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ZUSAMMENFASSUNG

Lipoxygenasen (LOXen) bilden eine heterogene Gruppe von Dioxygenasen, die
mehrfach ungeséttigte Fettsauren oxygenieren. Auf diese Weise entstehen hochspezifisch chirale
Hydro(pero)xyverbindungen, die vorwiegend an Stoffwechselwegen der Inflammation,
Zelldifferenzierung und Zellwachstum beteiligt sind. LOXen kommen weit verbreitet bei Pro-
und Eukaryonten vor und bestehen aus einer N-terminalen Regulatordomdne und einer C-
terminalen Katalysatordomane, welche das aktive Zentrum des Enzyms beherbergt. Neben ihrer
Regulatorfunktion ist die N-terminale Domdane auch fir die Membranbindung von LOXen
bedeutsam. In jungerer Vergangheit tendierte die Namensgebung von LOXen zu dem Namen des
kodierenden Gens, zugleich sind jedoch noch weitere Bezeichnungen im Umlauf.

Verschiedene  Modelvorstellungen  versuchen die Bildung der spezifischen
Reaktionsprodukte zu erklaren. Das Triadenkonzept der Positionsspezifitat besagt, dass das
Volumen der Substratbindungstasche die Lage des Substrates am aktiven Zentrum und damit die
Reaktionsspezifitat von ALOX12- und ALOX15-Isoformen beeinflusst. Beziiglich der
Stereospezifitdt wurde in der Vergangenheit eine Hypothese formuliert, nach welcher S-
Lipoxygenasen ein konserviertes Alanin und R-Lipoxygenasen ein konserviertes Glycin an einer
kritischen Stelle ihrer Aminoséuresequenz tragen. Diese A vs G- Hypothese basiert darauf, dass
Sauerstoff zu einem definierten Kohlenstoffatom der Substratfettsdure stereospezifisch dirigiert
wird.

Vor dem Beginn dieser Arbeit standen vor allem pflanzliche LOXen und Enzyme
hochentwickelter Séugetiere im Mittelpunkt des Interesses. Zu LOXen niederer Wirbeltiere gab
es auler der Verflgbarkeit vereinzelter Gensequenzen nur wenige Informationen. VVor diesem
Hintergrund wurde hier erstmals eine LOX des Modelorganismus Zebrafisch (D. rerio) kloniert,
als rekombinantes His-Tag Fusionsprotein in E. coli exprimiert und hinsichtlich ihrer protein-
chemischen und enzymatischen Eigenschaften charakterisiert. AnschlieBend wurden
verschiedene Enzymmutanten angefertigt, um die Anwendbarkeit verschiedener Konzepte der
Reaktionsspezifitat von LOXen zu untersuchen. Dabei wurde festgestellt, dass die Zebrafisch
LOX1 eine S-lipoxygenierende Enzymspezies ist, obwohl sie nach der A vs. G- Hypothese als
R-LOX einzuordnen ware. Veranderungen der Triadendeterminanten haben ebenfalls gezeigt,
dass auch dieses Konzept nicht auf das Zebrafischenzym (ibertragen werden kann. Durch
Deletion des N-Terminus konnte gezeigt werden, dass die isolierte katalytische Doméne der
Zebrafisch LOX1 Kkatalytisch inaktiv ist und sich die Membranbindungseigenschaften

verschlechterten. Im phylogenetischen Kontext der LOX-Familie sind Zebrafisch-LOXen élter



als Dbisher erforschte LOX-Isoformen hoherer Wirbeltiere, aber junger als die prokaryontischen
LOX-Isoformen, auf welche die A vs G-Hypothese oftmals ebenfalls nicht Gbertragbar ist. Die
Zebrafisch LOX1 ist unentbehrlich fiir eine regelrechte Embryonalentwicklung, méglicherweise
entspricht das Zebrafischenzym einem phylogenetischen Entwicklungsschritt von LOXen

niederer Wirbeltiere zu den Sdugetier ALOX12B-1Isoenzymen oder den Epidermis-Typ-LOXen.



