val rs7225107 0,12+0,01 1,0+0,6 0,93

Tab. 3.7.: Zusammenfassung der kinetischen Parameter der Lipoxygenasereaktion von verschiedenen
hALOX15B-Variationen. Gereinigte hALOX15B Wildtyp und verschiedene SNPs wurden mit
unterschiedlichen Linolsdurekonzentrationen entsprechend dem Material- und Methodenteil inkubiert
(n=3). Die Bildung konjugierter Diene (Absorption 235 nm) wurde fiir 120 s am Spektrophotometer
verfolgt. Die aus dem hyperbolen Fit resultierenden Wechselzahlen (k..) und Michaelis-Konstanten
(Km) sind hier aufgefihrt, wobei der R%Wert das MaR fiir die Richtigkeit des hyperbolen Fits
dargestellt.

In der hALOX15B ist das katalytische Eisenion durch die Aminosauren His373, His378,
His553, Ser557 sowie das C-terminale lle676 koordiniert. Interessanterweise handelt es sich
bei lle676Val um einen SNP mit Allelfrequenz von 9,6 %, allerdings zeigte die funktionelle
Charakterisierung keine wesentlichen Unterschiede in der enzymatischen Funktion im
Vergleich zum Wildtypenzym auf (s. Abb. 3.4.).

Im Vergleich zur dualen Positionsspezifitit von 12/15 LOXn (Mensch, Orang Utan,
Schimpanse etc.) oxidiert hALOX15B Arachidonsaure zu nahezu ausschlieRlich 15-H(p)ETE
(Brash et al., 1997). Das orthologe Enzym bei der Maus (Alox15b) ist eine 8-LOX, wobei
zwei Aminosaurereste (Tyr603, His604) fir den Unterschied in der Positionsspezifitat
verantwortlich sind (Jisaka et al., 2000). In der hALOX15B befinden sich Asp603 und Val604
an diesen Positionen und es konnte bereits gezeigt werden, dass durch ortsgerichtete
Mutagenese (Ty603Asp, His604Val) die Maus 8-LOX in ein 15-lipoxygenierendes Enzym
umgewandelt werden kann. In der 1000 Genom Datenbank gibt es mit Val604lle

(rs192653434) eine seltene Mutation (Allelfrequenz 0,1 %) an dieser Aminosaureposition.
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Allerdings handelt es sich hierbei um einen konservierten Aminosaureaustausch, weshalb
die zu erwartenden Effekte gering sein sollten.

Bei der hALOX15B handelt es sich um eine S-LOX, da sie an der fiir die Enantioselektivitat
kritischen Position in der Primarsequenz (Ala416) ein Alanin tragt. Mutagenesestudien
bestatigten, dass das Enzym dem Ala-vs-Gly-Konzept folgt (Coffa et al., 2004; Jansen et al.,
2011). Interessanterweise gibt es in der Datenbank mit Ala416Asp (rs140152561) eine
seltene genetische Variation an dieser Position (Allelfrequenz < 0,1 %). Die funktionelle
Analyse ergab, dass diese Mutation enzymatisch nahezu inaktiv war (s. Abb. 3.4. B). Die
thermische Denaturierungskurve der Ala416Asp Variation unterschied sich wesentlich von
der des Wildtypenzyms sowie den funktionell aktiven SNPs, was auf Unterschiede in der
strukturellen Zusammensetzung der verschiedenen Enzymspezies hindeutet. Es bleibt
festzuhalten, dass es sich beim Ala416Asp Austausch um die nach unserem Erkenntnistand
erste bekannte hALOX15B loss-of-function Mutation handelt. Aufgrund der geringen

Allelfrequenz ist die Existenz von homozygoten Alleltragern jedoch sehr unwahrscheinlich.

Zsfg. Die in der klinischen Studie entdeckten kodierenden nicht-synonymen hALOX15B
SNPs (Arg486His, GIn656Arg, lle676Val) hatten alle ahnliche enzymatische Eigenschaften
(Produktspezifitat, spezifische Aktivitat, Thermostabilitat) wie das Wildtypenzym. Neben vier
in der Datenbank veroffentlichten nonsense Variationen konnte mit Ala416Asp
(rs140152561) eine weitere loss-of-function Mutation fiur diese LOX-Isoform beschrieben
werden. Wie bereits bei inaktiven hALOX15-Variationen (Thr560Met, Gly422Glu) gezeigt

wurde, ist die Inaktivitat vermutlich auf eine partielle Fehlfaltung des Enzyms zurtckzufuhren.

3.2 Molekulare Ursachen fiir die Inaktivitdt der natiirlich vorkommenden hALOX15
Gly422Glu Variation

3.2.1 Die Gly422Glu Mutation ist eine fehlgefaltete hALOX15 Enzymvariante.

Wie bereits in Abschnitt 3.1.1. beschrieben wurde, handelte es sich bei der Gly422Glu
(rs61099320) Variante um eine loss-of-function Mutation der hALOX15. Dabei zeigte die
Enzymvariante sowohl mit Arachidonsaure als auch Linolsaure keinerlei katalytische Aktivitat
(s. Abb. 3.1. A + D). Es sollte zunachst Uberprift werden, ob die katalytische Aktivitat nicht
durch den Verlust des katalytischen Eisenions verursacht wurde. Die Ergebnisse der
Atomabsorptionsspektroskopie zeigten jedoch, dass der Eisengehalt der Mutante in guter
Ubereinstimmung mit dem des Wildtypenzyms war, wobei das Eisen-Protein-Verhaltnis stets
bei 0,8-0,9 lag (Horn et al., 2013 1). Das Fehlen des katalytischen Eisen(ll/lll)-lons kann also
als Ursache fur die Inaktivitat der hGly422Glu Variation weitgehend ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse der thermischen Denaturierungsstudien deuteten darauf hin, dass die
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Inaktivitdt der hGly422Glu Variation moéglicherweise durch eine Fehlfaltung des Enzyms
verursacht wird (Abb. 3.1. C). Einschrankend muss jedoch bemerkt werden, dass es sich
beim diesem Fluoreszenzfarbstoffbindungsstudien um eine indirekte Messmethode handelt,
deren Ergebnisse einen grofden Spielraum fiir Interpretationen offen lassen. Daher sollte der
strukturelle Einfluss der Gly-zu-Glu Mutation mit unabhangigen Methoden (Messung des
Circulardichroismus (CD), direkte Fluoreszenzspektroskopie des Proteins) untersucht
werden. Diese Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Di Venere (Universitat
Tor Vergata, Rom, Italien) und Herr Dr. Ivanov (Universitat Rostock, Rostock, Deutschland)
durchgefiihrt. Zunachst wurden Fern-UV-CD-Spektren (200-250 nm) vom Wildtyp und der
Gly422Glu Mutante bei verschiedenen Temperaturen (13 °C, 37 °C, 53 °C) aufgenommen.
Dabei sollten die ersten beiden Temperaturen den nativen Zustand des Enzyms
reprasentieren, wahrend das CD-Spektrum bei 53 °C den denaturierten bzw. partial
denaturierten Zustand des Wildtypenzyms darstellte. Es ist zu erkennen, dass die CD-
Spektren der hGly422Glu Mutante unter nativen Bedingungen (13 °C, 37 °C) dem Spektrum
des Wildtypenzyms bei denaturierenden Bedingungen (53 °C) ahnelte (s. Abb. 3.5. A). Die
Mutation scheint damit eine strukturelle Anderung des Enzyms zu induzieren, was sich durch
einen verringerten Anteil an geordneten Sekundarstrukturelementen (schwacheres CD-
Signal) widerspiegelt. Die humane Wildtyp-ALOX15 =zeigte eine thermische
Denaturierungskurve mit zwei thermodynamischen Gleichgewichtszustanden (2-Phasen-
ubergang; N—D), wobei der Umkehrpunkt (Schmelztemperatur) bei 45-46 °C lag (Abb. 3.5.
B). Dagegen konnte fiir die Gly422Glu Variation kein echter thermischer 2-Phasenilibergang
beobachtet werden (Abb. 3.5. B). Um die thermodynamischen Denaturierungsparameter zu
bestimmen, wurde die Entfaltung der beiden Enzymvarianten bei steigenden
Konzentrationen von Guanidiniumchlorid (GuaHCI) untersucht und die resultierenden
Anderungen in den CD- und Fluoreszenzspektren aufgenommen (s. Abb. 3.5. C). Auf
Grundlage der experimentellen Rohdaten haben wir fur die chemische Denaturierung des
Wildtypenzyms und der Gly422Glu Mutante die thermodynamischen Parameter fur einen 3-
Phasenubergang (N«Il—D) berechnet (s. Tab. 3.9.). Diese Daten sind in guter
Ubereinstimmung mit bereits fiir andere LOX-Isoformen verdffentlichten Ergebnissen
(Sudharshan et al., 1999; Di Venere et al., 2013).
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Abb. 3.5.: Zusammenfassung der biophysikalischen Charakterisierung des hALOX15 Wildtyps sowie
der Gly422 Glu Variation. (A) CD-Spektren von hALOX15 Wildtyp sowie der Gly422Glu Mutante bei
verschiedenen Temperaturen (B) thermische Denaturierungskurve hALOX15 Wildtyp und Gly422Glu
Mutante (CD Signal 210 nm vs. Temperatur) (C) Thermodynamische Entfaltung des hALOX15 Wildtyp
als Funktion des chemischen Denaturanz Guanidiniumchlorid (GuaHCI) (D) thermal shift assay von
hALOX15 Wildtyp und Gly422Glu Mutante.

Die Energie die fir den ersten thermischen Ubergang (N«l) benétigt wird, ist bei der

Mutante um etwa 2,5-mal niedriger als fur das Wildtypenenzym (AAG,= 6 kcal/mol) und ist

zudem mit einer geringeren Anderung der accessible surface area des (AASA) des Enzyms

wahrend seiner Denaturierung (geringere Unterschiede in den Anstiegen von beiden
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Ubergangen) verkniipft (Courtenay et al, 2000). Dagegen gab es beim zweiten
thermodynamischen Ubergang keine gréRBeren Unterschiede zwischen hALOX15 Wildtyp
und der Gly422Glu Mutante (s. Tab. 3.9.).

hALOX15 Neol l-D

AG; (kcal/mol) °m; (kcal*mol™M™)  AG, (kcal/mol) ?m, (kcal*mol ™M ™)

Wildtyp 10,5 10,0 4,0 1,6

Gly422Glu 4,0 3,9 3,5 1,8

Tab. 3.9.: Thermodynamische Denaturierungsparameter fiir den hALOX15 Wildtyp sowie die
Gly422Mutante (°Anstieg der freien Energiekurven in Abb. 3.5. A in keal*mol "*M 1)

Alternativ dazu untersuchten wir die thermische Denaturierung von Wildtyp und hGly422Glu
Mutante mit Hilfe eines thermostability shift Assays (s. Material und Methodenteil). Analog zu
den CD-Messungen konnte auch hier die thermische Denaturierung des Wildtypenzyms als
2-Phasentubergang (N«<D) mit einem nativen (30 °C) und einem denaturierten Zustand
(Plateau 50-60 °C) beschrieben werden. Dabei entspricht der Umkehrpunkt der ersten
negativen Ableitung der Schmelztemperatur (T,,) des Enzyms, welcher mit 50 °C relativ gut

mit dem fiur die CD-Messungen erhaltenen Wert (45-46 °C) Ubereinstimmt.

Zsfg. Die katalytische Inaktivitat der Gly422Glu Variation der hALOX15 ist auf

mutationsinduzierte Veranderung der Globalstruktur des Enzyms zurtickzufuhren.

3.2.2 Gly422 liegt in der raumlichen Nahe zum aktiven Zentrum und bildet eine polare
Wechselwirkung mit Asp415.

In den folgenden Untersuchungen sollte geklart werden, warum der Gly422Glu Austausch zu
einer Fehlfaltung des Enzyms fuhrt. Fir diese Untersuchungen wurde auf der Basis der
rabALOX15 Kiristallstruktur (PDB: 2POM) die mdgliche Funktion des hALOX15 Gly422
Restes diskutiert Das ist mdglich, da die hALOX15 und rabALOX15 eine Sequenzhomologie
von > 80 % aufweisen. Um Verwechslungen zwischen den Resten von beiden Enzymen zu
vermeiden werden im Folgenden die Reste der Kaninchen ALOX15 und des humanen
Ortholog mit den Prafixen ,r* bzw. ,h* vermerkt. Die strukturelle Analyse ergab dabei, dass
sich der rGly423 (Gly422 in hALOX15) in unmittelbarer rdumlicher Nahe zu einer der
bekannten Positionsspezifitatsdeterminanten rlle418 (lle417 in hALOX15) befindet.

Mutationen an dieser Stelle haben einen Einfluss auf die Positionsspezifitat verschiedener
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ALOX15-Isoformen in unterschiedlichen Spezies (Sloane et al., 1991; Sloane et al., 1995;
Borngraber et al., 1996; Vogel et al., 2010).

rGly423 (rabALOX15) ist allerdings nicht direkt in der Substratbindetasche gelegen, sondern
befindet sich in einer loop-Region die zwei a-Helices verbindet, wobei in einer der Helices
das rlle418 lokalisiert ist. Dabei interagiert rGly423 (iber polare Wechselwirkung mit rAsp416,
wodurch das aktive Zentrum madglicherweise stabilisiert wird. Der Abstand zwischen beiden
Bindungspartnern betragt 2,6 A, was eine geeignete Distanz fir eine mogliche Wasserstoff-
briickenbindung darstellt (Jeffrey et al., 1997). Aufgrund seiner raumlichen Nahe zu
funktionell wichtigen Aminosaureresten erscheint es daher maglich, dass ein Gly-zu-Glu-
Austausch an dieser Stelle eine starke Beeintrachtigung der Enzymstruktur zur Folge hat. Es
bleibt nun die Frage offen, ob die Zerstérung einer polaren Wechselwirkung die partielle

Fehlfaltung des Enzyms bewirkt oder ob es da mdglicherweise noch andere Ursachen gibt.

Abb. 3.6.: Darstellung des aktiven Zentrums von rabALOX15. Der rGly423 Rest befindet sich in
rdumlicher Néhe zur Positionsspezifitdtsdeterminante rlle418 (Sloane) und interagiert mit rAsp416
lber eine polare Wechselwirkung. Des Weiteren sind die zwei anderen bekannten Positions-
spezifitdtsdeterminanten rPhe353, rlle593 (Borngréber | + 1) fiir das ALOX15-Enzym dargestellt. Die
Aminoséurereste rGly423 und rAsp416 sind in stick-Form dargestellt und entsprechend den

Elementen geféarbt (Kohlenstoff griin, Sauerstoff rot, Stickstoff blau), wéahrend die
Positionsdeterminanten als orangene Kugeln zu erkennen sind.

Zsfg. rGly423 der rabALOX15 befindet sich in einer Schleifenregion, die zwei a-Helices
miteinander verbindet. Eine dieser Helices enthalt die Positionsdeterminante rlle418 und
tragt damit zum aktiven Zentrum bei. Die Struktur des aktiven Zentrums wird dabei Uber eine

polare Wechselwirkung zwischen rGly423 und rAsp416 stabilisiert.
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3.2.3 Verschiedene hALOX15 Gly422 Mutationen bewirken einen Verlust der

enzymatischen Aktivitdt und verursachen eine partielle Fehlfaltung.

In den vorrangegangen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass die Inaktivitdt der hGly422Glu
Variation auf eine partielle Fehlfaltung des Enzyms zurlickzufiihren ist. In der Kristallstruktur
der rabALOX15 (PDB: 2POM) interagiert rGly423 (hGly422) mit rAsp416 (hAsp415) Uber
eine polare Wechselwirkung, wodurch das aktive Zentrum stabilisiert wird. Um nun den
Einfluss der polaren Interaktion zwischen Glycin (hGly422) und Aspartat (hAsp415) auf die
enzymatische Funktion zu untersuchen, wurden verschiedene Mutanten an beiden
Aminosaureresten charakterisiert. Eine mdgliche Ursache fur die Fehlfaltung der hGly422Glu
Mutante kénnte zum Beispiel sein, dass es zu einer elektrostatischen AbstoRung zwischen
den negativ geladenen Seitenketten von Aspartat (hAsp415) und Glutamat (hGlu422)
kommt. Weiterhin ist es denkbar, dass das Einfligen eines relativ groRen Seitenkettenrestes
an dieser Position (hGly422) zu sterischen Behinderungen mit benachbarten
Aminosaureresten flihrt. Auch das kénnte eine mogliche Ursache fiir die partielle Fehlfaltung
sein. Um zu zeigen, ob die Ladung oder die GréRe der natlrlich vorkommenden hGly422Glu
Variation die Ursache fiir dessen katalytische Inaktivitat ist, wurde der Einfluss einer
unpolaren Mutation mit ahnlicher GréRe (Leu) sowie einer anderen potenziell negativ
geladenen Aminosaure (Asp) an dieser Stelle untersucht. Dabei hatten beide Mutanten
(hGly422Leu, hGly422Asp) zwar die gleiche Positionsspezifitat wie das Wildtypenzym (s.
Abb. 3.7. A), allerdings war ihre katalytische Aktivitat erheblich reduziert (s. Tab. 3.10.).
Ahnlich wie bei der natiirlich vorkommenden hGly422Glu Variation hatten die beiden
Mutanten bereits unter nativen Bedingungen (30 °C) eine erhohte Affinitat zum
Fluoreszenzfarbstoff, was auf strukturelle Unterschiede im Vergleich zum Wildtypenzym
hindeutet. Dabei scheinen die strukturellen Unterschiede fur die negativ geladenen Mutanten
(Asp, Glu) etwas starker zu sein als die fur den hGly422Leu Austausch (s. Abb. 3.7. B).
Dagegen liefert die andere naturlich vorkommende hALOX15 Variation an dieser Stelle
(hGly422Arg, rs147238486) ein ahnliches Fluoreszenzsignal bei 30 °C wie der Wildtyp
weshalb diese Mutante wohl nur geringere strukturelle Veranderungen verursacht. Mit
Ausnahme von hGly422Glu fir die kein thermischer 2-Phaseniibergang beobachtet werden
konnte, besal’en die anderen analysierten Mutanten (hGly422Asp, hGly422Leu,
hGly422Arg) eine gegeniber dem Wildtypenzym um 2-3 °C erniedrigte Schmelztemperatur
(T). Diese Daten deuten darauf hin, dass es sich dabei um destabilisierende Mutanten
handelt (s. Tab. 3.10.). Zudem wurde noch der Einfluss von Kkleineren, weniger
raumfordernden Aminosauren (Ala, Ser) an dieser Position untersucht. Die strukturellen und
funktionellen Konsequenzen dieser Mutationen waren ahnlich wie bei den oben
beschriebenen Austauschen. Deshalb wird auf eine genauere Darstellung der Ergebnisse in

dieser Arbeit verzichtet.
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Durch in silico Experimente sollte nun gezeigt werden, was die molekulare Ursache fiir den

Verlust der enzymatischen Aktivitat der verschiedenen hGly422 Mutanten war.
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Abb.3.7.: Charakterisierung verschiedener hALOX15 Gly422 Mutationen. (A) RP-HPLC Spektren
hALOX15 und hGly422 Mutanten (B) Thermostabilitdt von hALOX15 Wildtyp und verschiedenen
hGly422 Mutanten (C) Strukturelle Effekte von in silico Mutationen an rGly423 (hGly422). Die
Positionsspezifitatsdeterminanten (rPhe353, rlle418, rlle593) sind als orangene Kugeln zu erkennen,
wéhrend rAsp416 sowie rGly423 in stick-form (Kohlenstoff griin, Sauerstoffatom rot, Stickstoff blau)
dargestellt sind. Die durch die Mutation entstehende sterische Behinderung ist als rote Punkte

angedeutet.
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Dafiir wurde die rabALOX15 an der korrespondierenden Position (rGly423) mutiert und die
daraus entstandenen Strukturen energetisch minimiert. Dabei zeigte die strukturelle Analyse,
dass alle Mutationen bei rGly423 Position zu sterischen Behinderungen mit in der Umgebung
befindlichen Aminosauregruppen fihren (s. Abb. 3.7 C). Diese sterischen Effekte kdnnten
die molekularen Ursachen fir den Verlust der enzymatischen Aktivitat und die partielle
Fehlfaltung der meisten hGly422 Mutanten sein (s. Abb. 3.7.C). Warum die hGly422Arg
Variation keine so starken strukturellen Effekte aufwies, konnte mit in silico Experimenten
nicht begrindet werden, da in den in silico Experimenten auch diese Mutation zu sterischen

Komplikationen mit den benachbarten Aminosauren flihrte (s. Abb. 3.7. C).