ABSTRACT

Lipoxygenases (LOXs) constitute a heterogeneous group of dioxygenases oxygenating
polyunsaturated fatty acids. Due to LOX-activity, specific chiral hydro(pero)xyeicosatetraenoic
acid metabolites are created, which contribute to inflammation, cellular differentiation and cell
growth. LOXs are widely spread withing eukaryotes and prokaryotes, they consist of a
regulatory N-terminal domain and a C-terminal catalytic domain, which contains the active site.
Beside its regulatory function, the N-terminal domain is also important for membrane binding.
More recently, the nomenclature of LOXs prones to give respect to the coding gene, whereas
further terms are still common.

Several concepts attempt to illuminate the formation of the specific reaction products.
The triad concept of the positional specificity pictures the influence of the active site’s volume
on the alignment of the substrate fatty acid and thus determining the positional specificity of
ALOX12- and ALOX15-isoforms. Refering to the stereospecifity of LOXs, a concept was
suggested in the past following the thesis that S-lipoxygenases carry a conserved alanine as a
critical sequence determinant, while R-lipoxygenases carry a glycine at the same position. This
so called A vs G-concept is based on the stereospecific direction of oxygen to the substrate fatty
acid.

Up to this investigation, the focus of LOX-research was mainly set on LOXs of plants
and highly developed mammals and except the presence of genetic sequences, hardly any
information of lower vertebrate LOXs was available. According to that a LOX of the model
organism Zebrafish (D. rerio) was cloned for the first time, expressed as His-tag fusion protein
in E. coli and characterized by its physicochemical and enzymatic properties. Subsequently,
different mutations of the wild-type enzyme were prepared to prove current concepts of reaction
specifity of LOXs. As a result, the Zebrafish LOX1 has to be classified as S-lipoxygenating
enzyme species, although, regarding to the A vs G-concept, it should have been classified as R-
lipoxygenating enzyme. Mutation of the triad concept sequence determinants also failed to verify
its applicability related to the Zebrafish-enzyme. Deletion of the N-terminal domain revealed that
the isolated catalytic domain is catalytic inactive and exhibits an impaired membrane binding.
Considering the LOX-family from a phylogenetic point of view, Zebrafish-LOXs are older than
LOXs of highly developed vertebrates but younger than prokayotic LOXs, which frequently
rejected the A vs G-concept. The Zebrafish LOX1 is essential for regular embryonic
development, suggesting a phylogenetic step from LOXs of lower developed vertebrates towards

ALOX12B- or epidermis-type-LOXs of mammals.



1.EINLEITUNG

1.1. Vorkommen und Klassifizierung von Lipoxygenasen

Lipoxygenasen (LOXen) sind Enzyme, die Fettsduren modifizieren durch das Einbringen
von molekularem Sauerstoff. Auf diese Weise entstehen einerseits lokale Gewebsmediatoren wie
Leukotriene und Lipoxine, andererseits modifizieren LOXen jedoch auch komplexe Lipid-
Protein-Aggregate wie Lipoproteine und Biomembranen (1.1.3.). Im Wesentlichen sind die
Reaktionsprodukte von LOXen beteiligt an entziindlichen Reaktionen, Zelldifferenzierung und
Zellwachstum. Ebenso wie die Bedeutung fur den tierischen Organismus komplex ist, stellt sich
die Verbreitung dieser Enzyme weitldufig dar: Das Vorhandensein von LOXen erstreckt sich
weit durch zahlreiche Taxa wie S&dugetiere, Pflanzen, Meeresorganismen sowie Bakterien,
insgesamt sind 5 Konigreiche aus 2 der 3 Doménen belebter Natur vertreten (1.1.2.). Jingst
wurde im Rahmen einer Datenbanksuche bei Archaebakterien eine Protein-Sequenz gefunden,
die moglicherweise einer LOX-Isoform entspricht (Kihn et al., unverdffentlicht). Wenn sich
diese Vermutung bestétigen sollte, waren alle Domdanen des irdischen Lebens mit LOXen
versehen.