Zsfg. Verschiedene Mutationen an hGly422 fuhren zum Verlust der katalytischen Aktivitat,
was auf eine Destabilisierung und partielle Fehlfaltung des Enzyms zurlickzuflhren ist. In
silico Untersuchungen ergaben, dass die Fehlfaltung wahrscheinlich auf sterische

Behinderungen mit umliegenden Aminosaureresten zurtickzufiihren ist.

3.2.4 Mutationen an Asp415 haben geringere funktionelle Effekte.

Nachdem mit experimentellen und in silico Methoden gezeigt werden konnte, dass
Mutationen an hGly422 zu einer Fehlfaltung und Verringerung der enzymatischen Aktivitat
fuhrten, sollte nun der Einfluss des potenziellen Interaktionspartners rAsp416 (hAsp415) auf
die enzymatische Funktion untersucht werden. Daflir wurde der Aspartatrest zunachst gegen
eine unpolare Aminosaure (Valin) ausgetauscht, um die fir die polare Interaktion wichtige
Carboxylgruppe zu entfernen. Zudem sollte gezeigt werden, dass der Erhalt der negativ
geladenen Carboxylgruppe durch Einfligen einer konservierten Mutation (Glutamat) zu
einem Erhalt der enzymatischen Funktion flhrte. Beide Mutationen flihrten zu katalytisch
aktiven Enzymvarianten. Die Positionsspezifitit des Enzyms wurde durch die beiden
Mutationen (hAsp415Val, hAsp415Glu) nicht wesentlich beeinflusst (s. Abb. 3.8. A). Die
relative spezifische Aktivitat variierte zwischen 36 und 97 % (bezogen auf den Wildtypenzym,
s. Tab. 3.10.). Die thermischen Denaturierungskurve der hAsp415Val Mutante unterschied
sich im Gegensatz zur Kurve der hGly422 Mutanten nur geringfiigig vom Wildtyp, was flr
einen geringen strukturellen Einfluss der Mutation sprach (s. Abb. 3.8. B). Dagegen hatte die
hAsp415Glut Mutante schon bei niedrigen Temperaturen (30 °C) eine erhdhte Affinitat zum
Fluoreszenzfarbstoff, was ein Indiz fur strukturelle Unterschiede zwischen Mutante und
Wildtyp ist. Dennoch hatten diese einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die
enzymatische Aktivitat (s. Tab. 3.10.), was ein wesentlicher Unterschied zu den Mutanten an

der hGly422 Position ist. Insgesamt hatten beide Mutationen an der hAsp415 Position analog
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zu den hGly422 Mutanten einen destabilisierenden Einfluss da alle Varianten eine im

Vergleich zum Wildtyp um 2-3 °C reduzierte Schmelztemperatur aufwiesen (s. Tab. 3.10.).
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Abb.3.8.: Charakterisierung verschiedener hALOX15 Asp415 Mutationen. (A) RP-HPLC Spektren
hALOX15 und hGly422 Mutanten (B) Thermostabilitit von hALOX15 Wildtyp und verschiedenen
hGly422 Mutanten (C) Strukturelle Effekte von in silico Mutation an rAsp416 (hAs415). Die
Positionsspezifitdtsdeterminanten (rPhe353, rlle418, rlle593) sind als orangene Kugeln zu erkennen,
wéhrend rAsp416 sowie rGly423 in stick-form (Kohlenstoff griin, Sauerstoff rot, Stickstoff blau)
dargestellt sind. Die durch die Mutation entstehende sterische Behinderung ist als rote Punkte
angedeutet.
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Analog zu den hGly422 Mutanten sollten die molekularen Effekte der hAsp415 Mutationen
(Val, Glu) mit in silico Experimenten untersucht werden. Die strukturelle Analyse ergab, dass
die rAsp416Glu Mutation zu sterischen Behinderungen mit umliegenden Aminosauren
flhrten, was eine mogliche Ursache fur die strukturellen Unterschiede im Vergleich zum
Wildtypenzym sein konnte. Dagegen verursachte die Asp416Val Mutation in silico keine
wesentlichen strukturellen Veranderungen, was in guter Ubereinstimmung mit den

thermodynamischen Messungen ist (s. Abb. 3.8. C).

hALOX15 15-HETE (%) rel. Aktivitat (%) Schmelztemperatur T, (°C) AT (°C)
Wildtyp 834 100 + 1 50,0+ 0,6 0
Gly422Glu 834 <1 n.d. n.d.
Gly422Arg 89+7 36+3 47,8+0,3 -2,2
Gly422Leu 87+ 1 14 + 1 474 +0,4 -2,6
Gly422Asp 91 +1 18 + 1 47,1 +0,1 -2,9
Asp415Glu 91 +1 97 £1 47,2+0,3 -2,8
Asp415Val 91 +1 34+5 47,5+0,5 -2,5

Tab. 3.10.: Zusammenfassung der Produktspezifititen, relativen Aktivitdten und Schmelztemperaturen
von verschiedenen hALOX15 Gly422 und Asp415 Mutationen. Gereinigte hALOX15 Wildtyp und
verschiedene Mutationen wurden mit Arachidonséure entsprechend dem Material- und Methodenteil
inkubiert (n=4-5). Die Menge an gebildetem 15-HETE wurde fiir jede Probe quantifiziert, wobei die 15-
HETE-Bildung des Wildtyps auf 100 % gesetzt wurde. Die thermischen Denaturierungen wurden
entsprechend dem Material- und Methodenteil durchgefiihrt, wobei der Wendepunkt der ersten
negativen Ableitung die Schmelztemperatur (T,,) der Enzymvariation darstellt.

Zsfg. Verschiedene Mutationen an hAsp415 flihren zwar auch zu einer Destabilisierung des
Enzyms, wobei die strukturellen und funktionellen Effekte insgesamt deutlich schwacher
waren, als die fir die hGly422 Mutanten. Diese Daten deuten auf eine geringere Bedeutung
dieser Aminosdaure fur die Funktionalitat des Proteins hin.

3.2.5 Ist der konservierte Glycinrest auch von funktioneller Bedeutung fir andere

LOX-Ilsoformen?

Samtliche natirlich vorkommende und unnatirliche Mutationen an der hGly422 Position von
hALOX15 fuhrten zu einem Verlust der katalytischen Aktivitat. Strukturmodellierungen
deuteten darauf hin, dass der Glycinrest Uber eine polare Wechselwirkung mit einem
Aspartat das aktive Zentrum stabilisiert, was flr die katalytische Effizienz der hALOX15
essentiell zu sein scheint. Im Folgenden sollte nun untersucht werden, in wie weit diese

polare Interaktion in der LOX-Genfamilie konserviert ist und ob Mutationen an den
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korrespondierenden Aminosaurepositionen anderer LOX-Isoformen ahnliche funktionelle
Effekte wie bei der hALOX15 verursachten. Ein multiples Aminosduresequenzalignment
verschiedener LOX-Isoformen unterschiedlicher tierischer Spezies ergab, dass die beiden
Interaktionspartner (Gly, Asp) in allen untersuchten ALOX5, ALOX12 und ALOX15-Isoformen
konserviert waren. Im Gegensatz dazu fanden sich bei epidermalen LOX-Isoformen
(ALOX15B, ALOX12B, ALOXE3) haufig andere Reste an diesen Positionen. Lediglich der
Aspartatrest war ALOX15B und ALOXE3 konserviert, wahrend in ALOX12B keiner der
beiden Interaktionspartner existiert (s. Abb. 3.10.).

ALOX15B (Homo sapiens) TRYTLHINTLARELLIVPGQVVDRSTGIGIEGFSELIQRNM 446
ALOX15B (Rattus norvegicus) TRYTLHINTLARELLIAPGKVVDKSTGLGIGGFSDLIKRNM 447
ALOX15B (Mus musculus) IRYTLHINTLARELLVAPGKLIDKSTGLGTGGFSDLIKRNM 447
ALOXE3 (Rattus norvegicus) TRYTLQVNTIARATLLNPDGLVDKVTSIGRRGLIYLMSTGL 481
ALOXE3 (Mus musculus) TRYTLQVNTIARATLLNPDGLVDKVTSIGRQGLIYLMSTGL 481
ALOXE3 (Homo sapiens) TRYTLQVNTIARATLLNPEGLVDQVTSIGRQGLIYLMSTGL 481
ALOX12B (Bos taurus) TRYTIQINSIGRAVLLNEGGLSARSMSLGLAGFAEAMVRAL 469
ALOX12B (Homo sapiens) TRYTVQINSIGRAVLLNEGGLSAKGMSLGVEGFAGVMVRAL 471
ALOX12B (Mus musculus) TRYNVQINSIGRALLLNKGGLSARAMSLGLEGFAQVMVRGL 471
ALOX12B (Rattus norvegicus) TRYNVQINSIGRALLLNKGGLSARAMSLGLEGFAQVMVRGL 471
ALOX12B (Xenopus laevis) LRYTLEINTLARQTLIGPDGFFDQAVVIGNGGVPVLLARAT 440
ALOX12B (Xenopus tropicalis) LRYTLEINTLARQTLIGPKGLFDQAVVTGNGGVPVLLARAM 439
ALOX5 (Mus musculus) VRFTIAINTKAREQLICEYGLFDKANATGGGGHVQMVQRAV 441
ALOX5 (Rattus norvegicus) VRFTIAINTKAREQLNCEYGLFDKANATGGGGHVOMVQRAV 440
ALOX5 (Homo sapiens) VRFTIAINTKAREQLICECGLFDKANATGGGGHVOMVQORAM 441
ALOX5 (Bos taurus) VRFTIAINTKAREQLICEYGLFDKANATGGGGHVQMVQORAM 441
ALOX5 (Canis lupus fam.). VRFTIAINTKAREQLICEYGLFDKANATGGGGHVOMVQRAM 443
ALOX5 (Danio rerio) IRFTIAINTKAREQLICECGLFDKANGTGGGGHIELVQRSM 441
ALOX15 (Pongo abelii) LRYTLEINVRARTGLVSDMGIFDQIMSTGGGGHVQLLKQAG 433
ALOX15 (Homo sapiens) LRYTLEINVRARTGLVSDMGIFDQIMSTGGGGHVQLLKQAG 433
ALOX15 (Macaca mulatta) LRYTLEINVRARTGLVSDMGVFDQVVSTGGGGHVELLRRAG 433
ALOX15 (Oryctolagus cuniculus) LRYTLEINVRARNGLVSDFGIFDQIMSTGGGGHVQLLQQAG 434
ALOX15 (Mus musculus) LLYTMEINVRARSDLISERGFFDKVMSTGGGGHLDLLKQAG 434
ALOX12 (Homo sapiens) IRYTMEINTRARTQLISDGGIFDKAVSTGGGGHVQLLRRAA 433
ALOX12 (Bos taurus) IRYTMEINTRARTQLISDGGIFDKAVSTGGGGHVHLLRRAL 433
ALOX12 (Mus musculus) IRYTMEINTRSRTQLISDGGIFDQVVSTGGGGHVQLLTRAV 433

Abb. 3.9.: Multiples Sequenzalignment von LOX-Isoformen verschiedener Spezies. Die potenziellen
Interaktionspartner (Gly, Asp) scheinen in verschiedenen ALOXS, ALOX12 und ALOX15-Isoformen
weitgehend konserviert zu sein, wédhrend sie in den epidermalen LOX-Isoformen nicht konserviert sind
(rot Aspartat + Glycin; blau Sloane Positionsspezifitdtsdeterminanten).

Die strukturelle Analyse von drei weiteren LOX-Isoformen ergab, dass die Gly-Asp-
Interaktion auch in anderen LOX-Kristallstrukturen (5-LOX, 12-LOX) konserviert ist. In der
Kristallstruktur fir die hALOX5 (PDB: 308Y) existiert dabei eine polare Wechselwirkung
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zwischen Asp422 und Gly429 (entspricht hALOX15 Asp415 + Gly422), wahrend in der
hALOX12 eine Interaktion zwischen Asp415 und Gly422 (entspricht hALOX15 Asp415 und
Gly422) zu erkennen ist (s. Abb. 3.10. A + B). Der funktionell wichtige Glycinrest scheint in
den verschiedenen epidermalen LOXn nicht konserviert zu sein, wobei in der hALOX15B das
Glycin durch ein Isoleucin substituiert ist (s. Abb. 3.10. C). Dennoch ist einem in einem
hALOX15B Strukturmodell basierend auf der Struktur der hALOX5 zu erkennen, dass die
polare Wechselwirkung mdglicherweise auch in epidermalen LOXn konserviert sein kdnnte
(s. Abb. 3.10.). Wenn dies der Fall ware, sollte der lle-zu-Glu Austausch ahnliche strukturelle
und funktionelle Konsequenzen wie der Gly-zu-Glu Austausch bei den anderen LOX-

Isoformen hervorrufen.

Abb. 3.10.: Konservierung der Asp-Gly-Interaktion in unterschiedlichen Sé&ugetier-LOXn. (A) Modell
der ALOX12 des Menschen (hALOX12) (B) Kristallstruktur der hALOX5 (PDB: 308Y) (C) Modell der
hALOX15B basierend auf hALOX5 Kristallstruktur (PMDB: PM0078035). In der hALOX5 sowie der
hALOX12 scheint die Asp-Gly-Interaktion konserviert zu sein, wéhrend das Modell der hALOX15B die
Méglichkeit, dass das Glycin (Gly) durch ein gréeres Isoleucin (lle) als Interaktionspartner substituiert
werden kann. Fiir alle drei LOX-Isoformen sind die jeweiligen Positionsdeterminanten der
verschiedenen LOX-Isoformen als orangene Kugeln dargestellt, wédhrend die putativen
Interaktionspartner (Aspartat, Glycin bzw. Isoleucin) in stick-Form zu erkennen sind (Kohlenstoff griin,
Sauerstoff rot, Stickstoff blau).
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Basierend auf den Mutagenesestudien der hALOX15 nahmen wir an, dass eine ahnliche
Mutagenesestrategie fur hALOX5 und hALOX12 ebenfalls zu inaktiven Enzymspezies fuhren
sollte. Um diese Arbeitshypothese zu Uberprifen, stellten wir die korrespondierenden Gly-zu-
Glu Mutanten her und analysierten die katalytische Aktivitdt und die Produktspezifitdt der
Enzyme. Die Ergebnisse zeigten, dass der Gly422Glu Austausch in der hALOX12 zu einer
Verringerung der katalytischen Aktivitdt um ca. 70 % fuhrte, wobei die Produktspezifitat des
Enzyms nicht beeinflusst wurde (s. Tab. 3.11.). Eine dhnliche Mutagenesestrategie bei der
hALOX5 flhrte zu einer um ca. 50 % verringerten katalytischen Aktivitat, wobei sich das
Produktspektrum durch die Mutation von einem 5S-lipoxygenierendem zu einem

Uberwiegend 8S- und 12R-H(p)ETE produzierenden Enzym verschob (s. Tab. 3.11.).

hALOX-Isoform 8-HETE (%) 5-HETE (%) 12-HETE (%) 15-HETE (%) rel. Aktivitit (%)

hALOX12
Wildtyp - - > 99 - 100 £ 33
Gly422Glu - - > 99 - 30+8
hALOX5
Wildtyp 12+4 76 £ 4 12+4 - 100 £ 3
Gly429Glu 48+3 43 5243 - 53+5
hALOX15B
Wildtyp - - - > 99 100 + 37
lle435Glu - - - > 99 53+8

Tab.3.11.: Einfluss der Gly-zu-Glu Mutationen in verschiedenen LOX-Isoformen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen (n=4-6) fiir die jeweiligen unabhéngigen Experimente. Die
relativen groBen Standardabweichungen sind auf die unterschiedlichen analysierten bakteriellen
Klone zurtickzufiihren.

Der funktionell wichtige Glycinrest ist in den verschiedenen epidermalen LOXn nicht
konserviert (s. Abb. 3.9.). Dennoch ist in einem Strukturmodell der hALOX15B zu erkennen,
dass die polare Wechselwirkung maéglicherweise auch in epidermalen Lipoxygenasen
konserviert ist (s. Abb. 3.10.). In diesem Fall sollte der lle-zu-Glu bei der hALOX15B ahnliche
Effekte induzieren wie der Gly-zu-Glu Austausch bei den anderen LOX-Isoformen. Die
le435Glu Mutante der hALOX15B verringerte analog zu den anderen LOXn die
enzymatische Aktivitdt des Enzyms (rel. Aktivitat ca. 50 %), allerdings fuhrte die Mutation zu
keinerlei Veranderung in der Produktspezifitat der Arachidonsdureoxygenierung (s. Tab.
3.11.).



74 Ergebnisse

Zsfg. Die funktionell wichtige Gly-Asp-Interaktion ist in verschiedenen ALOX5, ALOX15,
ALOX12-Isoformen konserviert. In epidermalen LOXn ist der Glycinrest hingegen nicht
konserviert. Dennoch scheint in der hALOX15B eine polare Interaktion zwischen den
entsprechenden Aminosauren zu bestehen, was durch Aktivitatsmessungen von
entsprechenden Mutanten belegt werden konnte. Diese Position in der Primarstruktur scheint

daher fur die meisten LOX-Isoformen von funktioneller Bedeutung zu sein.
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4 Diskussion

4.1 Einzelnukleotidvariationen (SNP, Mutationen) in humanen Lipoxygenasen und
anderen Enzymen des Lipoxygenasestoffwechsel
Saugetier-LOXn und ihre Reaktionsprodukte haben wichtige Funktionen bei Reifungs- und
Differenzierungsprozessen (Steinhilber et al., 1993; Kamitani et al., 1998) normaler Zellen,
sind aber auch bei der Pathogenese von entzindlichen (Fanning et al., 2013),
kardiovaskularen (Riccioni et al., 2012), neurodegenerativen (Manev et al., 2011) und
hyperproliferativen Erkrankungen (Li et al., 2005; Funk et al., 2006) beteiligt. Obwohl die
genauen Mechanismen ihrer pathophysiologischen Wirkungen noch nicht vollstandig geklart
sind, lieferten Experimente mit knockout Mausen uUberzeugende Hinweise fur die Rolle von
LOXn. Als lipidperoxidierende Enzyme sind sie an der Bildung freier Radikale beteiligt und
haben daher eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung der zellularen
Redoxhomdbostase (O’Donnell et al., 2003; Bochkov et al., 2010). Da der zellulare
Redoxstatus ein wichtiger Regulator fiir die Genexpression und die Koordination anderer
grundlegender Prozesse des Zellstoffwechsels ist, kommt ihm eine zentrale Rolle bei der
Steuerung zellularer Funktionen zu. Daher sollten kodierende nicht-synonyme genetische
Variationen, die die Funktion von humanen Lipoxygenasen sowie anderen Enzymen und
Rezeptoren des LOX-Stoffwechsels stark beeinflussen, einen funktionellen Effekt auf den
zellularen Phanotyp haben. Ob und in wie weit genetische Variationen potenziell dazu in der
Lage waren, den zellularen LOX-Stoffwechsel zu beeinflussen, sollte in dieser Arbeit

untersucht werden.

41.1 Die funktionellen Effekte von nicht-synonymen SNPs in Enzymen des LOX-

Stoffwechsels sind meist gering.

Um die funktionellen Konsequenzen der natirlich vorkommenden Mutationen in Enzymen
und Rezeptoren der Arachidonsaurekaskade abzuschatzen, wurden die in der 1000 Genom
Datenbank veréffentlichten genetischen Einzelnukleotidvariationen in 23 unterschiedlichen
Proteinen zusammengefasst, wobei bis zum heutigen Tage mehr als 1200 solcher
Variationen publiziert worden sind (www.1000genomes.org). Lediglich 35 von ihnen haben
allerdings eine Allelfrequenz von > 1 %, was sie per definitonem zu SNPs macht (s. Tab.
4.1.). Bei allen anderen in der Datenbank erwahnten Variationen handelt es sich hingegen
um seltene Mutationen. Wie bereits in Abschnitt 1.3. diskutiert, sind SNPs nicht gleichmaRig
Uber das Genom verteilt, sondern treten gehauft in nicht-kodierenden DNA-Regionen auf.
Ahnlich verhalt es sich auch mit der Verteilung von SNPs in den kodierenden Regionen der
Gene. Auch deren Verteilung scheint heterogen zu sein. Die strukturelle Analyse in vier LOX-

Isoformen ergab dabei, dass es sich bei den meisten funktionell analysierten nicht-
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synonymen SNPs um Nukleotidaustausche handelt, die zur Mutation oberflachenexponierter
Aminosaurereste fiihren. Diese haben zumeist keinen direkten Kontakt zum aktiven Zentrum
und daher auch keinen wesentlichen Einfluss auf die Funktionalitdt der LOX-lIsoformen.
Lediglich der bereits bekannte enzymatisch inaktive hALOX15 Thr560Met SNP (rs34210653)
hatte einen starken funktionellen Effekt, was hochstwahrscheinlich auf seine raumliche Nahe
zu einer der Positionsdeterminanten des Enzyms (hlle417) zurtickzufihren ist (Assimes et
al., 2009; Schurmann et al., 2011; Horn et al., 2013 | + IlI). Dagegen hat der hALOX15
Pro617Ser SNP (rs41432647) vergleichsweise geringe Effekte auf die enzymatische
Funktion (s. 3.1.1.).

Ahnlich verhalt es sich mit dem hALOX5 Glu254Lys SNP (rs2228065), der in einer klinischen
Studie mit einem erhdhten Risiko fur Asthma bronchiale assoziiert worden ist (Bai et al.,
2008). Bei Tragern des mutierten Allels konnte in anderen Studien kein erhéhtes Risiko flr
Osteoporose bzw. das Mammakarzinom nachgewiesen werden (Wang et al., 2008; Foroud
et al., 2008). Die Zuordnung der mutierten Aminosaure (Glu254) in der Raumstruktur zeigte,
dass der SNP an der Oberflache des hALOX5 Enzyms lag, weshalb es nicht verwunderlich
ist, dass er nur geringe funktionelle Unterschiede im Verhaltnis zum Wildtypenzym aufwies.
Die Enzymvariation hatte zwar eine um etwa 40 % verringerte katalytische Aktivitat im
Vergleich zum Wildtypenzym (s. 3.1.2.), allerdings war die Produktspezifitait des Enzyms
nicht durch den SNP beeinflusst. Eine der mdglichen Ursachen flr die verringerte
enzymatische Aktivitat kdnnte dabei eine SNP-induzierte Destabilisierung des Enzyms sein,
wobei diese Arbeitshypothese mit verschiedenen thermodynamischen Methoden (CD,
Fluoreszenz, thermal shift assay) untermauert werden konnte. Leider gelang es im Rahmen
dieser Arbeit nicht, die hALOX5 Enzympraparationen auf eine Reinheit von > 90 % zu
bringen, wodurch Untersuchungen zur thermischen Inaktivierung der Proteine mdglich
geworden waren. Dennoch bleibt festzuhalten, dass der hALOX5 Glu254Lys SNP immer
noch eine 60 %ige Restaktivitdt aufwies und damit im Vergleich zum hALOX15 Thr560Met
eine funktionell aktive Enzymvariation darstellt. Homo- und heterozygote Merkmalstrager
sollten damit nur geringe funktionelle Unterschiede im Vergleich zu homozygoten
Wildtypalleltragern aufweisen, die in vivo jederzeit durch eine geringgradige Hochregulation
der Expression des mutierten Gens ausgeglichen werden kénnte. Ahnlich geringe Effekte auf
die Enzymfunktion wiesen die nicht-synonymen SNPs im hALOX12 Gen auf (s. 3.1.3.). Der
in klinischen Studien mit einem erhdhten Risiko fir Osteoporose (Harslof et al., 2011),
Mammakarzinom (Prasad et al.,, 2011) und Schizophrenie (Kim et al., 2010) assoziierte
hALOX12 GIn261Arg SNP (rs1126667) zeigte nur geringe funktionelle Unterschiede im
Vergleich zum Wildtypenzym (s. 3.1.3.). Dies ist in guter Uberstimmung mit den in der
Literatur verdffentlichen Daten von anderen Gruppen (Aleem et al, 2009).

Interessanterweise handelt es sich bei diesem SNP um eine genetische Variation, die bereits
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im Neandertalergenom sowie im Genom des Denisova-Mensch gefunden wurde. Deshalb
kann vermutet werden, dass dieser SNP bereits frih in der Entwicklung entstanden ist
(Chaitidis et al., 2013; Susan Adel et al., unverdffentlicht). Bestatigt wird dies durch die
Tatsache, dass in verschiedenen ALOX12-Sequenzen verschiedener Primaten und anderer
Wirbeltiere sowohl das Arginin (Gorilla, Pavian, Bonobo, Rhesusaffe, WeilRblschelaffe, Rind)
als auch das Glutamin (Mensch, Gibbon, Maus, Ratte) vorkommen (s. Abb. 4.1.).
Offensichtlich scheint die Mutation an dieser Stelle keinen besonders grofen Effekt auf die
Funktionalitat des ALOX12 Gens zu haben, weshalb sich evolutionar beide Aminosauren an

dieser Stelle durchgesetzt haben.

Bonobo FLNGANPMLLRRSTSLPCRLVLPSGMEELRAQLEKELQ 269
Gorilla FLNGANPMLLRRSTSLPSRLVLPSGMEELRAQLEKELQ 269
Mensch FLNGANPMLLRRSTSLPSRLVLPSGMEELQAQLEKELQ 269
Denisova-Mensch FLNGANPMLLRRSTSLPSRLVLPSGMEELRAQLEKELQ 269
Neandertaler FLNGANPMLLRRSTSLPSRLVLPSGMEELRAQLEKELQ 269
Gibbon FLNGVNPMLLRRSTSLPSRLVLPSGMEELQAQLEKELQ 269
Schimpanse FLNGANPMLLRRSTSLPSRLVLPSGMEELRAQLEKELQ 269
Pavian FVNGANPMLLRRSTSLPSRLALPSGMEELRSQLEKELQ 269
Rhesusaffe FVNGANPMLLRRSTSLPSRLALPSGMEELRAQLEKELQ 269

Weilbluschelaffe FLNGANPMLLRRSTSLPSRLVLPSGMEELRTQLERELQ 269
Totenkopfaffchen FLNGANPMLLRRSASLPSRLVLPSGMEELRTQLERELQ 269

Galago FLNGTNPMLLRRSTSLPSRLVLPSGTEELRAQLDKELQ 269
Maus FLNGANPMLLRRSTSLPSRLVLPSGMEELQAQLEKELK 269
Ratte FLNGANPMLLRRSTSLPSRLVLPPGTEELQAQLEKELK 269
Schwein FLNGANPMLLRRCTSLPSRLVLSSGMEALRAQLEKELE 269
Rind FLNGANPMLLRRCTSLPSRLVLPSGMEELRAQLERELQ 269

Abb. 4.1.: Aminosduresequenzalignment von ALOX12 verschiedener Spezies. Sowohl Arg als Gin
sind in der Primérsequenz von ALOX12 (hALOX12 GIn261) von verschiedenen Vertebraten
vorhanden, weshalb sich beide Aminosduren vermutlich koevolutiv an dieser Stelle entwickelt haben
ohne einen Effekt auf das ALOX12-Gen zu haben.

Daneben ist mit Asn322Ser (rs434473, Allelfrequenz 34,4 %) ein weiterer haufig
vorkommender SNP in der 1000 Genom Datenbank beschrieben worden. Dieser konnte in
klinischen Studien mit erhéhtem Risiko flr Schizophrenie (Kim et al., 2011) und einem
verfrihten Einsetzen der Menopause bei Frauen (Liu et al., 2010) assoziiert werden. In
dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass der Effekt dieses SNPs auf die
Funktionalitat des hALOX12-Gen aulierst gering war (s. 3.1.3.). Die Ursache hierfur ist
vermutlich, dass es sich bei den beiden hALOX12 SNPs &ahnlich wie bei den anderen
analysierten SNPs um obenflachenexponierte Aminosaurereste handelt, die keinen direkten
Kontakt zum aktiven Zentrum haben. Aufgrund dieser funktionellen Daten kann nicht so ohne
Weiteres davon ausgegangen werden, dass eine kompromittierte Aktivitdt der hALOX12 flr
den epidemiologischen Zusammenhang verantwortlich ist. Die molekularen Ursachen flir den

beobachteten Zusammenhang bleiben deshalb weitgehend unklar.
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Die funktionelle Analyse der in epidemiologischen Studien gefundenen nicht-synonymen
hALOX15B SNPs bestatigte in weiten Teilen die Ergebnisse anderer hALOX-Gene. Es
handelt es sich zwar mit hALOX15B lle676Val (rs7225107) um den einzigen hALOX SNP
der einen der funktionell wichtigen Aminosaurereste (Positions- und Stereoselektivitat,
Eisenligation, Phosphorylierung etc.) in humanen LOXn beeinflusst, weshalb funktionelle
Effekte denkbar waren. Tatsachlich fihrt die Mutation des C-terminalen Eisenliganden lle676
zu einer Destabilisierung des gesamten Enzyms um 2,4 °C (s. Tab. 3.6.). Allerdings hatte
dies nur einen vergleichsweise geringen Effekt auf die enzymatische Aktivitat des Enzyms,
wobei das vermutlich darauf zurlickzufiihren sein sollte, dass sich die rdumliche Lage der
eisenligandierenden Carboxylgruppe der C-terminalen Aminosaure durch den konservativen
Seitenkettenaustausch nicht wesentlich verandern sollte (s. Tab. 3.6.). Diese
experimentellen Daten passen zu der Beobachtung, dass dieser SNP sowie der hALOX15B
His486Arg Austausch (rs9895916) in der epidemiologischen Studie mit keinem
unterschiedlichen Risiko fir die KHK assoziiert worden ist. Dagegen besallen hetero- und
homozygote Trager des hALOX15B GIn656Arg SNP (rs28395869) ein leicht verringertes
Risiko fur die KHK (1,5 bzw. 3,7 %, OR 0,8), wobei mit einem p=0,10 eine Tendenz in
Richtung statistischer Signifikanz zu erkennen war (Sophia Wuest et al., 2013,
angenommen). Allerdings wurden im Rahmen dieser Studie lediglich 496 Genome
analysiert, weshalb man vermuten konnte, dass diese Anzahl zu klein war um eine
statistische Signifikanz zu erreichen. Ein ahnliches Problem war ja auch in einer friheren
Studie aufgetreten, in der fir den hALOX15 Thr560Met SNP (rs34210653) eine Tendenz in
Richtung eines statistisch erhdhten Risikos flur die KHK (p= 0,06) gefunden wurde
(Hersberger et al., 2009). In Folgeuntersuchungen sollte der leicht atheroprotektive
Charakter des hALOX15B GIn656Arg SNP in anderen Probandenkollektiven bestatigt
werden. Allerdings muss man schon kritisch bemerken, dass der Vergleich zwischen den
beiden SNPs hinsichtlich ihrer funktionellen Rolle in kardiovaskularen Erkrankungen
schwierig ist. Bei hALOX15 Thr560Met handelt es sich um eine funktionell nachgewiesene
loss-of-function Mutation des besagten Gens, wobei heterozygote Alleltrager dieses SNP ein
erhdhtes Risiko flr Atherosklerose hatten, wahrend hALOX15B GIn656Arg in vitro keine
wesentlichen Unterschiede im Vergleich zum Wildtypenzym hervorbrachte und Trager dieses
Allels ein funktionell aktives Gen besitzen (s. 3.1.4.). Offensichtlich scheint die
physiologische Rolle dieses sowie der anderen funktionell aktiven SNPs nicht auf
Unterschiede in der enzymatischen Funktion des Gens zurlckzuflihren zu sein, sondern
vermutlich auf komplexere noch kaum verstandene zellulare Prozesse, welche mit der hier
verwendeten Methodologie nicht adressiert wurden.

Neben den funktionell untersuchten SNPs in den vier hALOX-Isoformen (hALOX15,
hALOX5, hALOX12, hALOX15B), sollten Vorkommen und Verteilung von nicht-synonymen
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genetischen Variationen in anderen Genen des LOX-Stoffwechsels untersucht werden. Da
die funktionelle Charakterisierung von SNPs in allen diesen Genen den Rahmen dieser
Doktorarbeit sprengen wirde, wurde fir den Grofteil der genannten SNPs eine Vorhersage
Uber ihre mégliche Funktionalitdt mit dem bioinformatischen Programm PolyPhen2 gemacht
(Adzhubei et al., 2010). Des Weiteren wurden fir die Proteine, fir die Strukturdaten
vorhanden sind, die strukturelle Lage der bekannten SNPs ermittelt (s. Tab. 4.1.). Dabei
scheinen die bioinformatischen Daten in gewisser Weise unsere experimentellen Daten zu
bestatigen, da lediglich fir den hALOX15 loss-of-function SNP Thr560Met (rs34210653)
sowie flr zwei andere SNPs [(DPEP1 Val104Met, rs73265359); (LTB4R2 Arg80Gin,
rs150416614)] durch das Programm PolyPhen2 ein wahrscheinlich funktionell zerstérender
Effekt (score > 0,900) vorhergesagt wurde. Das liegt vermutlich daran, dass die meisten der
hier genannten SNPs ahnlich wie die funktionell charakterisierten hALOX SNPs
oberflachenlokalisiert sind, weshalb man eher geringfugige funktionelle Effekte erwarten
sollte (s. Tab. 4.1.).