Tierische LOXen wurden urspringlich nach ihrer Positionsspezifitat der Oxygenierung
von Arachidonsdure eingeteilt in  5-LOX, 12-LOX etc. Eine weitere Klassifizierung fur
Séugetier-LOXen wurde unter Bertcksichtigung der phylogenetischen
Verwandtschaftsbeziehungen vorgenommen. Auf diese Weise ergibt sich eine Einteilung in 4
Subfamilien, 12/15-LOX, 5-LOX, Plattchen-Typ 12-LOX und Epidermis-Typ-LOX, flr andere

Taxa wie Pflanzen wird jedoch eine andere Namensgebung bevorzugt (1.1.2.2.).

Obwohl ein interdisziplindres Interesse an verschiedenen LOX-Isoformen besteht, ist die
exakte Funktionsweise der Enzyme auf molekularer Ebene nicht umfassend bekannt. Ursachlich
hierflr ist v.a. die Kombination von drei Tatsachen: Erstens sind nur einige LOX-Isoformen
durch Rontgenkristallanalyse untersucht, zweitens genligt die reine rdumliche Abbildung nicht
sondern muss stets durch funktionelle Untersuchungen komplettiert werden und drittens weisen
die meisten  LOX-Isoformen unterschiedliche Struktur-Funktionsbeziehungen auf. Die
unterschiedlichen  Struktur-Funktionsbeziehungen haben ein  Nebeneinander diverser
Erklarungsmodelle zur Folge (1.2.2) und konnten relevante Erkenntnisse Uber die
phylogenetische Entwicklung dieser Enzymfamilie offenbaren.



1.1.1. Funktionsweise von LOXen

Lipoxygenasen sind Nichthdmeisen-enthaltende Dioxygenasen, die mehrfach ungesattigte
Fettsduren wie Linolsdure bzw. Arachidonséure in entsprechende Hydroperoxyverbindungen
umwandeln. Global betrachtet beinhaltet die Katalyse die Einflihrung einer Hydroperoxygruppe
in das Kohlenwasserstoffriickgrat der Fettsdure. Als Zielregion fir den Beginn der Katalyse

dienen dabei Methylengruppen, die von 2 Doppelbindungen flankiert werden (Abb.1.1).
H H H H
=C=C C=C<
/ N

R R

Abb. 1.1: Ausschnitt aus dem Kohlenwasserstoffriickgrat einer mehrfach
ungesdttigten  Fettsdure. Die LOX-Katalyse = beginnt  mit einer
Wasserstoffabstraktion von einer doppelallylstindigen Methylengruppe (rot
markiert). Im zweiten Schritt der Katalyse wird molekularer Sauerstoff
wahlweise an eines der beiden C-Atome eingefiihrt, die durch einen blauen Pfeil
markiert sind.

Im ersten Schritt der Reaktion erfolgt eine Wasserstoffabstraktion von einer
doppelallylstandigen Methylengruppe, wobei ein Proton freigesetzt wird. Das dabei entstehende
Elektron wird auf das Nichthdmeisen der LOX (bertragen, so dass das Enzym von der
katalytisch aktiven Fe3*-Form (ferric LOX) in das inaktive Intermediat Fe?*-LOX (ferrous LOX)
ubergeht (Abb.1.2). Die Wasserstoffabstraktion verlauft bereits strikt stereospezifisch, so dass
nur eines der am doppelallystdndigen Kohlenstoff gebundenen Wasserstoffatome (entweder das
proR oder das proS-Atom) abstrahiert wird. Zuvor muss jedoch stets das Fe(ll) des Enzyms
oxidiert werden, was im Rahmen einer Aktivierungsreaktion durch zelluldare Oxidantien
geschieht. Durch die Wasserstoffabstraktion wird die doppelallylstandige Methylengruppe des
Substrates zum Radikal, um im ndchsten Schritt intramolekular in ein Z, E- konjugiertes Dien
umgelagert zu werden, das auch Pentadienylradikal genannt wird. Wahrend der Katalyse
verbleibt das Substrat bei Standardbedingungen gebunden am aktiven Zentrum des Enzyms. Nun
erfolgt die ebenfalls stereospezifische Insertion von molekularem Sauerstoff. Durch die
Einfihrung von molekularem Sauerstoff entsteht zunéchst ein Peroxyradikal, welches vom Fe(l1)
des Enzyms zum entsprechenden Anion reduziert wird. Am Ende wird dieses Anion protoniert,
so dass eine Hydroperoxyfettsaure als finales Oxygenierungsprodukt entsteht. Daher werden die
Reaktionsprodukte der LOXen in dieser Arbeit auch meistens als H(P)ETE,

Hydro(per)oxyeicosatetraensaure, bezeichnet. Unter den reduktiven intrazellularen Bedingungen
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4 >‘/‘ Abb 1.2: Schematische Darstellung

1 des LOX-Reaktionszyklus. Nach der
Aktivierung des Eisens zu Fe(lll)
erfolgen  sequentiell  folgende
Reaktionsschritte:

LOX-Fé* Lox-Ee” 1. Wasserstoffabstraktion
Ry YT 2 Radikalumlagerung
/ 3. Sauerstoffinsertion
0, 4. Radikalreduktion und Produkt-
dissoziation.
3 2 Modifiziert nach Kuhn 2005.
S~ ug_;\'-.g-_'e"/

werden die H(P)ETE-Verbindungen dblicherweise sehr schnell und effktiv zu den
entsprechenden Hydroxyeicosatetraensduren (HETE) reduziert. Reduziertes Glutathion oder
andere zellulare Reduktionsdquivalente wie z.B. Peroxyredoxine konnen dabei als
Elektronendonator fungieren.

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des LOX-Reaktionszyklus stellt die
Wasserstoffabstraktion dar (Glickmann 1995, Wecksler 2009). Weiterhin enthalt der
Katalysemechansimus eine intramolekulare Radikalumlagerung (Abb 1.2), die bei
unterschiedlichen LOX-Isoformen in entgegengesetzte Richtung verlaufen kann. Die
Umlagerung geschieht entweder in Richtung des Methylendes der Fettsdure ([+2]-Umlagerung)
oder in Richtung des Carboxylendes ([-2]-Umlagerung). Warum bestimmte LOX-Isoformen
ausschlieBlich eine [+2]-, andere ausschlieBlich eine [-2]- und wieder andere sowohl eine [+2]-
als auch eine [-2]-Umlagerung katalysieren, ist bisher nicht bekannt. Es existieren zwar mehrere
Hypothesen dafur (lvanov 2010), wobei bislang noch keine als wirklich bewiesen angesehen
werden kann.

Die Sauerstoffinsertion erfolgt stereochemisch entgegengesetzt (antarafacial) zur
Wasserstoffabstraktion, wenn man von der Ebene des Pentadiensystems ausgeht. Auf welche
Weise atmospharischer Sauerstoff Uberhaupt in die Nahe des aktiven Zentrums gelangt, ist
Gegenstand aktueller Diskussion (Saam 2007, Schneider 2007). Bei der Kaninchen ALOX15
jedenfalls scheinen 4 dynamische Sauerstoff-Kanéle von der Oberflache des Proteins bis ins
aktive Zentrum zu fihren (Saam 2007). Die potentiellen Kandle sind demnach nur fllichtig
geoffnet, Offnung und SchlieBung beruhen offenbar auf dynamischer Seitenketten-Interaktion.
Ahnliche Sauerstoffzugangskanale wurden auch fiir die Sojabohnen-LOX1 postuliert.
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Ebenso dynamisch wie die diskutierten Sauerstoff-Kandle sind offenbar weitere
Abschnitte des Enzyms wahrend der Katalyse, wie eine Re-Interpretation der
Rontgenkristallanalyse der Kaninchen ALOX15 und neuere Untersuchungen zu allosterischen
Effekten durch Dimerisierung zeigten (Choi 2008, Ivanov 2012, 1.2.3.).