Gen SNP Allel- Strukturelle PolyPhen2 Praktische Assoziation
(UniProt- (code) frequenz Lage (SNP Ergebnisse mit Erkrankung
Code) (%) (Oberflache funktionell (funktionell
- OF, Kern - ja, nein, jalnein)
K, aktives vielleicht)
Zentrum -
AZ)
ALOX15 Thr560Met 1,5 % AZ ja ja (inaktiv) Athero-
(P16050) (rs34210653) sklerose
Pro617Ser 1,0 % OF nein nein -
(rs41432647)

ALOX5 Glu254Lys 75 % OF nein nein Asthma
(P09917) (rs2228065) bronchiale
ALOX12 GIn261Arg 38,8 % OF nein nein Schizophrenie,
(P18054)  (rs28395860) Mamma-

karzinom,
Osteoporose
Asn322Ser 34,4 % OF nein nein Schizophrenie,
(rs434473) Menopause
ALOX15B Pro77Ala 3.2% OF nein - -
(015296)  (rs78230493)
Ala311Val 1,0 % OF vielleicht - -
(rs148602477)
Arg486His 7.4 % OF nein nein -
(rs9895916)
Arg635GIn 1,9 % OF nein - -
(rs61730298)
GIn656Arg 40,3 % OF nein nein (Atherosklerose)
(rs4792147)
lle676Val 9,6 % AZ vielleicht nein -
(rs7225107)
ALOX12B Pro127Ser 1,1 % OF vielleicht - (Ichtyose)
(O75342)  (rs72842957)
ALOXE3 lleS15Val 3,0% K nein - (Ichtyose)

(Q9BYJ1)  (rs3027205)



http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Variation/Mappings?db=core;g=ENSG00000179477;r=17:7975954-7991021;t=ENST00000319144;v=rs72842957;vdb=variation;vf=17136789
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Arg678Cys 1,9 % OF nein - -
(rs143246503)
PLA2G4 Arg651Lys 1,5 % OF nein - -
(P47712) (rs2307198)
LTA4H Glu481Asp 1,6 % OF nein - -
(P09960)  (rs45630739)
GGT1 Gly87Val 3.1% K vielleicht - -
(P19440) (rs2330842)
Arg257Cys 22. % OF nein - -
(rs113647199)
Asp361Asn 2,0 % OF nein - -
(rs138813205)
GGT5 Ser10Gly 5,0 % - nein - -
(P36269) (rs78246933)
Ala160Val 1,6 % - nein - -
(rs117249571)
Lys330Arg 31,6 % - nein - -
(rs2275984)
lled75Val 2,0 % - vielleicht - -
(rs7288201)
DPEP1 Val104Met 1,2% OF ja - -
(P16444) (rs73265359)
Glu351Lys 24,3 % OF nein - Atherosklerose
(rs1126464)
DPEP2 Asp106Ala 1,6 % - nein - -
(Q9H4A9)  (rs7689487)
His468Asp 6,9 % - nein - -
(rs1133090)
GPX4 S2N 2,8 % - nein - -
(P36969) (rs8178967)
S131G 2,9 % OF nein - -
(rs73507255)
LTB4R2 Arg80Gin 1,1% - ja - -
(Q9NPC1) (rs150416614)
Asp196Gly 3,9 % - nein - -
(rs1950504)
CYSLTR2 Ser236Leu 21 % - nein - -
(QONS75) (rs61735175)
P2RY12 Glu330Gly 21 % - nein - -
(Q9H244) (rs16846673)
PPARG Pro12Ala 6,6 % nein - Rheumatoide
(P37231) (rs1801282) Athritis,
Diabetes Typ Il,
Fettleibigkeit

Tab. 4.1.: Zusammenfasssung der bioinformatischen Analyse von nicht-synonymen SNPs in Genen
des LOX-Stoffwechsel.

Offensichtlich scheinen sich die nicht-synonymen SNPs an der Oberflache von Proteinen zu
konzentrieren und sie sind meist nicht in der Nahe des aktiven Zentrums lokalisiert. Daher ist
ein funktioneller Effekt flr die meisten dieser SNPs auch eher unwahrscheinlich. Allerdings
gibt es ja auch Enzyme mit einem oberflachenorientierten aktiven Zentrum (z.B. Gpx4),
weswegen hier eine theoretische Vorhersage der Funktionalitat von oberflachenorientierten
SNPs schwierig ist. Ahnlich verhdlt es sich bei Rezeptoren, da hier die
Ligandenbindungsstellen zumeist oberflachenexponiert sind. Auflerdem ware es denkbar,

dass ein SNP an der Proteinoberflaiche das Membranbindungsverhalten des Rezeptors
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beeinflussen kann, wie es ja bereits fur zwei TLR1 (toll-like receptor 1) SNPs gezeigt werden
konnte (Johnson et al., 2007; Uciechowski et al., 2011). Daher werden hier in Zukunft noch
weitere experimentelle Daten bendtigt. Dennoch bleiben wahrend der Evolution von
Enzymen mit internen aktiven Zentren die funktionell wichtigen katalytischen Bereiche sowie
die das Protein stabilisierenden hydrophoben Kernbereiche von nicht-synonymen SNPs
weitest-gehend verschont. Unterstitzt wird diese Hypothese auch dadurch, dass an den
korrespondierenden Aminosaurepositionen von humanen SNPs in evolutionar verwandten
Spezies haufig auch unterschiedliche Aminosduren zu finden sind (Horm et al,
unveroffentlicht). Wahrend der Evolution der verschiedenen ALOX-Isoformen haben sich
offenbar einige Aminosaurepositionen entwickelt, an denen der Aminosaureaustausch
keinen so grofen Effekt hat. Diese Positionen zeichnen sich daher durch eine grolie
genetische Pluralitdt aus, weshalb dort auch die haufig vorkommenden humanen SNPs
anzutreffen sind. Logischerweise befinden sich diese Positionen zumeist an der Oberflache
von Proteinen und eher selten im Proteinkern oder in der raumlichen Néhe zu wichtigen
Aminosaureresten, weshalb ihr Effekt auf die Funktionalitat des Proteins vergleichsweise
gering ist. Dabei stellen die SNPs in humanen Lipoxygenasegenen keine Ausnahme dar,
sondern verhalten sich funktionell dhnlich wie SNPs in anderen humanen Genen. So hatte
zum Beispiel der oberflachenorientierte Lys27GIn SNP (rs2072671; Allelfrequenz 21,4 %) in
der humanen Cytidin-Desaminase eine nur aullerst geringfligig verbesserte katalytische
Effizienz gegenliber den natirlichen Enzymsubstraten, wohingegen die seltene Mutation
Ala70Thr (rs60369023), welche in der Nahe zum aktiven Zentrum lag, eine deutlich
reduzierte katalytische Effizienz besal (Micozzi et al., 2013). Ahnlich geringe funktionelle
Effekte konnten fiir einen haufigen SNP in der Purin-Nukleosid-Phosphorylase (PNP, UniProt
P00491) beobachtet werden. Dabei ist das Enzym fir die Entfernung von Ribose aus Ribo-
und Desoxyribo-Purinnukleosiden und den Abbau des Virostatikum Ribavirin essentiell. Der
PNP Gly51Ser SNP (rs1049564, Allelfrequenz 22,2 %) hatte keinen Einfluss auf die
Ribavirin-Phosphorylaseaktivitdt des Enzyms (Furihata et al., 2013). Unterstitzt werden
diese Daten durch eine neuere Publikation Uber die funktionelle Charakterisierung eines
SNPs im IFIH1 Gen. Dieses kodiert fur das MDAS5 Protein (Melanoma differentation-
associated protein 5), welches zur Familie der RIG-I-ahnlichen Rezeptoren (RLR) gehdrt.
Das MDADS fungiert als Pathogen-Erkennungs-Rezeptor (Pattern recognition receptor - PRR)
der virale dsRNA erkennt und besitzt eine RNA-Helikaseaktivitat (Kato et al., 2008). In einer
Arbeit konnte gezeigt werden, dass der haufig vorkommende IFIH1 Thr946Ala SNP
(rs1990760, Allelfrequenz 36,7 %) keinen Effekt auf die Funktion des Enzyms hat (Zouk et
al., 2013). Anhand der hier genannten Beispiele lasst sich gut erklaren, dass die wahrend
der Evolution entstandenen nicht-synonymen SNPs im humanen Genom Uberwiegend

keinen oder nur geringe Effekte auf die Funktion des Gens haben. Offensichtlich wird die
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Akkumulation von inaktiven SNPs in den kodierenden Bereichen des humanen Genoms
verhindert.

Wie oben ausflihrlich besprochen, sind nicht-synonyme SNPs von ALOX15-Isoformen
Uberwiegend an der Oberflache der Proteine lokalisiert. Sie haben deshalb vergleichsweise
geringe funktionelle Effekte, da die aktiven Zentren von LOXn im Inneren der Proteine liegen
und selten eine direkte Verbindung von Oberflachenaminosauren zu Resten des aktiven
Zentrums besteht. Dennoch kdénnen bestimmte Oberflaichenaminosauren von LOXn auch
funktioneller Bedeutung haben. Zum Beispiel kdnnen sie das Dimerisierungsverhalten von
LOXn beeinflussen. Zwar wurde bisher Uberwiegend angenommen, dass die meisten
Lipoxygenasen als Monomere katalytisch aktiv sind. In jlingster Zeit wurde jedoch fir
verschiedene LOX-Isoformen gezeigt, dass sie auch als Dimer funktionell sind bzw. das eine
Liganden-induzierte Dimerisierung fur die allosterische Regulation dieser Enzyme
verantwortlich ist (Aleem et al., 2008; Hafner et al., 2011; Shang et al., 2011; Ivanov et al.,
2012). Fur humane y-Gutamyltransferase (hGGT1, hGGT5) ist bekannt, dass sie als
Heterodimere agieren (Castellano et al., 2010). Es konnte in einer Arbeit gezeigt werden,
dass nicht-synonyme genetische Variationen in der Dopamin-B-Hydroxylase (DBH)
vermutlich eine flr die Aktivitat essentielle Tetramerisierung des Enzyms verhinderten.
Allerdings handelt es sich dabei ausschlielllich um seltene Mutationen, wahrend fir die
haufigen SNPs nur geringe funktionelle Effekte erwartet wurden (Kapoor et al., 2011). Auch
fur genetische Variationen im Adiponektingen konnte gezeigt werde, dass diese die
Oligomerisierung des Proteins beeinflussten (Kottyan et al., 2012). In wie weit allerdings
SNPs und andere genetische Variationen das Dimerisierungsverhalten von LOXn
beeinflussen, ist noch weitgehend unklar. Neben dem eigenen Oligomerisierungsverhalten
kénnen oberflachenorientierte SNPs auch einen Effekt auf die Protein-Protein-Interaktion des
jeweiligen Proteins haben (Yates et al., 2013), wobei krankheitsassoziierte SNPs haufig in
den Proteininteraktionsstellen zu finden sind (David et al., 2012). So wurde in einer Studie
mit Hilfe von in silico Experimenten der funktionelle Einfluss von nicht-synonymen
Variationen auf die Interaktion in 264 verschiedenen Protein-Protein-Komplexen untersucht.
Es zeigte sich, dass Variationen an konservierten Aminosaurepositionen (seltene
Mutationen) haufig starkere Effekte auf die Bindungsenergie hatten, wahrend die Effekte flr
Variationen an wenig konservierten Proteinbereichen (SNPs) eher gering waren (Teng et al.,
2009). Offensichtlich scheinen haufig vorkommende SNPs weder die Funktion des Proteins,
dessen Oligomerisierungsverhalten noch die Protein-Protein-Interaktion wesentlich zu
beeinflussen. Es ware auch mdglich, dass haufige nicht-synonyme SNPs auf Nukleotidebene
(DNA, RNA) wirken, wobei sie mdglicherweise die Bindung von regulatorischen Proteinen
wahrend der Transkription, Translation sowie der mRNA-Prozessierung (z.B. Spleil3en)

beeinflussen (Pedersen et al., 2011; De Conti et al., 2013). Weiterhin ist auch ein Einfluss
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von SNPs auf epigenetische Prozesse der Expressionsregulation denkbar (Boks et al.,
2009). Die korrekte Prozessierung von Genen auf DNA- bzw. RNA-Ebene ist fur deren
biologische Funktion essentiell. Deshalb liegt auf dieser Prozessierung ein &hnlicher
evolutionarer Druck wie auf der Funktionalitat des Expressionsproduktes. Deshalb ist es eher
fragwirdig, ob haufig vorkommende SNPs die Genprozessierung uUberhaupt wesentlich
beeinflussen. Dagegen spricht vor allem auch, dass die meisten der haufig vorkommenden
SNPs an Aminosaurepositionen liegen, die zwischen den verschiedenen Spezies weniger
konserviert sind, weshalb diese Positionen flr die Funktionalitat des Gens scheinbar auch
nicht so wichtig sind. Um dennoch den funktionellen Effekt von nicht-synonymen SNPs auf
Nukleotidebene zu untersuchen, misste eine andere methodische Strategie verwendet

werden.

4.1.2 Seltene Mutationen (missense, nonsense) sind die Zukunft der personalisierten

Medizin.

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass nicht-synonyme SNPs in Genen des LOX-
Stoffwechsels sowie auch in den anderen humanen Genen meist oberflachenexprimiert sind
und daher nur einen geringen Einfluss auf die Funktion des Gens besitzen. Daher sollten
hetero- und homozygote Trager dieser genetischen Variationen auch nur geringe
physiologische Unterschiede im Vergleich zu den homozygoten Wildtypalleltragern haben.
Offensichtlich missen die genetischen LOX-Variationen, die den zellularen Phanotyp
beeinflussen, Uberwiegend bei den seltenen genetischen Variationen (Mutationen) gesucht
werden. Allerdings muss erwahnt werden, dass die meisten in dieser Arbeit untersuchten
LOX-Mutationen ebenfalls an der Enzymoberflache lokalisiert waren und daher nur geringe
funktionelle Unterschiede im Vergleich zum Wildtypenzym aufwiesen (s. 3.1.). Daneben
konnten mit hALOX15 Gly422Glu (rs61099320) und hALOX15B Ala416Asp (rs140152561)
zwei neue bisher unbekannte loss-of-function Mutationen in zwei hALOX Genen beschrieben
werden (Horn et al., 2013 | + 1l), wobei die Inaktivitat der beiden Mutationen vermutlich auf
eine partielle Fehlfaltung des Enzyms zurtickzufiihren ist. Ursache hierflr ist vermutlich, dass
sich die betroffenen Aminosaurereste in der Nahe des aktiven Zentrums befinden und daher
in fur das Enzym kritischen Strukturbereichen lokalisiert sind. Dabei befindet sich der
hALOX15 Gly422GIlu Austausch in rdumlicher Nahe zu einer der Positionsdeterminanten
(nlle417) des Enzyms (Sloane et al., 1995), wobei die molekularen Ursachen fir die
Inaktivitdt der hALOX15 Gly422Glu Mutation sowie deren mdgliche physiologische Folgen
naher in Abschnitt 4.2. diskutiert werden. Beim hALOX15 Ala416Asp Austausch handelt es
sich dagegen um eine Mutation, die direkt die Enantioselektivitatsdeterminante des Enzyms
beeinflusst. Im Gegensatz zur Ala-zu-Gly-Mutation, die entsprechend dem Ala-vs-Gly-

Konzept zu einer Verschiebung des Reaktionsprodukts von 15S- nach 11R-H(p)ETE flhren
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wirde (Coffa et al., 2004; Jansen et al., 2011), verursachte die Ala-zu-Asp-Mutation einen
nahezu vollstdndigen Verlust der enzymatischen Aktivitdt, was vermutlich auf eine
Fehlfaltung des Enzyms zurtckzufuhren ist (s. 3.1.4.). Allerdings sollten die Ergebnisse des
thermal shift assay in Zukunft noch mit direkten CD- und Fluoreszenzdaten von hALOX15B
Wildtyp sowie der Ala416Asp Mutation bestatigt werden. Die biologischen Effekte dieser
loss-of-function hALOX15B Mutation sind schwierig zu untersuchen, da das mutierte Allel
erst einmal in den 1092 analysierten Genomen in heterozygoter Form gefunden worden ist
(Allelfrequenz = 0,1 %). Im Gegensatz zu den hALOX15 loss-of-function Mutationen sollten
inaktivierende hALOX15B Variationen eher einen atheroprotektiven Charakter haben. Nach
neueren Untersuchungen ist die hALOX15B die am starksten exprimierte LOX in primaren
humanen Makrophagen (Wuest et al., 2012). In einer weiteren Arbeit konnte zudem gezeigt
werden, dass der in vitro knockdown von der hALOX15B in humanen primaren Makrophagen
die zelluléren Lipidlevel, die Schaumzellgrofie und die Zytokinsekretion (IFN-y, IL-6, IL-8, IL-
12) verringerte. AuRerdem fihrte der in vivo knockdown der Maus Alox15b in LDL-Rezeptor-
defizienten Mausen zu einer Verringerung der atherosklerotischen Lasionen in der Aorta.
Dafiir wurde M&usen mit einem C57BL/6 /dir ™ Hintergrund Knochenmark mit hamato-
poetischen Stammzellen enthommen. Diese wurden anschlieBend in entsprechendem
Medium kultiviert und mit Hilfe lentiviraler shRNA (short-hairpin RNA) wurden stabile Alox15b
knockdown Mutanten hergestellt. Diese wurden anschlieRend in Mause, deren eigene
hamatopoetische Stammzellen durch Roéntgenstrahlung zerstért wurden, transplantiert und
der physiologische Effekt des Alox15b in vivo knockdowns untersucht. Obwohl es sich bei
der Maus Alox15b im Gegensatz zum humanen Ortholog um eine 8 S-LOX handelt (Jisaka et
al., 2000), so scheint doch der knockdown ahnliche physiologische Effekte zu haben, was
auf ahnliche zellulare Stoffwechselprozesse hindeutet (Magnusson et al., 2012). Dabei
scheint der atheroprotektive Effekt des ALOX15B knockdowns wohl eher nicht auf ein
verringertes Level an Arachidonsdureoxygenierungsprodukten (8S-HpETE, 15S-HpETE)
zurickzufuhren sein, sondern auf andere zellulare Prozesse wie z.B. eine verringerte
Membranoxidierung oder ein geringeres Level an radikalen Sauerstoffspezies. hALOX15B
loss-of-function Mutationen sollten ahnliche atheroprotektive Effekte besitzen. Allerdings
sollte der atheroprotektive Effekt des Verlusts eines oder beider ALOX15B Allele durch
knockout Mause bestatigt werden. Neben den beiden neu entdeckten inaktiven hALOX
Mutationen sind fur die hALOX12B und hALOXE3 bereits seit einigen Jahren loss-of-function
Mutationen bekannt, welche mit einer extrem seltenen Hauterkrankung (1:300000 in
Europaern und Nordamerikanern), der autosomal rezessiven kongenitalen Ichtyose (ARCI),
in Verbindung gebracht wurden (Eckl et al., 2005; Lesueur et al., 2007; Eckl et al., 2009).

Die meisten LOXn tragen ein katalytisches Eisenion in ihrem aktiven Zentrum (de Groot et

al., 1975), wobei das C-terminale lle fir die oktaedrische Eisenkoordination essentiell ist
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(Kuban et al., 1998; Kuhn et al., 1999). Daher sollte es sich bei allen C-terminal trunkierten
LOX-Variationen um Joss-of-function Mutationen der entsprechenden Enzyme handeln.
Ahnliches ist auch flr die C-terminal trunkierten Variationen in den anderen Enzymen und
Rezeptoren des LOX-Stoffwechsels zu erwarten. Insgesamt sind derzeit in der 1000 Genom
Datenbank 34 nonsense Mutationen in Genen des LOX-Stoffwechsels beschrieben worden
(s. Tab. 3.1.). Allerdings hat keine der analysierten Variationen eine Allelfrequenz < 0,1 %.
Ahnlich verhalt es sich mit Mutationen, die funktionell wichtige Aminoséurereste
(Eisenligation, Positions- und Stereospezifitdt, Phosphorylierung etc.) verandern. Es gibt
seltene Mutationen, die die Eisenligation (hALOX12B), die Positions- (hALOX15,
hALOX15B) und Stereoselektivitat (hALOX15B), die Membranbindung (hALOX15), die
Glykosylierung (hGGT1, hGGT5, hDPEP1) sowie die Phosphorylierungspositionen
(hALOX5, hLTC4S, hPPARG) von verschiedenen Enzymen und Rezeptoren des LOX-
Stoffwechsels beeinflussen. AufRerdem kdénnen seltene Mutationen funktionell wichtige
Aminosaurereste im aktiven Zentrum der analysierten Proteine verandern (hALOX12,
hALOX15, hLTC4S, hGGT1, hDPEP1/2), wobei homozygote Trager dieser genetischen
Variationen in den meisten Fallen auch defizient fur die entsprechenden Gene waren (s. Tab.
4.2.). Mit Ausnahme des hALOX15 Thr6560Met SNP wurde bisher keine andere loss-of-
function Mutation in den analysierten Genen beschrieben, die mit einer Frequenz > 0,1 %
vorkommt, weshalb die Existenz homozygoter Alleltrdger unwahrscheinlich ist. Allerdings
kann ja auch schon der Ausfall von einem Allel physiologische Effekte haben. So hatten zum
Beispiel heterozygote Trager des hALOX15 Thr560Met SNP ein erhohtes Risiko fur die KHK
(Assimes et al., 2009; Hersberger et al., 2010). Folglich kénnen auch seltene Mutationen, die
zur Veranderung eines Allels eines bestimmten Gens flhren, durchaus von biologischer
Relevanz sein. Bedauerlicherweise werden sie aufgrund ihrer geringen Haufigkeit in
epidemiologischen Studien oft nicht beachtet, da sie zu selten vorkommen, um statistisch
auswertbar zu sein. Dennoch wird ihre Bedeutung in Zukunft zunehmen. Es zeigt sich
namlich, dass jeder Mensch zwischen 9000-11000 nicht-synonyme Variationen (0,4-0,5 pro
Gen) besitzt, wobei sich von selbst versteht, dass nicht jede davon funktionell sein kann.
Lediglich 40-100 davon werden aufgrund ihrer mdglichen Auswirkungen auf die
Proteinstruktur als krankheitsverursachend angesehen (Gonzaga-Jauregui et al., 2012),
wobei ein Grofiteil dieser Variationen eher selten vorkommt. Daher wurde bereits durch das
1000 Genom Projekt und andere Studien bemerkt, dass man sich in Zukunft vermehrt auf
genetische Variationen mit einer Allelfrequenz < 5 % fokussieren sollte, da diese fiir die
zukinftig personalisierte Medizin von grofierer Bedeutung sind (Gorlov et al., 2011; Abecasis
et al., 2012). In Zukunft wird es deshalb eine Hauptaufgabe sein, Vorkommen und Verteilung
dieser seltenen Genomveranderungen in der humanen Bevolkerung zu untersuchen und ihre

Rolle bei verschiedenen Erkrankungen zu definieren. Ein groRes Problem mit solchen
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seltenen Mutationen ist jedoch, dass sie zumeist nur ein bis zweimal in groRen humanen
Populationen vorkommen und das ihre Existenz haufig auf eine bestimmte ethnische Gruppe
beschrankt ist (Abecasis et al., 2012). Daher kénnen nach derzeitigem Stand bei solch
seltenen Mutationen auch Sequenzierungsartefakte nicht vollstdndig ausgeschlossen
werden. Zudem wurde bei der Konzipierung des 1000 Genom Projekts nicht auf die
adaquate Zusammensetzung verschiedener ethnischer Subpopulationen geachtet, weshalb
vor allem ethnische Subpopulationen in Sidostasien deutlich unterreprasentiert sind (Lu et
al.,, 2013). Daher werden in Zukunft grolRere humane Populationen mit mehr als 10000
Menschen und ein breiteres Spektrum an ethnischen Gruppen benétigt, um das Vorkommen,

die Verteilung von seltenen Mutationen in der humanen Bevdlkerung zu untersuchen und

ihre Rolle in der Pathogenese von verschiedenen Erkrankungen genauer zu
charakterisieren.
Gen Missense Allel- Funktion  Strukturelle PolyPhen2 Praktische
(UniProt- Mutation freque Lage (SNP Ergebnisse
Code) nz (%) (Oberflaiche funktionell (funktionell
- OF, Kern - ja, nein, ja/nein)
K, aktives vielleicht)
Zentrum -
AZ)
ALOX15 Phe352Leu <0,1% Positions- AZ vielleicht ja
(P16050) (rs143365387) spezifitat (Verschiebung
(Triade) Produktspektr
um von15-
nach 12-
HpETE)
Arg402GIn <0,1%  Substrat- AZ ja -
(rs376212812) bindung
Arg402Trp <0,1%  Substrat- AZ ja nein
(rs144038526) bindung
ALOX5 Ser271Leu <0,1% Phospho- OF vielleicht -
(P09917) (rs376649785) rylierung
ALOX12 Arg402GIn <0,1%  Substrat- AZ ja -
(P18054)  (rs1433539715) bindung
ALOX15B Val603lle 0,1 % Positions- AZ nein -
(015296) (rs192653434) spezifitat
(Jisaka)
Ala416Asp 0,1 % Enantio- AZ ja ja (inaktiv)
(rs140152561) selektivitat
(Coffa)
ALOX12B His398Tyr <0,1% Eisen- AZ ja -
(O75342) (rs140063508) ligand
LTC4S Ser28Leu <0,1% Phospho- vielleicht
(Q16873) (rs368527006) rylierung
GGT1 Asn344Ser <0,1% N-Glyko- OF vielleicht -
(P19440) (rs377589316) sylierung
Pro427Ser <0,1% lid loop OF ja -
(rs372750547)
Arg107Cys <0,1% aktives AZ ja -
(rs142987478) Zentrum
GGT5 Asn535Ser <0,1%  N-Glyko- - nein -
(P36269) (rs372732410) sylierung
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Pro443Ser <0,1% lid loop - nein -
(rs148922656)
DPEP1 His36Tyr <0,1% Zn**- AZ ja -
(P16444) (rs201263684) Bindung
Asn279Asp <0,1% N-Glyko- OF nein -
(372554004) sylierung
DPEP2 Asp91Asn <0,1% Zn**- - ja -
(Q9H4A9) (rs144507252) Bindung
Glu188Ala <0,1% Zn*'- - ja -
(rs146393703) Bindung
Arg293Trp <0,1 Substrat- - ja -
(TMP_ESP_16_ % bindung
68024756)
Ser463Thr <0,1% GPI-Anker - vielleicht -
(rs143876744)
PPARG Thr84Pro <0,1% Phospho- - ja -
(P37231) (TMP_ESP_3 1 rylierung
2 421370)

Tab. 4.2.: Zusammenfasssung der bioinformatischen Analyse von missense Mutationen in Genen des
LOX-Stoffwechsel, welche funktionell wichtige Aminoséurereste betreffen.

41.3 Biologische Bedeutung von genetischen Variationen in Enzymen und

Rezeptoren des LOX-Stoffwechsel wahrend der Evolution von Vertebraten

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die meisten der haufig vorkommenden
genetischen Variationen (SNPs) in den Enzymen und Rezeptoren des LOX-Stoffwechsels
nur geringe funktionelle Effekte haben. Das liegt zumeist daran, dass sie an der Oberflache
von den untersuchten Proteinen lokalisiert sind und daher haufig keinen direkten Kontakt
zum aktiven Zentrum haben. AuRerdem scheinen gerade die sehr haufig vorkommenden
SNPs an Aminosaurepositionen in der Primarstruktur von Proteinen zu liegen, die sich durch
eine geringe Konservierung zwischen verschiedenen Spezies auszeichnen (s. Abb. 4.1.).
Dabei haben die meisten dieser haufigen SNPs auch keinen Effekt auf funktionell wichtige
Aminosaurereste.

Es gibt zwar einige seltene Mutationen die wichtige Aminosaurereste beeinflussen, allerdings
kommen diese zumeist mit einer Allelfrequenz < 0,1 % vor. Offensichtlich obliegt hier ein
gewisser evolutiondrer Druck der fur den funktionellen Erhalt dieser fur die Enzymfunktion
wichtigen Aminosdurereste sorgt, wobei dies in guter Ubereinstimmung mit den Daten fiir
andere humane Gene ist (Abecasis et al., 2012). Obwohl die biologische Bedeutung von
LOXn bisher nicht endgultig geklart ist, so gibt es doch klare Hinweise, dass die Enzyme in
zwei von drei Domanen des irdischen Lebens (Bakterien, Eukaryonten) weit verbreitet sind.
Zusatzlich wurden in zwei Archaeenspezies (Halorubrum kocuriii, WP_008846855.1;
Methanococcus voltae, YP_003707015.1) genomische Sequenzen beschrieben, die flr eine
Lipoxygenase kodieren kénnten. Sollten funktionelle Untersuchungen den Lipoxygenase-
charakter in einer dieser beiden Proteine bestatigen, dann waren in allen drei Domanen des

irdischen Lebens LOXn beschrieben worden. Allerdings erscheint die Existenz einer LOX vor
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allem in Methanococcus voltae eher unwahrscheinlich, da es sich um ein Archeon handelt,
welches vor allem im Darm von Wiederkauern sowie in SuR- und Salzwassersedimenten
vorkommt. Dies sind aufRerst anaerobe Lebensbereiche, weshalb die Existenz von
sauerstoffverbrauchenden Enzymen in diesem Organismus relativ unwahrscheinlich ist
(Tumbula et al., 1999). Auflierdem handelt es sich bei der M. voltae Sequenz um eine PLAT-
(Polycystin-1, Lipoxygenase, Alphatoxin) oder LH2-Domane, welche sowohl bei LOXn als
auch einer Reihe von anderen Proteinen vorkommt. Halorubrum kocurii ist dagegen ein
extrem halophiles, photoorganoheterotrophes, und aerobes Archeon, weshalb es maoglich
erscheint, dass sie LOXn besitzen (Gutierrez et al., 2008). Ein Vergleich der Sequenz mit
anderen bakteriellen und humanen LOXn zeigte jedoch, dass die fiir die Katalyse wichtigen
Eisenliganden nicht konserviert sind, weshalb es dabei vermutlich um keine LOX handelt
(Horn et al., unverdffentlicht). Nach derzeitigem Stand bleibt daher weiter unklar, ob es in
Archaebakterien Uberhaupt LOXn gibt. Dennoch bestétigt die Konservierung dieser Enzyme
Uber die Evolution der Arten von niederen Bakterien bis hin zu komplexen Organismen
bestatigt in gewisser Weise ihre biologische Bedeutung. Obwohl die spezifische Rolle von
LOXn in Bakterien, Pilzen und Pflanzen vermutlich eine andere sein wird als in den
hochentwickelten tierischen Organismen, so zeigt sich doch, dass lipidoxidierende Enzyme
bereits frih in der Evolution entstanden sind.

Auch wenn die biologische Bedeutung der tierischen LOXn noch nicht vollstandig geklart ist,
so weill man doch, dass die ALOX5 den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der
Biosynthese von proinflammatorischen Leukotrienen katalysiert (Radmark et al., 2010;
Haeggstrom et al., 2011). Diese binden auto- oder parakrin Uber spezifische Leukotrien-
rezeptoren an ihre Zielzellen und haben vor allem in der Pathogenese von Asthma
bronchiale und anderen inflammatorischen Erkrankungen eine wichtige Funktion. Eine
Datenbankrecherche legt den Verdacht nahe, dass sich der Leukotrienstoffwechsel bereits
bei den Knochenfischen wie dem Zebrafisch entwickelt hat, da fiir diesen sowohl die ALOX5
als auch verschiedene Leukotrienrezeptoren in der NCBI Datenbank beschrieben wurden
(NCBI, Bethesda, USA). Das evolutionar weiter entfernte Lanzettfischchen scheint jedoch
noch keinen LT-Stoffwechsel zu haben. Es gibt hier zwar Hinweise auf die Existenz einer
ALOX5-ahnlichen Sequenz (XP_002601197.1), allerdings ist bis zum heutigen Tag nicht
eindeutig geklart, ob es sich dabei wirklich um eine echte ALOX5 oder um eine
Allenoxidsynthase handelt (Horn et al., unveréffentlicht). AuRerdem hat der Lanzettfisch nach
derzeitigem Kenntnisstand noch keine LT-Rezeptoren, was wohl gegen die Existenz eines
funktionsfahigen Leukotrienstoffwechsel spricht. Diese Schlussfolgerung wird unterstitzt
durch die Tatsache, dass die LTA4-Hydrolase von C. elegans (Fadenwurm) und die des
Knorpelfisches Raja Clavata (Nagelrochen) nicht in der Lage sind, LTA; in LTB,

umzuwandeln (Baset et al., 1998; Morgan et al., 2005), was eine Schlisselreaktion in der
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Leukotrienbiosynthese darstellt. Zudem konnten weder im Genom des Knorpelfischs
Callorhinchus ~ milii ~ (Elefantenhai) noch in C. elegans wichtige Gene des
Leukotrienstoffwechsel (ALOX5, LTC4S, LT-Rezeptoren) identifiziert werden (Horn et al.,
unveroffentlicht). Offensichtlich scheinen selbst die evolutiondr dem Menschen néaher
stehenden Knorpelfische noch keinen LT-Stoffwechsel zu haben. Diese Daten deuten darauf
hin, dass sich der Leukotrienstoffwechsel wahrscheinlich erst mit der Entstehung von
Knochenfischen herausgebildet hat (Morgan et al., 2005). Die evolutionar ersten Fische, die
Kieferlosen (Neunaugen, Schleimaale), sind bereits im Kambrium vor etwa 530 Millionen
Jahren in den Meeren geschwommen (Bockelie et al., 1976; Smith et al. 1996; Shu et al.,
1999 + 2003). Die Abspaltung des Lanzettfischchen von den heutigen Vertebraten erfolgte
dann vor ca. 520 Mio. Jahren (Putnam et al., 2008). Knorpel- und Knochenfische sind
nahezu zeitgleich vor ca. 420-400 Mio. Jahren beim Ubergang vom Silur zum Devon
entstanden (Zhu et al., 2009 + 2013). Im selben Zeitraum kam es wohl auch zur evolutiven
Trennung von Fleischflossern (Quastenflosser, Lungenfische) und Strahlenflossern. Die
Genome des Quastenflosser Latimeria chalumnae sowie von verschiedenen
Strahlenflossern (Buntbarsch, Lachs, Zebrafisch) enthalten sowohl die ALOX5 als auch
Gene fir verschiedene Leukotrienrezeptoren (Amemiya et al., 2013; Horn et al,
unverdffentlicht). Es ist daher aulierst wahrscheinlich, dass sich der Leukotrienstoffwechsel
koevolutiv mit der Entstehung von Knochenfischen bereits im frihen Devon vor ca. 350-400
Mio. Jahren entwickelt hat, wobei er nach den heutigen Erkenntnissen auf Vertebraten
begrenzt ist. Invertebraten besitzen zwar bereits verschiedene Gene der
Eikosanoidbiosynthese, allerdings scheint hier der Leukotrienstoffwechsel zu fehlen
(Heckmann et al., 2008). Diese Hypothese muss allerdings noch durch zusatzliche
Sequenzabgleiche mit verschiedenen Invertebratengenomen bestatigt werden. Hoéhere
Lebewesen zeichnen sich in der Regel durch eine hohe Mobilitdt aus, weshalb die
Anpassung an verschiedenste Habitate enorm wichtig ist. Dabei spielt die spezifische
Immunantwort und eine damit verbundene Inflammation fir das Uberleben in einer mit
Pathogenen ,verseuchten® Umgebung eine tragende Rolle. Daher ist es auch nicht
verwunderlich, dass sich der Leukotrienstoffwechsel in der Evolution nicht wesentlich
verandert hat bzw. dass sich keine haufig vorkommenden SNPs herausgebildet haben, die
diesen Stoffwechsel negativ beeinflussen.

Ahnliches sollte fir andere Enzyme des LOX-Stoffwechsels auch zu erwarten sein. So ist
zum Beispiel bekannt, dass ALOX12B wund ALOXE3 Uber einen spezifischen
Stoffwechselweg fiir die epidermale Barrierefunktion und Hautentwicklung von Saugern
wichtig sind (Krieg et al., 1999; Eckl et al., 2005 + 2009; Epp et al., 2007; Furstenberger et
al.,, 2007). Daneben existiert in Vertebraten mit der Uberwiegend proatherosklerotischen
ALOX15B noch eine dritte epidermale LOX (Brash et al., 1997). Es konnten bereits in
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verschiedenen Knochenfischen (Strahlenflosser, Fleischflosser) putative Gene fir die
ALOX15B, ALOX12B als auch die ALOXE3 nachgewiesen werden, was dafur spricht, dass
sich diese Enzyme ahnlich wie der LT-Stoffwechsel bereits vor ca. 350-400 Mio. Jahren
entwickelt haben (Horn et al., unveroéffentlicht). Allerdings scheinen Lipoxygenasen in
Vertebraten auch noch andere Funktionen zu besitzen. So konnte zum Beispiel gezeigt
werden, dass der knockout einer Zebrafisch 12S-Lipoxygenase (NP_955912.1) zu einer
abnormalen Embryonalentwicklung fiihrte. Dabei wird aufgrund der vermehrten Odembildung
am Kopf und Schwanz der knockout Embryonen eine mogliche Rolle dieser LOX-Isoform bei
der Entwicklung der epidermalen Barriere von Fischen ahnlich wie bei Sdugern diskutiert
(Haas et al., 2011). Allerdings scheint eine Dehydrierung nicht der urspriingliche Grund flr
die Missbildung der Zebrafischembryonen zu sein. Dabei hat die Zebrafisch 12-LOX eine 41-
46 %ige Sequenzibereinstimmung mit den humanen und Maus 12-LOXn (hALOX12B,
hALOX12, mAloxe12 etc.), weshalb nach derzeitigem Stand unklar ist, welcher dieser
Saugetier-LOXn dieses Enzym entspricht (s. Anhang Tab. A5.). Mdglicherweise handelt es
sich um das Mause Alox12b Ortholog (41 %), es kdnnte aber auch genauso gut der
Leukozyten-Typ oder der epidermalen 12-LOX (47 bzw. 43 % Sequenzhomologie)
entsprechen. Daher ist die genaue Interpretation dieser Ergebnisse schwierig, aber es
spricht einiges daflir, dass die epidermalen LOXn neben dem Aufbau der epidermalen
Barriere noch andere Funktionen besitzen, die bisweilen noch nicht vollstdndig verstanden
sind.