1.1.2. Verbreitung von LOXen und LOX-Nomenklatur

1.1.2.1. Verbreitung von LOXen

In 2 der 3 taxonomischen Domé&nen belebter Natur (Woese 1990) sind LOX-Sequenzen
bisher nachgewiesen. Dies betrifft die Domdanen Eukarya und Bacteria (Andreou 2009, Oliw
2002, Vogel 2010, Ivanov 2010, Brash 1999). Die 3. Archaea-Domane galt bisher als frei von
LOXen, zumal der fir die LOX-Reaktion bendtigte Sauerstoff flir viele Archaea toxisch ist, die
Okologischen Nischen der Extremophilen sind nicht immer zugédnglich fiir atmospharischen
Sauerstoff. Jungst wurde jedoch im Rahmen einer Datenbanksuche bei aeroben Archaeen eine
Protein-Sequenz bei Halorubrum kocurii gefunden, die moglicherweise einer LOX-Isoform
entspricht (Kihn et al., unveréffentlicht). Die Spezies Halorubrum kocurii ist stabférmig, extrem
halophil (optimal 3,4 M NaCl in der Kultur), gramnegativ und unbeweglich, die Erstisolierung
erfolgte in der Inneren Mongolei, Volksrepublik China (Gutiérrez 2008). Wenn sich die
gefundene Sequenz als LOX erweisen sollte, wéren alle 3 Domanen des irdischen Lebens mit
LOXen versehen.

Evolution brachte nach derzeitigem Wissen LOXen in verschiedenen Prokaryonten
(Cyanobakterien und Proteobakterien), einzelligen Protisten (Rot- und Griinalge, Amdben),
Pilzen, Pflanzen und Tieren hervor (Abb. 1.3). Bei den Tieren ist ein weites Spektrum von
vergleichsweise einfach strukturierten mehrzelligen Tieren wie Trichoplax adhaerens vom
Stamm der Scheibentieren (Placozoa) bis hin zu Primaten und unserer eigenen Spezies vertreten.
Einige der betroffenen Spezies dienen zugleich als Modelorganismen, u.a. der Zebrafisch,
welcher flir Entwicklungsstudien von Chordaten und deren Genfunktion vielfaltig Verwendung
findet (Piasecka 2013). Ob im Laufe der Evolution eine primitive Ur-LOX existierte, aus der
sich die LOXen hoherer Spezies entwickelten haben oder ob es durch horizontalen Gentransfer
(Lang 2008, Porta 2001) dazu gekommen ist, dass LOXen aus hoher entwickelten Organismen in
niedere Lebensformen eingefiihrt wurden, kann heute noch nicht mit Sicherheit geschlussfolgert
werden (lvanov 2010). Cyanobakterien zéhlen jedenfalls zu den altesten Lebewesen des
Planetens, zumal sie mit ihrer Sonderfunktion der oxygenen Photosynthese héheres Leben erst
ermoglichten.  Mdoglicherweise  nahm hier die LOX-Entwicklung ihren  Ursprung.



Letzter gemeinsamer
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Bacteria /

Eukarya

Proteobacteria:

Cyanobacteria:

( Protista: \

Acaryochloris marina Burkholderia thailandensis Rhodophyta:
Cyanothece sp. Nitrosomas europaea Porphyra purpurea
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Phytophtora infestans
Mycetozoa:
Dictvostelium
Animalia

Fungi

Basidomycota:
Laccaria bicolor

Plantae

.

Placozoa:

Trichoplax adhaerens
Cnidaria:

Gersemia fruticosa
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Plathyhelminthes:
Schistosoma mansoni
Arthropoda:

Ixodes scapularis
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Saccoglossus kowalevskii
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Mammalia:
Tursiops truncates, Myotis lucifugus,
Felis  catus, Macropus eugenii,
Omithorhyncus anatinus, Erinaceus
europaeus,  Choleopus  hoffmanii,
Loxodonta africana, Mus musculus,
Equus caballus, Sus scrofa,
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Abb. 1.3: Auszug von Organismen mit LOX-Sequenzen aus 2 Domdnen und 5 Kénigreichen der belebten Natur.
Bei der Domdne der Archaea besteht erst jiingst der Verdacht, LOX-Sequenzen zu enthalten (Kuhn et al.,
unverdéffentlicht). Womdglich hat sich die Vielfalt der rezenten LOX-Isoformen aus Cyanobakterien entwickelt
(blaues Fragezeichen), vielleicht aber auch aus den bisher fraglichen LOXen von Archaea (rotes Fragezeichen).