Die ALOX15 sowie ALOX12 scheinen sich erst spater in der Evolution von den Vertebraten
entstanden zu sein, da beide Gene in ihrer klassischen Form erst bei Sdugetieren gefunden
werden (Horn et al., unverdffentlicht). Wo und wann sich diese beiden LOX-Isoformen in der
Evolution herausgebildet haben, muss durch zuklinftige bioinformatische und experimentelle

Ergebnisse genauer untersucht werden.

4.2 Molekulare Ursachen fiir die Inaktivitat der natiirlich vorkommenden hALOX15
Gly422Glu Variation

4.21 Gly422Glu und Gly422Arg sind seltene Mutationen des hALOX15 Gens.

Die hALOX15 wird in der Pathogenese von Atherosklerose weitlaufig diskutiert (Takano et
al., 1990; Yla-Herttuala et al., 1990; Resnick et al., 1996; Takahashi et al., 2005). Dabei
werden verschiedene genetische Variationen mit einem unterschiedlich hohen Risiko fir die
Erkrankung assoziiert (Assimes et al., 2008; Hersberger et al., 2009; Zhang et al., 2010).
Neuere Daten sprechen fur eine Schlusselrolle der ALOX15 in der Biosynthese von
antiinflammatorischen und atheroprotektiven Eikosanoiden wie den Lipoxinen, Resolvinen
und Protektinen (Serhan et al., 2008 I-lll; Serhan et al., 2011), weshalb dem Enzym nach

neueren Erkenntnissen eine Uberwiegend ein antiatherosklerotische Funktion zugesprochen
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wird. Unterstltzt wird dies durch die Tatsache, dass heterozygote Alleltrager des hALOX15
loss-of-function SNP Thr560Met (rs34210653) ein erhdhtes Risiko fur die KHK hatten, wobei
noch weitere klinische Studien bendtigt werden, um den kausalen Zusammenhang endgultig
zu bestatigen (Assimes et al., 2008; Hersberger et al., 2009). Mdglicherweise fihrt bereits
der Verlust von einem der beiden Allele zu einer Reduktion der Synthese von
antiinflammatorischen Resolvinen und Lipoxinen. Daher sollten andere loss-of-function
Mutationen in diesem Gen ahnliche physiologische Effekte bewirken. In dieser Arbeit
konnten wir zeigen, dass es sich bei hGly422Glu (rs61099320) um eine neu entdeckte
hALOX15 Joss-of-function Variation handelt, wobei der Verlust der katalytischen Aktivitat auf
eine Fehlfaltung des Enzyms zurickzufihren ist (s. Abb. 3.1. C). Die hGly422Arg Variation
hatte zwar auch eine geringflgig verringerte enzymatische Aktivitat, allerdings waren die
strukturellen Unterschiede im Vergleich zur Gly422Glu Variation vergleichsweise gering,
wobei die Reduzierung der katalytischen Aktivitdt vermutlich durch eine leichte
Destabilisierung des Proteins zustande kommt (s. Tab. 3.2.).

Bei hGly422Arg handelt es sich um eine seltene Mutation mit einer Allelfrequenz von 0,1 %,
wohingegen fur die hGly422Glu Mutation bis heute keine Frequenzdaten publiziert worden
sind (Abecasis et al., 2012). Die hetero- und homozygoten Alleltrédger sollten analog zum
hALOX15 Thr560M SNP ein erhdéhtes Risiko flr die KHK haben. Daher haben wir die
Verteilung der Variation in 306 freiwilligen und gesunden Europaern (deutsch) untersucht. Da
alle Probanden homozygot fir das Wildtypallel waren, handelt es sich vermutlich um eine
seltene Mutation mit einer Allelfrequenz < 0,2 % (Horn et al., unverdffentlicht). Unsere Daten
sind dabei in guter Ubereinstimmung mit einer allgemeinen Feststellung des 1000
Genomprojekts, dass funktionell zerstérende und krankmachende Variationen zumeist mit
einer Allelfrequenz < 0,5 % vorkommen (Abecasis et al., 2012). Wie bereits in Abschnitt
4.1.2. diskutiert, werden groRere Studiengruppen benétigt, um deren Rolle in der
Pathogenese von verschiedenen Erkrankungen zu untersuchen, auch wenn dadurch die

Kosten von einzelnen Studien etwas groRRer waren.

4.2.2 Die Interaktion von hGly422 und hAsp415 ist wichtig fiir die Funktionalitat des

Enzyms.

Es wurde bereits im Ergebnisteil diskutiert, dass die Interaktion von Gly422 und Asp415 in
der hALOX15 durch die Substitution von grofden, raumfillenden und anderen Aminosauren
an der Gly422 Position mdglicherweise zerstort wird, was eine plausible Erklarung fir die
reduzierte enzymatische Aktivitdt und die partielle Fehlfaltung des Enzyms darstellt.
Dagegen hatten Mutationen an der Asp415 Position geringere Effekte. Dennoch scheint die
Interaktion eine stabilisierende Funktion zu haben, da die hAsp415Val Mutation eine

reduzierte katalytische Aktivitdt und Thermostabilitat besitzt (s. Tab. 3.10.). Allerdings deuten
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die vergleichsweise geringen strukturellen Effekte der beiden hAsp415 Mutanten darauf hin,
dass der Verlust der polaren Interaktion wahrscheinlich nicht die primare Ursache fir die
partielle Fehlfaltung des Proteins ist.

In der Kristallstruktur der rabALOX15 (80 % Sequenzhomologie mit der hALOX15) befindet
sich der rGly423 Rest zwar nicht direkt im aktiven Zentrum, allerdings in rdumlicher Nahe zu
zwei Aminosaureresten (rlle418, rMet419), die Bestandteil des aktiven Zentrums sind
(Gillmor et al., 1997; Choi et al., 2008). Die in silico Experimente deuteten dabei an, dass der
Verlust der enzymatischen Aktivitdt und die partielle Fehlfaltung der meisten hGly422
Mutanten vermutlich auf sterische Behinderungen mit benachbarten Aminosauregruppen
zurlickzufiilhren war (s. Abb. 3.7. C). Uberraschenderweise verursachte die hGly422Arg
Variation entgegen der in silico-Vorhersage keine so starken strukturellen Unterschiede im
Vergleich zum Wildtypenzym und die Reduzierung der enzymatischen Funktion war im
Vergleich zu den anderen hGly422 Mutanten moderat (ca. 40-50 % Restaktivitat). Obwonhl
die strukturelle Basis fur diesen Unterschied bislang nicht geklart werden konnte, so kann
man doch vermuten, dass die positiv geladene Guanidinogruppe Uber eine mdgliche
Salzbriicke die flexible Schleifenregion des Enzyms stabilisiert.

Wir konnten mit Hilfe von CD- und Fluoreszenzspektroskopie sowie dem thermal shift assay
zeigen, dass die hALOX15 Gly422Glu Mutation strukturelle Unterschiede im Vergleich zum
Wildtypenzym aufweist. Man muss hierbei allerdings kritisch anmerken, dass wir nicht die
Faltung des Enzyms direkt untersucht haben, sondern lediglich das Endresultat eines
Faltungsprozesses bzw. die thermische Entfaltung des Enzyms. Um zu sehen, ob es
Unterschiede bei der Faltung zwischen den hGly422 Mutanten und dem Wildtypenzym gibt,
musste das Protein zunachst denaturiert werden und dann der Ruckfaltungsprozess in vitro
nachvollzogen werden. Es gibt zwar Hinweise, dass Lipoxygenasen nach partieller
Denaturierung wieder zurtickgefalten werden kénnen (Sudharshan et al., 1999), in wie weit
dies allerdings fir die hALOX15 gilt, muss durch zukiinftige Experimente erst noch abgeklart
werden. Erst durch ein verlassliches Rulckfaltungssystem kann der wirkliche Einfluss von
Variationen auf die Enzymfaltung genauer charakterisiert werden. Ob und in wie weit LOXn
sich rlckfalten lassen bzw. ob fiir die Faltung Chaperone (Faltungshelfer) benétigt werden,
lasst sich derzeit nicht vorhersagen. AuRerdem bleibt es aulierst fragwiirdig, ob die
Eisenligandensphare bzw. andere flr die Enzymkatalyse wichtige Bereiche durch die
Ruckfaltung wieder in den katalytisch aktiven Zustand gebracht werden kénnen. Daher
gestalten sich solche Faltungsexperimente eher schwierig. Besser waren Kristallstrukturen
vom hALOX15 Wildtyp sowie den beiden bekannten loss-of-function Variationen (Thr560Met,
Gly422Glu). Bedauerlicherweise waren wir nicht in der Lage, das Wildtypenzym sowie die
Mutanten bis zu einer fur die Kristallisation bendtigten Menge und Reinheit aufzureinigen,

weswegen wir uns in dieser Arbeit auf die in silico-Vorhersagen beschranken mussten.
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4.2.3 Ist der funktionell wichtige Glycinrest auch in anderen LOX-lsoformen

konserviert?

Wie bereits in Abb. 3.9. angedeutet, ist der Gly422 Rest von hALOX15 in den
Primarsequenzen der meisten ALOX5, ALOX12 und ALOX15-Isoformen von verschiedenen
Spezies konserviert, was auf eine funktionelle Rolle des Aminosaurerestes auch in anderen
LOX-Isoformen (ALOX5, ALOX12) hindeutet. Die Aktivitdtsmessungen fur die Gly429Glu
Mutante von hALOX5 sowie fur die Gly422Glu Mutante von hALOX12 (s. Tab. 3.11.)
bestatigen diese Hypothese. Interessanterweise flhrt die Mutation bei hALOX5 nicht nur zu
einer Verringerung der enzymatischen Aktivitat, sondern auch zu einer Verschiebung des
Produktspektrums von 5S-H(p)ETE zu einem Uberwiegend 8S- und 12R-H(p)ETE
produzierenden Enzym. Obwohl die molekularen Ursachen fir diese Verschiebung in der
Produktspezifitdt fir die Arachidonsaureoxidierung unklar bleiben, so befindet sich dieser
Rest in der raumlichen Nahe zu den Positionsdeterminanten (Phe359, Ala424, Asn425,
Ala603) von verschiedenen Saugetier-ALOX5 (Schwarz et al., 2001; Hofheinz et al., 2013).
Daher scheint der Rest vermutlich neben der Stabilisierung des aktiven Zentrums auch fir
die Bindung des Fettsauresubstrats eine wichtige Funktion zu haben. Um diese Hypothese
zu bestatigen, werden in Zukunft weitere Mutagenesexperimente in Verbindung mit
Strukturmodellierung sowie hochauflosende Kristallstrukturen von Enzym-Substrat-
Komplexen (Wildtyp/Mutante) benétigt.

Neben der Konservierung des Glycinrestes in ALOX5, ALOX12 und ALOX15-Isoformen,
konnte in einem hALOX15B Modell gezeigt werden, dass die polare Interaktion vermutlich
auch in epidermalen LOX-Isoformen konserviert ist. Dabei interagiert in der hALOX15B das
lle435 (Gly422 in hALOX15) mit dem Asp428 (Asp415 in hALOX15) Uber eine polare
Wechselwirkung (Arora et al., 2012). Die hALOX15B folgt im Gegensatz zu ALOX5, ALOX12
und ALOX15 nicht dem Triadenkonzept. Fir dieses Enzym sind Asp603 und Val604 die
primaren Positionsdeterminanten (Jisaka et al., 2000). 1le435 befindet sich nicht in
unmittelbarer raumlicher Nahe zu diesen beiden Aminosaureresten, weshalb die
funktionellen Effekte des lle-zu-Glu Austausch geringer sein sollten als die Substitutionen bei
den anderen untersuchten LOX-Isoformen. Die Aktivititsmessungen zeigten, dass die
1e435GIlu Mutante eine im Vergleich zum ALOX15B-Wildtyp um etwa 50% reduzierte
katalytische Aktivitat besal}, was vermutlich auf eine Destabilisierung des gesamten Enzyms
zurtickzufiihren ist. Diese Hypothese kénnte man durch zusatzliche Thermostabilitats-
messungen (z.B. thermal shift assay) von Wildtyp und Mutante bestatigen. Offensichtlich
scheint die Aminosaureposition auch in epidermalen LOXn zu wichtig zu sein, obwohl die
funktionellen Effekte weniger dramatisch waren als bei den Leukozyten-Typ LOXn. Um diese
Arbeitshypothese zu bestatigen, sollten in Zukunft noch dhnliche Mutagenesestudien an den
anderen beiden epidermalen LOXn (ALOX12B, ALOXE3) durchgefiihrt werden.
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4.2.4 Die fehlerhafte Proteinfaltung und Proteinaggregation spielt in der Pathogenese

von verschiedenen Erkrankungen eine wichtige Rolle.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir erstmals zeigen, dass der Verlust der enzymatischen
Aktivitdt von zwei natirlich vorkommenden hALOX15 Variationen (Gly422Glu, Thr560Met)
auf eine partielle Fehlfaltung des Enzyms zurickzufuhren ist. Obwohl der Prozess der
Proteinfaltung seit vielen Jahrzehnten untersucht wird, so ist bis heutigem Tage unklar, wie
genau die Proteinfaltung ab initio ablauft. Weiterhin gibt es derzeit noch keine klaren
Algorithmen, um die Struktur eines Proteins aus der Primarsequenz mit grofer Genauigkeit
vorherzusagen (Dill et al., 2008 + 2012). Die pathophysiologische Rolle von fehlgefalteten
Proteinen, insbesondere in neurodegenerativen Erkrankungen, ist bereits seit vielen Jahren
bekannt (Agorogiannis et al, 2004; Chaudhuri et al., 2006). Dabei bilden die fehlgefalteten
Proteine hochmolekulare intra- und extrazellulare Komplexe, welche nicht mehr dem
proteolytischen Abbau in der Zelle unterliegen und daher neurotoxisch wirken. Daneben
konnte gezeigt werden, dass Proteinfehlfaltung auch fir Stoffwechselerkrankungen wie den
Mangel an kurzkettiger Acyl-CoA-Dehydrogenase (SCAD), eine angeborene Stérung des
Fettsduremetabolismus in Mitochondrien, verantwortlich ist. Der Mangel an funktionsfahiger
SCAD beeintrachtigt den Fettsaurestoffwechsel von Alleltragern, was als die Hauptursache
fur deren Lethargie und Hypoglykamie gilt (Pedersen et al., 2003; Bross et al., 2003; Jethva
et al,, 2008). Bei der X-chromosomal rezessiv vererbten spondyloepiphysaren Dysplasie
tarda (SEDT) handelt es sich um eine genetische Krankheit, die durch ein anormales
Knochenwachstum bei den Patienten charakterisiert ist. Als Ursache wird dabei eine
Fehlfaltung des TRAPPC2 Proteins (Trafficking protein particle complex subunit 2) diskutiert,
welches Bestandteil eines hochmolekularen Komplexes ist, der eine wichtige Funktion beim
Vesikeltransport vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi-Apparat hat. Der
fehlerhafte Vesikeltransport flihrt dabei zu einer verminderten Zelldifferenzierung und
Knochenzellentwicklung, was sich dann in dem anormalen Knochenwachstum auf3ert (Choi
et al., 2009). Der biologische Effekt der inaktiven und fehlgefalteten hALOX15 Variationen
(Thr560Met, Gly422Glu) bleibt dagegen weiterhin unklar, auch wenn klinische Studien fir
heterozygote Alleltrager des Thr560Met SNP ein erhohtes Risiko fir die KHK andeuten und
ahnliche Effekte fir andere hALOX15 loss-of-function Mutationen vermutet werden kdnnen.
Méglicherweise flihrt bereits der Ausfall eines der beiden Allele zu einer verminderten
Produktion von antinflammatorischen und atheroprotektiven Eikosanoiden (Lipoxinen,
Resolvinen, Protektinen), wobei das erst noch durch eine genaue Analyse des
Fettsduremetabolismus von mutierten Alleltragern im Vergleich zu homozygoten

Wildtypalleltragern bestatigt werden musste.
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5 Zusammenfassung (Abstract)

Lipoxygenasen (LOXn) bilden eine heterogene Gruppe von Dioxygenasen, die mehrfach
ungesattigte Fettsauren oxidieren. In epidemiologischen Studien sind eine Reihe von nicht-
synonymen Einzelnukleotidvariationen (SNPs, Mutationen) in humanen LOXn mit einer
Vielzahl an polygenen Erkrankungen (Asthma bronchiale, Atherosklerose etc.) assoziiert
worden. Vor Beginn meiner Arbeit existierten flir die meisten genetischen Variationen jedoch
keinerlei funktionelle Daten, weshalb der epidemiologische Zusammenhang einen rein
beschreibenden Charakter hatte. Vor diesem Hintergrund wurde zunachst eine
systematische Analyse Uber das Vorkommen, die Verteilung und die funktionellen Effekte
von nicht-synonymen genetischen Variationen in humanen LOXn und anderen Genen des
LOX-Stoffwechsels durchgefiihrt. Es zeigt es sich, dass haufig vorkommende Variationen
(SNPs) Uberwiegend an funktionell wenig bedeutsamen Positionen in den Primarsequenzen
dieser Proteine vorkommen. Bei Enzymen, deren aktive Zentren vor allem im Inneren der
Proteine vorliegen, sind diese Aminosaurereste haufig an der Oberflache lokalisiert, was eine
plausible Erklarung fir ihre meist geringen funktionellen Effekte ist. Lediglich der mit einem
erhohten Risiko fur die koronare Herzkrankheit assoziierte hALOX15 Thr560Met SNP
(rs34210653) war entsprechend friiheren Daten katalytisch inaktiv. Dabei konnte in dieser
Arbeit erstmals gezeigt werden, dass die Inaktivitat dieser Mutante durch eine partielle
Fehlfaltung des Enzyms verursacht wird. Ahnliches konnte auch fiir die zwei neu entdeckte
loss-of-function Variationen, hALOX15 Gly422Glu (rs61099320) und hALOX15B Ala416Asp
(rs140152561), gezeigt werden. In silico Daten deuteten dabei an, dass die Fehlfaltung von
hALOX15 GIly422Glu auf eine sterische Behinderung der normalen Proteinfaltung in der
Nahe zum aktiven Zentrum zurtckzufuhren ist. Die Datenbankanalyse deutete zudem die
Existenz von weiteren funktionell relevanten Variationen (Stopmutationen, Substitution von
funktionell wichtigen Aminosauren) in verschiedenen Genen des LOX-Stoffwechsels hin.
Allerdings besitzt mit Ausnahme des Thr560Met SNPs der hALOX15 keine genetische
Variation eine Allelfrequenz > 1 %. Die kodierenden Bereiche der untersuchten Gene
unterliegen demnach einem evolutionaren Druck, welcher die Akkumulation von funktionell
fehlerhaften Allelen verhindert. Dies erscheint auch deshalb plausibel, da der LOX-
Stoffwechsel seit der Entstehung von Knochenfischen vor 350-400 Mio. Jahren in den
Vertebraten weit verbreitet vorkommt. Dennoch scheint es vereinzelt genetische Variationen
zu geben, die einen Effekt auf die Funktionalitat des LOX-Stoffwechsels haben. Diese
potenziell krankmachenden Mutationen (loss-of-function) sind zwar selten, sollten aber in der
personalisierten Medizin groRe Bedeutung fir die Entwicklung individueller therapeutischer

Konzepte haben.



96 Zusammenfassung/Abstract

Lipoxygenases are lipid-peroxidizing enzymes that catalyze the dioxygenation of
polyunsaturated fatty acids to their corresponding hydroperoxides. Non-synonymous genetic
variations in human lipoxygenase genes have been associated in epidemiological studies
with different polygenic diseases like Asthma bronchiale and atherosclerosis. Before we
started this project most of these variations were not functionally characterized and thus, the
epidemiological correlation was purely descriptive. To explore the mechanistic basis for the
correlation we systematically analyzed the functional impact of selected genetic variations in
human lipoxygenases and in other genes of the LOX pathway. We found that common
genetic variations usually occur at functional less important amino acid positions in the
primary sequences of those proteins. In enzymes with an active site localized in the centre of
the protein these residues are mostly located at the protein surface, which might be a
plausible reason for their minor functional effects. However, some genetic variations such as
the hALOX15 Thr560Met SNP (rs34210653; allele frequency 1,5 %), which was associated
with a higher risk for coronary artery disease, were catalytically inactive. We found that the
catalytic silence is due to severe misfolding of the enzyme. Similar observations were made
for the two newly discovered loss-of-function mutations in human LOX genes: hALOX15
Gly422Glu (rs61099320) and hALOX15B Ala416Asp (rs140152561). Structural modeling
indicated that the substitution of the Gly422 with bulkier amino acids causes sterical clash
with surrounding residues. Database analysis suggests that there are additional functionally
relevant non-synonymous genetic variations (nonsense, substitution of functional important
amino acid residues) in many genes of the LOX pathway but except for the hALOX15
Thr560Met SNP neither of them has an allele frequency > 1%. One may conclude that there
is evolutionary pressure on these enzymes and receptors, which prevents accumulation of
functional inactive alleles within the human population. This conclusion is somehow plausible
since LOX products are biologically relevant and the LOX pathway, which was introduced
during evolution of life at 350-400 Mill years ago when bony fish appeared, has been highly
conserved in vertebrates since then. Nevertheless there are some genetic variations, which
might impact the lipoxygenase pathway. These rare, disease-related mutations (loss-of-
function) will play an important role in the personalized medicine for the development of

optimized therapeutically concepts.
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Primer

humane ALOX15

Cys96Tyr up GTC AGG TTC CCT TAC TAC CGC TGG GTG

Cys96Tyr dw CAC CCA GCG GTA GTA AGG GAA CCT GAC

Arg205Gln
Arg205Gln

Pro6l7Ser
Pro6l7Ser

Gly422Glu
Gly422Glu

Gly422Arg
Gly422Arg

Arg402Trp
Arg402Trp

Asp4l5val
Asp4l5Val

Gly422Leu
Gly422Leu

Gly422Asp
Gly422Asp

Gly422Ser
Gly422Ser

humane ALOX5

dw

up
dw

up
dw

up
dw

up
dw

up
dw

up
dw

up
dw

up
dw

GAT
ACA

TAT
AGC

ATG
GTG

ATA
CTG

GAA
CCC

ATG
GCT

ATA
CTG

ATA
CTG

ATG
CAC

Glu254Lys up ACA

GAC
CCA

TTT
CTT

AGC
GCC

ATG
CAC

ATT
AGT

GGA
CAT

ATG
CAC

ATG
CAC

AGC
GTG

GAG

TTC
GAA

TCG
AGG

ACT
TCC

AGC
GTG

AAC
CCT

ATT
TAT

AGC
GTG

AGC
GTG

ACT
GCC

CTG

AAC
AAT

GGC
CTC

GGT
CTC

ACT
GCC

GTC
GGC

TTC
CTG

ACT
GCC

ACT
GCC

GGT
TCC

CCcC

CTG

TCT
AGA

GAG
ACC

GGT
TCC

TGG
cCca

GTC
GAC

GGT
TCC

GGT
TCC

TCT
AGA

ATT TTC
GTT GAA

GAG CCT
GCC CGA

GGA GGC
AGT GCT

CGT GGA
ACG ACC

GCC AGG
GAC GTT

CAG ATA
GAA AAT

CTG GGA
CAG ACC

GAC GGA
GTC ACC

GGA GGC
ACC AGT

AAG CTC

TGG
GTC

AAG
AAA

CAG
CAT

GGC
AGT

ACT
AAT

ATG
TCC

GGC
AGT

GGC
AGT

CAC
GCT

CCG

TGT
ATC

GCT
ATA

CAC
GCT

GGG
TTC

AGC
CAT

CAC
GCT

CAC
GCT

GTG
CAT

GTG

GTG CAG
CAT TAT

GTG CAG
CAT TAT

GTG CAG
CAT TAT
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Glu254Lys

Pro337Ser
Pro337Ser

Aladd]Ser
Aladd’lSer

Ala549%val
Ala549%val

Pro577Leu
Pro577Leu

Thr591Met
Thr591Met

Lys656Gln
Lys656Gln

Gly429Glu
Gly429Glu

dw

up
dw

up
dw

up
dw

up
dw

up
dw

up
dw

up
dw

CAC

GGA
AGG

GAC
AAA

TTC
CGC

CGA
GCC

CAG
GCG

CGC
ATA

AAC
CAC

humane ALOX12

Aspl34His
Aspl34His

Glu259Lys
Glu259Lys

Gln261Arg
Gln261Arg

Asn322Ser
Asn322Ser

up
dw

up
dw

up
dw

up
dw

AAG
GAT

TCG
CAG

ATG
CTC

ATT
TGG

CGG

GAT
GAG

CTG
GCA

ACC
GGC

GCC
CTT

ATC
GTC

AAC
TGG

GCC
GTG

GAA
CTG

GGG
TTG

GAA
CAG

CAG
AGA

GAG

GAG
GAA

ACC
CAG

GCC
GTG

CCG
GGC

GTG
GGG

AAG
CAG

ACA
CCC

CTG
CTG

ATG
AGC

GAG
TTG

CCT
GCT

CTT

AAC

TAT

GGA

TCC
CTG

CCA
AGT

GAC
CAG

AAG
CTG

GGG
ACC

AAA
TCT

GAA
CTG

CTT
AGC

CCcC
GGG

TTT

TCT
AGA

TCT
AGA

GTT
AAC

GAA
TTC

CAC
GTG

ALG
AAG

CGT
ACG

TCT
AGA

GGG

ATT
GTT

TCC
ATA

CAG
GGA

ACT
TGG

CTG
GTC

CAG
CTT

GGT
CCC

AGA
TTT

CTT
CTT

GCT
AAG

CCC
GGG

CAG

TTC
CTC

CTG
GGT

CAC
GGC

GCC
CGG

CccC
CAC

CTG
CTT

GGG
TGT

CAG
CAG

CAG

TTC

CTC

AGC
AGG

CTC

CTC
ATC

TGC
CAG

GCC
GGT

AAG
GGC

GAC
GAT

CCA
GTT

CAC
GGC

CAG
TTC

GCT
CAT

CTG
TTC

TCT
CTG

TGT

CCT
TCC

TTT
GTC

GCG
GAA

GGC
TCG

CGC
CTG

TAT
GCG

GTG
GTT

ATC
CTT

CAA
CCC

GAG
CAT

CCA
AAT

CTG
CGA
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Gly422Glu up GTG

Gly422Glu dw TAC

humane ALOX15B

Arg486His
Arg486His

Arg656Gln
Arg656Gln

Ile676Val
Ile676Val

Aladl6Asp
Aladl6Asp

I1e435Glu
I1e435Glu

dw

up
dw

up
dw

up
dw

up
dw

GGT
TTC

ATC
GGG

AAC
CCcC

ATC

ACA
AGA

AGC
ATG

GCA
AGA

CAG
CAG

AGC
TGG

AAC
CAG

GGC
GAA

ACA
GCC

GTG
GAC

GAG
CAC

GTC
GAT

ACA
CTC

ATC
GCC

GGT
CCC

GAA

CGG

CAG

TCC
TTA

CTC
CCG

GGC
TTC

GAA
TTC

CAC
GTG

AAC
GCC

GTT
AAC

GAC
GTC

GAA
TTC

GGG
ACC

TTT

TTC

CTG

TAA
GGA

CGG
GAG

GAA
GCC

GGC
TGT

GTC
CAC

GGC
GTT

ATC
GAC

GAG
TGT

GGC
GAT

CAT
GCT

TCT
TGC

CTG
CCG

CCA
GCT

CTG
GTT

TTC
GCC

GTA
CAC

GAA
ACC

GTG
CTC

GGG
GTT

CTT
GAT

TCT
TGT

CTG CCC
CTG CAT
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Bioinformatische Analyse der Verteilung und Haufigkeit von kodierenden nicht-synonymen Variationen in Enzymen und Rezeptoren des

LOX-Stoffwechsel

AA Variationen SNPs
Gen (Gesamt) (Allelfrequenz > 1 %)

nonsense Mutationen

funktionell wichtige Aminosaurereste

ALOX15 662 94 Thr560Met (rs34210653)

1,5 %

Pro617Ser (rs41432647)
1,0 %

Trp197stop (rs11870258)
<0,1%

GIn317stop (COSM139038)
<0,1%

Trp340stop (TMP_ESP_17_4539195)
<0,1%

Trp358stop (COSM30435)
<0,1%

Trp431stop (rs140549513)
<0,1%

Arg511stop
(rs201039064)
<0,1%

Arg513stop (rs146693201)
<0,1%

Trp550stop (COSM30435)
<0,1%

Eisenkoordination
(His360,His365, His540, His544, 11e662)

keine Variation

Positionsdeterminanten
(Phe352, lle417, 11e592)

Phe352Leu (rs143365387)
<0,1%

Substratbindun
(Arg402, Phe414)

Arg402GIn (rs376212812)
<0,1 %

Arg402Trp
(rs144038526)
0,05 %

Enantioselektivitat (Coffa)
(Ala403 S-LOX)

keine Variation

Membranbindun
(Tyr15, Leu70, Leu71, Lys180, Leu194)

Tyr15His (rs13306168)
0,6 %

Leu194Pro (rs11867874)
<0,1%
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ALOX5 674 69 Glu254Lys (rs2228065) - Eisenkoordination
7,5 % (His368, His373, His551, Asn555, lle674)

keine Variation

Positionsdeterminanten
(Phe359, Ala424, Asn425, Ala603

keine Variation

Substratbindung
(Phe178, Tyr182, Trp148)

keine Variation

Enantioselektivitat (Coffa)
(Ala411 S-LOX)

keine Variation

Ca?-Bindung
(Asnd4, Asp4a5, Glu47)

keine Variation

Membranbindung
(Trp13, Trp75, Trp102)

keine Variation

Phosphorylierung
(Ser271, Ser523, Ser663)

Ser271lle (rs376649785)

<0,1%
ALOX12 662 67 GIn261Arg (rs28395860) Arg348stop (rs141346813) Eisenkoordination
38,8 % <0,1% (His360, His365, His540, Asn544, [1e663)
Asn322Ser (rs434473) keine Variation

34,4 %
Positionsdeterminanten
(Phe353, Ala417, 11e593)




128

Anhang

keine Variation

Enantioselektivitat (Coffa)
(Ala403 S-LOX)

keine Variation

Substratbindung
(Arg402, Phe414)

Arg402Gin (rs143539715)

<0,1%
ALOX15B 676 86 Pro77Ala (rs78230493) Y318stop (rs191493127) Eisenkoordination
3,2% <0,1% (His373, His378, His553, Ser557, le676)
Ala311Val (rs148602477) R463stop (rs139880289) lle676Val (rs7225107)
1,0 % <0,1% 9,6 %
Arg486His (rs9895916) Q509stop (rs199941734) Positionsdeterminanten (Jisaka)
7,4 % <0,1% (Asp603, Val604)
Arg635GIn (rs61730298) Q656stop (rs200104058) Val603lle (rs192653434)
1,9 % <0,1% 0,1 %
GIn656Arg (rs4792147) Enantioselektivitat (Coffa)
40,3 % (Ala416 S-LOX)
lle676Val (rs7225107) Ala416Asp (rs140152561)
9,6 % 0,1 %
ALOX12B 701 69 Pro127Ser (rs72842957) - Eisenkoordination

1.1%

(His398, His403, His578, Asn582, 1le701)

His398Tyr (rs140063508)
<0,1%

Positionsdeterminanten
(Vale03)

keine Variation



http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Variation/Mappings?db=core;g=ENSG00000179477;r=17:7975954-7991021;t=ENST00000319144;v=rs72842957;vdb=variation;vf=17136789

Anhang

Enantioselektivitat
(Gly441 R-LOX)

keine Variation

83

lle515Val (rs3027205)
3,0%

Arg678Cys (rs143246503)
1,9 %

Glu91stop (TMP_17_8020175)
<0,1%

Arg140stop (TMP_ESP_17_8018941)
<0,1%

GIn141stop (TMP_ESP_17_8018938)
<0,1%

Arg211stop (rs141310759)
<0,1%

Arg234stop (rs121434233)
<0,1%

Tyr506stop (COSM272256)
<0,1%

Eisenkoordination
(His408, His413, His588, Asn592, lle711)

keine Variation

Enantioselektivitat

(Ala451)

keine Variation

129
ALOXE3 711
PLA2G4 749

54

Arg651Lys (rs2307198)
1,5 %

Gly369stop (rs77939449)
<0,1%

aktives Zentrum
(Arg200, Ser228, Asp549)

keine Variation

Ca”*-Bindung
(Asp40, Thr41, Asp43, Asn65, Asp93, Ala94, Asn95)

keine Variation

C1P-binding
(Arg57, Lys58, Lys59)

keine Variation

ALOX5AP 161

25

Gly103stop (rs202205227)
0,1 %

COTL1 142

14

GIn90stop (TMP_ESP_16_84623761)
<0,1%
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LTA4H 610 42 Glu481Asp (rs45630739) GIn499stop (rs200830508) Zn”-Bindung
1,6 % <0,1% (His295, His299 and Glu318)
GIn509stop (rs1140589)
<0,1% keine Variation

aktives Zentrum (Peptidase- and Hydrolaseaktivitat)
(GIn136, Glu271, Glu296, Asp375, Tyr383, Arg563, Lys565)

keine Variation

Selbstmordinaktivierung
(Tyr378)

keine Variation

LTC4S 150 10 - - aktives Zentrum
(Arg104)

Arg104Lys (rs13162195)
<0,1 %

Substratbindung
(Trp116)

keine Variation

Phosphorylierung
(Ser28, Ser111)

Ser28Leu (rs368527006)

<0,1%
GGT1 569 73 Gly87Val (rs2330842) - autocleavage/maturation

3,1 % (Cys50/Cys74, Cys192/Cys196)

Arg257Cys (rs113647199) keine Variation
o,
, (o]
N-Glycosylation sites

Asp361Asn (rs138813205) (Asn95, Asn120, Asn266, Asn297, Asn344, Asn511)

2,0 %

Asn344Ser (rs377589316)
<0,1%
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lid loop
(Pro427, Ser438)

Pro427Ser (rs372750547)
<0,1%

aktives Zentrum (Substratbindung, Stabilisierung, Oxyanion-

Hoéhle etc.)