Modifiziert nach Ivanov 2010.
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LOX exprimierende Einzeller enthalten in aller Regel nur ein oder zwei miteinander
verwandte LOX-Gene. Im Gegensatz dazu enthalten hoher entwickelte Organismen eine
Vielzahl unterschiedlicher LOX-Genen deren Verwandschaftsgrad manchmal eher niedrig ist.
Beim Menschen wurden beispielsweise 6 funktionelle LOX-Gene identifiziert und identische
Verhaltnisse liegen bei anderen Primaten (Bonobo, Schimpanse, Gorilla, Orang Utan) vor. Das
Zebrafischgenom enthalt 7 LOX- Gene (3.1.1.). Bei einigen Pflanzen (Reis, Sojabohne) gibt es
bedeutend mehr LOX-Gene, wobei deren Funktion unklar ist. Diese Sequenzdaten deuten darauf
hin, dass die Anzahl der LOX-Gene nicht als MaR fiir den evolutiondren Entwicklungsstand
eines Organismus angesehen werden kann. Es bleibt allerdings die Frage zu klaren, zu welchem
Zweck eine derartige biologische Vielfalt entstanden ist.

1.1.2.2. LOX-Nomenklatur

Die Nomenklatur der LOX-Isoformen ist vielschichtig und teilweise verwirrend.
Tierische Lipoxygenasen wurden urspringlich nach ihrer Positionsspezifitat der Oxygenierung
von Arachidonséure eingeteilt in 5-LOX, 12-LOX etc. Dabei kennzeichnet die Zahl im Namen
die  Nummer des Kohlenstoffatoms der Arachidonsdure, an welches gemal des
Reaktionsmechanismus (Abb. 1.1) der molekulare Sauerstoff eingefihrt wird. Diese
Arachidonséure-basierte Nomenklatur ist zwar einfach und allgemein verstandlich, hat aber eine
Reihe von Nachteilen. Sie ist zum einen nicht eindeutig, d.h. verschiedene LOXen kdnnen in
verschiedene Klassen (z.B. 12/15-LOXen) eingeordnet werden. Zum anderen berucksichtigt
diese Nomenklatur nicht evolutiondre Verwandtschaftsbeziehungen zwischen verschiedenen
LOX-Isoformen. Fur Séugetiere wurde unter Berlcksichtigung der phylogenetischen
Verwandtschaftsbeziehungen eine Einteilung in 4 Subfamilien, 12/15-LOX, 5-LOX, Plattchen-
Typ 12-LOX und Epidermis-Typ-LOX vorgeschlagen, die aber fur niedere Tierformen nicht
anwendbar ist. Auch bei Pflanzen stoflen die tierischen Klassifizierungskonzepte an ihre
Grenzen, weil Arachidonsdure kein verbreitetes Substrat der Pflanzen-LOXen darstellt und
Pflanzen beispielweise keine Blutplédttchen besitzen, um als Plattchen-Typ-LOX eingeteilt zu
werden. Um dem Abhilfe zu schaffen wurden pflanzliche LOX nach der jeweiligen Pflanze ihrer
Entdeckung benannt und teilweise schlicht durchnummeriert wie bei der Sojabohne LOX L-1,
L-2 etc. Andere Namensgebungen basieren auf dem jeweiligen Gewebe-Typ der
Erstbeschreibung oder auf der Stereospezifitat der Reaktionsprodukte. Zusammenfassend muss
man sagen, dass es derzeit noch kein allgemeingultiges Konzept zur Klassifizierung von LOXen
gibt und auch keine einheitliche LOX-Nomenklatur vorliegt. Fir Sdugetier-LOXen hat es sich in

den letzten Jahren bewéhrt, die einzelnen Isoenzyme mit den Namen der entsprechenden
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menschlichen Gene (ALOX15, ALOX12, ALOX15B, ALOX12B, ALOX5, ALOXe3,
ALOXel12) oder murinen Gene (alox15, alox12, alox15b, alox12b, alox5, aloxe3, aloxel2) zu

kennzeichnen, wenn immer dies eindeutig maéglich ist.