(Asp46, Arg107, Thr381, His383, Thr399, Glu420, Asp423,

Serd51, Serd52, Gly473, Glyd74, Thr475, Lys562)

Arg107Cys (rs142987478)

<0,1%
GGT5 586 72 Ser10Gly (rs78246933) Arg171stop (rs200511850) Autokatalyse/Reifung
5,0 % 0,1 % (Cys50/Cys74)
Ala160Val (rs117249571) Glu355stop (rs144862235) keine Variation
1,6 % <0,1%
N-Glykosylierung
Lys330Arg (rs2275984) (Asn98, Asn204, Asn303, Asn347, Asn535, Asn550)
31,6 %
Asn535Ser (rs372732410)
lle475Val (rs7288201) <0,1%
2,0%
lid loop
(Pro443, Ser454)
Pro443Leu (rs148922656)
<0,1%
aktives Zentrum (Substratbindung, Stabilisierung, Oxyanion-
Hohle etc.)
(Asp49, Arg110, Thr388, His390, Thr406, Glu427, Asp430,
Ser469, Serd70, Gly491, Gly492, Glu493, Lys579)
keine Variation
DPEP1 411 77 Val104Met (rs73265359) GIn355stop (rs200857045) Zn’"-Bindung

1,2 %

Glu351Lys (rs1126464)
243 %

<0,1%

Tyr383stop (rs199966060)
<0,1%

(His36, Asp38, Glu141, His214, His235)

His36Tyr (rs201263684)
<0,1%
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Substratbindun
(His168, Arg246, Asp304)

keine Variation

GPI-Anker
(Ser385)

keine Variation

N-Glykosylierung
(Asn57,Asn279, Asn332, Asn358)

Asn279Asp (rs372554004)
<0,1%

Disulfidbriickenbindung
(Cys87/Cys170, Cys242/Cys274)

keine Variation

DPEP2

486

68

Asp106Ala (rs7689487)
1,6 %

His468Asp (rs1133090)
6,9 %

Tyr163stop (rs144339907) Zn*"-Bindung

0,1 %

(His89, Asp91, Glu188, His261, His282)

Tyr210stop (rs202183776)

0,1%

Asp91Asn (rs144507252)
<0,1%

Glu188Ala (rs146393703)
<0,1%

Substratbindung
(His215, Arg293, Asp351)

Arg293Trp (TMP_16_68024756)
<0,1%

Arg293GiIn (rs200429288)
0,1 %

GPI-Anker
(Ser463)
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Ser463Thr (rs143876744)
<0,1%

N-Glykosylierung
(Asn111, Asn176, Asn235)

keine Variation

Disulfidbriickenbindung
(Cys138/Cys217, Cys289/Cys321)

keine Variation

GPX4 197 2 Ser2Asn (rs8178967) Arg89stop (TMP_ESP_19_1105450) aktives Zentrum
2,8 % <0,1% (Selenocystein73)
Ser131Gly (rs73507255) keine Variation
29%
LTB4R 352 16 - - -
LTB4R2 389 43 Arg80Gin (rs150416614) - -
1,1 %
Asp196Gly (rs1950504)
3,9 %
CYSLTR1 337 49 - - -
CYSLTR2 346 71 Ser236Leu (rs61735175) Trp104stop (COSM139999) -
21 % <0,1%
GPR17 367 67 - Trp6stop (rs61742898) -
<0,1%
P2RY12 342 35 Glu330Gly (rs16846673) - -
21 %
PPARG 505 53 Pro12Ala (rs1801282) Lys347stop (rs121909243) Phosphorylierung

6,6 %

<0,1%

(Thrg4)

Thr84Pro (TMP_ESP_3_12421370)
<0,1%
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Tab. A1.: Vorkommen und Verteilung von kodierenden nicht synonymen Variationen (SNPs, Mutationen) in verschiedenen Enzymen und Rezeptoren des
Leukotrienstoffwechsel (www.1000genomes.org; PubMed; UniProt).

Ergebnisse der klinischen Studie (Sophia Wuest, AG Prof. Hersberger; Universitat Ziirich

Klinische Parameter Kontrollgruppe (n=238) Fallgruppe (n=258) p-Wert
Alter (Jahre) 59,0 (53,0 — 66,0) 64,0 (57,0 — 71,0) < 0,0001
Geschlecht mannlich (%) 58,0 78,4 < 0,0001
Bluthochdruck (%) 29,1 46,3 < 0,0001
Diabetes (%) 3,6 20,8 < 0,0001
Hypercholesterinamie (%) 19,8 51,0 < 0,0001
Rauchen (%) 47,3 73,4 < 0,0001
body mass index (BMI) (kg/m?) 25,7 (23,0 — 28,4) 26,8 (24,4 — 30,0) < 0,0001
Kreatinin (umol/L) 90,0 (83,0 — 99,0) 89,0 (80,0 — 99,0) 0,45
hsCRP (mg/L) 1,3 (0,6 —2,7) 1,8 (0,9 -4,0) <0,0001
Cholesterol (mmol/L) 5,9(5,1-6,5) 51(4,4-5,9) < 0,0001
HDL, mmol/L 1,6 (1,3-2,0) 1,3 (1,1-1,5) < 0,0001
LDL, mmol/L 3,5(2,8-4,0) 3,2(2,5-3,9) 0,001
Triglyceride (mmol/L) 1,4 (0,9 -2,0) 1,3(1,0-1,8) 0,77

Tab. A2.: Vergleich der allgemeinen klinischen Parameter fiir kardiovaskuldre Erkrankungen zwischen der Kontrollgruppe und der Fallgruppe (modifiziert nach
Sophia Wuest, AG Hersberger, Universitét Ziirich).
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Genotyp Kontrollgruppe

Genotyp Fallgruppe

hALOX15B Gen (NM_001141.2) odds ratio (OR) 95%Cl  p-Wert
(WT/WT; WT/SNP; SNP/SNP) % (WT/WT; WT/SNP; SNP/SNP) %

c.-1106A>G (rs79235239) 97,5/2,5/0,0 96,5/3,5/0,0 1,51 0,50-4,53 0,47

c.- 537A>G (rs8075588) 34,0/45,8/20,2 32,9/49,6/17,4 0,94 0,73-123 0,67

c.-431delAAAT (rs59119570) 62,2/31,5/6,3 55,4/38,4/6,2 1,21 0,89-1,63 0,23

c.-40A>G (rs73972649) 50,4/40,3/9,2 49,6/41,5/8,9 1,06 0,80-1,40 0,70

¢.345C>G (rs76589243) 44,1/41,6/14,3 42,6/43,8/13,6 1,03 0,79-1,34 0,83

¢.705C>T (rs6503070) 30,3/48,7/21,0 37,2/45,0/17,8 0,80 0,62-1,03 0,09

c.1440C>T (rs11541083) 46,2/41,2/12,6 48,4/38,8/12,8 0,95 0,73-124 0,71

c.1457G>A p.Arg486His (rs9895916)  94,1/5,9/0,0 95,3/4,7/0,0 0,96 041223 0,92

c.1458-38G>C (rs11870212)

c.1579+71C>T (rs60050159) 89,5/9,7/0,8 92,6/7,4/0,0 0,51 0,27-0,94 0,03

c.1656G>A (rs61312861)

c.1650 C>A (rs9898751) 34,9/48,3/16,8 40,3/43,8/15,9 0,84 0,64-1,09 0,18

c.1767C>T (rs9904554)

¢.2026A>G p.lle676Val (rs7225107) 96,2/3,8/0,0 95,7/4,3/0,0 1,22 0,47-313 0,68

c.*122C>A (rs1804772)

c.1967A>G p.GIn656Arg (rs4792147)  23,5/48,7/27,7 28,7/47,3/24,0 0,81 0,62-1,04 0,10

C.*226A>T (rs117777987) 93,7/6,3/0,0 93,8/6,2/0,0 0,98 0,46-211 0,96

C.*348A>G (rs1132934) 81,5/17,2/1,3 82,6/15,1/2,3 0,95 0,63-1,45 0,82

Tab. A3.: Zusammenfassung von SNP Variationen (Allelfrequenz > 1%) die in einer européischen Population (n=496) gefunden wurden.
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Evolution des LOX-und Leukotrienstoffwechsel

Lipoxygenasen in Vertebraten

Vertebraten ALOX15 ALOX5 ALOX12 ALOXe12 ALOX15B ALOX12B ALOXE3

friihe Fische

Lanzettfischchen - XP_002601197.1 |- - - - -

(Branchiostoma

floridae)

Knochenfische

Strahlenflosser

Zebrafisch - NP_001243676.1 |NP_955912.1 - - - XP_001334034.2
(Danio rerio) XP_001923685.4 |NP_001070178.2

Niltilapia - XP_003451976.1 |- - XP_005462994.1 XP_005462992.1 XP_005462992.1
(Oreochromis XP_003451975.1 XP_005462995.1 XP_003452279.1
Niloticus) XP_003458447 .1 XP_003449933.2
Malawibuntbarsch XP_004574382.1 XP_004549616.1 XP_004576223.1 XP_004565728.1
(Maylandia zebra) XP_004574383.1 XP_004576224.1 XP_004557030.1

Japanischer
Reisfisch
(Oryzias latipes)
Fleischflosser
Quastenflosser

(Latimeria
chamlumnae)

XP_004551797 1

XP_004077181.1
XP_004077182.1
XP_004077183.1

XP_006009318.1
XP_006013168.1

XP_004076808.1
XP_004072994.1
XP_004072858.1

XP_006013168.1

XP_004576225.1
XP_004085216.1

XP_006013168.1

XP_004549481.1

XP_004085156.1
XP_004083646.1

XP_006013168.1

Amphibien

Krallenfrosch

(Xenopus  silurana

tropicalis)

XP_004915982.1

XP_002943034.2

NP_001015741.1

XP_002943031.1
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Reptilien

Rotkehlanolis
(Anolis
carolinensis)
China-Alligator
(Alligator sinensis)
Suppenschildkrote
(Chelonia mydas)

XP_003219928.1

XP_006014893.1

EMP41802.1

XP_006038094.1

EMP29688.1

XP_003226725.1

XP_006031807.1
XP_006038094.1

EMP29684.1
EMP29686.1

Vogel

Huhn (Gallus
gallus)
Truthahn
(Meleagris
gallopavo)
Zebrafink
(Taeniopygia
guttatta)
Wellensittich
(Melopsittacus
undulatus)

XP_003641560.1

XP_003208017.1

XP_004174857.1

XP_005153951.1

XP_423676.4

XP_002198210.1

Saugetiere
andere

Schwein
(Sus crofa)
Rind

(Bos taurus)

Beuteltiere

tasmanian devil
(Sarcophilus
harrisii)

NP_999096.1

NP_776926.1

XP_001927706.1

NP_001179721.1

XP_003754976.1

XP_003483140.1

XP_005220251.1

XP_003770798.1

XP_003132014.2

NP_001192632.1

XP_003768805.1

XP_003132016.1

NP_001178967.1

XP_003768776.1

XP_005657096.1

XP_003583619.2

XP_003768775.1
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Nagetiere

Maus NP_033790.3 NP_033792.1 NP_031466.2 NP_663717.1 NP_033791.1 NP_033789.1 NP_035916.2

(Mus musculus)

Ratte NP_112272.2 P12527.3 NP_001099268.1 |NP_001100484.1 NP_695213.1 NP_001034466.1 NP_001099263.1
(Rattus norvegicus)

Primaten

WeiRblschelaffe JAB04218.1 JAB22404.1 XP_002806856.1 |- XP_003732943.1 XP_002748009.1 XP_002806846.1
(Callithrix jacchus)

Galago XP_003791237.1 |XP_003803539.1 |XP_003791235.1 |- XP_003791168.1 XP_003791167.1 XP_003791166.1

(Otolemur garnetti)
Gibbon
(Nomascus
leucogenys)
Pavian

(Papio anubis)
Rhesusaffe
(Macaca mulatta)
Totenkopfaffchen
(Saimiri boliviensis)
Schimpanse

(Pan troglodytes)
Bonobo

(Pan Paniscus)
Gorilla

(Gorilla gorilla)
Orang Utan
(Pongo abelii)
Mensch

(Homo sapiens)

XP_003277902.1

XP_003912178.1
EHH24392.1

XP_003933098.1
XP_003315361.1
XP_003810259.1
AGZ95149.1

NP_001127349.1

NP_001131.3

XP_003271234.2

XP_003903645.1
XP_001102354.1
XP_003930297.1
XP_507763.3

XP_003816801.1
XP_004049388.1
XP_002820730.2

NP_000689.1

XP_003274578.1

XP_003912258.1
XP_001104192.1
XP_003929174.1
XP_511984.3

XP_003810174.1
XP_004058489.1
XP_003780533.1

NP_000688.2

XP_003274643.2

XP_003912257 1
XP_002800308.1
XP_003929172.1
XP_003315386.2
XP_003810177.1

XP_004058485.1

XP_003912350.1
XP_001111890.1
XP_003929250.1
XP_511865.2

XP_003818095.1
XP_004058580.1
XP_002827038.1

NP_001132.2

XP_003274594.2

XP_003912343.1
EHH24497.1
XP_003929255.1
XP_511864.2
XP_003818099.1
XP_004058584.1
XP_003778782.1

NP_001130.1

XP_003912344.1
XP_002808161.1
XP_003929254.1
XP_003315697.1
XP_003818101.1

XP_004058586.1

NP_067641.2

Tab. A4.: Vorkommen von Lipoxygenasen in verschiedenen Wirbeltieren (mit NCBI Accession Nummer)
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Séugetier- Zebrafisch 5-LOX Zebrafisch 5-LOX Zebrafisch 12- Zebrafisch 12-LOX
LOXn (NP_001243676.1) (XP_001923685.4) LOX (NP_001070178.2)
(NP_955912.1)

hALOX15 37 % 37 % 45 % 35 %

hALOX12 39 % 39 % 46 % 37 %

hALOX5 5% 58 % 45 % 38 %

hALOX15B 40 % 40 % 43 % 40 %

hALOX12B 40 % 40 % 42 % 38 %

hAOXE3 42 % 41 % 42 % 39 %

mAlox15 38 % 38 % 44 % 36 %

mAlox12 39 % 40 % 47 % 38 %

mAlox5 4% 58 % 44 % 38 %

mAlox15b 42 % 40 % 42 % 40 %

mAlox12b 40 % 40 % 41 % 37 %

mAloxe3 43 % 42 % 42 % 39 %

mAloxe12 37 % 37 % 43 % 35 %

Tab. AS.: Ergebnisse des Sequenzvergleichs von Primédrsequenzen von humanen, Maus und vier Zebrafisch Lipoxygenasen.
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Vertebraten

Leukotrienrezeptoren in Vertebraten

LTB4R

LTB4R2

CYSLTR1

CYSLTR2

GPR17

P2RY12

PPARY

friihe Fische

Lanzettfischchen

(Branchiostoma floridae)

XP_002598634.1

Knochenfische

Strahlenflosser

Zebrafisch
(Danio rerio)

Niltilapia

(Oreochromis Niloticus)

Malawibuntbarsch
(Maylandia zebra)

Japanischer Reisfisch

(Oryzias latipes)
Fleischflosser

Quastenflosser

(Latimeria chamlumnae)

XP_005169065.1
XP_003440808.2
XP_004576467.1

XP_004067442.1

XP_006005740.1

XP_006009886.1

NP_001018484.1
XP_003459463.2
XP_004574940.1

XP_004073698.1

XP_006005740.1

XP_005167850.1

XP_005449973.1

XP_006009886.1

XP_005166015.1
XP_005451270.1
XP_004552899.1

XP_004068254.1

XP_006001386.1

XP_005996536.1

XP_006014637.1

NP_571542.1
XP_005459080.1

XP_004548622.1

XP_006004474.1

Amphibien

Krallenfrosch

(Xenopus silurana tropicalis)

XP_004910802.1

XP_002934370.2

XP_004916956.1

XP_004917917 1

XP_002941149.1

XP_004920419.1

Reptilien

Rotkehlanolis

(Anolis carolinensis)

China-Alligator
(Alligator sinensis)

XP_003222992.1

XP_006037964.1

XP_003223893.1

XP_006037965.1

XP_003218435.1

XP_006030241.1

XM_003218387.1

XP_006016076.1

XP_006037865.1

(XP_003217721.1)

XP_006023962.1

Suppenschildkréte EMP26817.1 EMP26816.1 EMP40036.1 - EMP42625.1 - EMP38864.1
(Chelonia mydas)

Végel

Huhn BAF63011.1 - XP_004940618.1 XP_004938765.1 - - NP_001001460.1
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(Gallus gallus)

Truthahn
(Meleagris gallopavo)
Zebrafink
(Taeniopygia guttatta)

Wellensittich
(Melopsittacus undulatus)

XP_005152451.1

XP_003208339.1
XP_002188785.1

XP_005144591.1

XP_003203402.1
XP_002195588.2

XP_005147763.1

XP_004176488.1

XP_005154024.1

XP_005141220.1

XP_002187946.1

XP_005149431.1

Saugetiere

andere

Schwein
(Sus crofa)
Rind

(Bos taurus)
Beuteltier

tasmanian devil
(Sarcophilus harrisii)

Nagetiere
Maus
(Mus musculus)

Ratte
(Rattus norvegicus)

Primaten

Weillbuschelaffe
(Callithrix jacchus)

Galago

(Otolemur garnetti)
Gibbon

(Nomascus leucogenys)
Pavian

(Papio anubis)
Rhesusaffe

(Macaca mulatta)
Totenkopfaffchen
(Saimiri boliviensis)

XP_005666307.1

NP_001029910.1

XP_003755949.1

NP_032545.1

NP_067688.1

XP_002753805.2
XP_003802045.1
XP_004091940.1
XP_003901697.1
XP_001114016.2

XP_003924316.1

XP_001927768.3

NP_001178216.1

XP_003755948.1

NP_065236.1

NP_446092.1

XP_002753724.1
XP_003802017.1
XP_003260746.1
XP_003901698.1
XP_001113942.1

XP_003924314.1

XP_005673791.1

NP_001093196.1

XP_003775409.1

NP_001268791.1

NP_446093.1

XP_002763076.1
XP_003800498.1
XP_003269041.1
XP_003917965.1
XP_001100982.1

XP_003936892.1

NP_999295.2

NP_001095710.1

XP_003764627.1

NP_598481.2

NP_596904.1

XP_002742713.2
XP_003802017.1
XP_004088180.1
XP_003913920.1
XP_001113942.1

XP_003942272.1

XP_005671890.1

NP_001075939.1

XP_003763809.1

NP_001020552.1

NP_001065245.1

XP_003800384.1
XP_004091670.1
XP_003909315.1
NP_001253036.1

XP_003931645.1

XP_005669983.1

NP_001001174.2

XP_003766104.1

NP_081847.3

NP_073637.1

XP_003802235.1
XP_003256351.1
XP_003895000.1
NP_001181299.1

XP_003925085.1

XP_005669847.1

NP_851367.1

XP_003762492.1

NP_035276.2

NP_037256.1

XP_002758685.1
XP_003796291

XP_003265037.1
XP_003894131.1
NP_001028032.1

XP_003927098.1
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Schimpanse
(Pan troglodytes)

Bonobo

(Pan Paniscus)
Gorilla

(Gorilla gorilla)
Orang Utan
(Pongo abelii)

Mensch
(Homo sapiens)

XP_001169901.1
XP_003809141.1
XP_004055056.1
XP_003778323.1

NP_001137391.1

XP_003314321.1
XP_003809144.1
XP_004055052.1
XP_003778324.1

NP_062813.2

XP_003954484.1
XP_003824461.1
XP_004064481.1
XP_003780588.1

NP_001269117.1

XP_003949942.1 XP_003309281.1
XP_003811477.1 XP_003828304.1
XP_004054557.1 XP_004032568.1
XP_002824313.1 XP_003776041.1

NP_065110.1 NP_001154889.1

XP_003310102.1
XP_003826515.1
XP_004037907.1
XP_002814235.1

NP_795345.1

XP_001153669.1
XP_003826306.1
XP_004033681.1
NP_001124655.1

NP_056953.2

Tab. A6.: Vorkommen von Leukotrienrezeptoren in verschiedenen Wirbeltieren (mit NCBI Accession Nummer)