1.1.3. Biologische Bedeutung verschiedener LOX-Isoformen

LOXen besitzen bei tierischen Organismen eine groRe Vielzahl physiologischer und
pathophysiologischer Funktionen, die v.a. Entziindungsreaktionen, Zelldifferenzierung und
Zellwachstum zuzuordnen sind. Auffallend ist dabei, dass die Reaktionsprodukte
unterschiedlicher LOX-Isoformen bei vielen Anwendungsgebieten sowohl wiinschenswerte
Effekte als auch unerwiinschte Effekte erzeugen.

Bei der Atherogenese (1.1.3.2) sollen LOXen durch mindestens 3 Mechanismen beteiligt
sein, Bildung von bioaktiven Mediatoren, Modifizierung von Lipoproteinen sowie durch
Regulierung der Genexpression (Kuhn 2007, 2005). Paradoxerweise bewirkt eine
Hochregulierung entsprechender LOX-Gene bei Kaninchen einen vasoprotektiven Effekt,
wéhrend ein vasoprotektiver Effekt bei Mausen durch eine Herunterregulierung der
entsprechenden LOX-Gene erreicht wird.

Analog zu diesem scheinbar widersprichlichen Phdnomen stellen sich LOXen in der
Kanzerogenese dar. Einerseits nehmen sie Einfluss auf Progression von Karzinomen,
andererseits vermdgen LOXen die Tumorgenese zu supprimieren (1.1.3.4.).

Vergleichbar entgegengesetzte Effekte wurden auch fir die Pathogenese von
Entziindungsreaktionen beschrieben, da LOXen sowohl proinflammatorische als auch
antiinflammatorische Wirkungen besitzen (1.3.1.). Diese Uberlegungen fiihrten jiingst zur
Uberprifung der Moglichkeit, die proinflammatorische Maus alox5 durch gezielte
Verkleinerung ihrer Substratbindungstasche zur 15-Lipoxygenierung zu fiihren, so dass vermehrt
antiinflammatorische Reaktionsprodukte entstehen (Hofheinz 2013).

Generell bestehen mannigfaltige Uberlegungen, wie durch Beeinflussung der LOX-
Aktivitdt ein anderes Muster von lokalen Gewebsmediatoren bei verschiedenen
Krankheitsbildern medizinisch relevant sein konnte (Di Gennaro 2012, Haeggstrom 2010). Ein
konkretes Anwendungsbeispiel stellt das Medikament Zileuton dar, welches den 5-LOX-
Stoffwechselweg inhibiert (Berger 2007). Von dieser Hemmung profitieren Patienten mit
Asthma bronchiale, Chronisch Obstruktiver Lungenerkrankung, Infekten der oberen Atemwege
sowie Patienten mit dermatologischen Krankheitsbildern. Zahlreiche weitere Pharmaka, die
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direkt auf LOXen oder auf die LOX-Aktivitst modulierende Biomolekile wirken, sind
Gegenstand aktueller Forschung (Hofmann 2013, Schaible 2013).

LOXen sind mittlerweile thematisch in samtlichen medizinischen Disziplinen vertreten,
so dass im Rahmen dieser Arbeit Schwerpunkte fir tierische Organismen zu setzen waren. Eine
kurze Darstellung zu der biologischen Bedeutung pflanzlicher und bakterieller LOXen gibt
Kapitel 1.1.3.6., dartiber hinaus werden zunehmend biotechnologische Anwendungsgebiete fir
LOXen erschlossen (Hansen 2013, Ivanov 2010).

Gemeinsam ist den meisten Anwendungsmaoglichkeiten jedoch der Stoffwechsel von
Fettsdure-Derivaten, die als lokale Gewebsmediatoren dienen und vornehmlich in Leukozyten,
Blutplattchen oder einigen peripheren Geweben entstehen (Di Gennaro 2012, Abb.1.4). Wenn
eine mehrfach ungeséttigte Fettsdure wie Arachidonséure aus den zelluldren Phospholipiden
freigesetzt wird, konkurrieren theoretisch 3 Enzyme um dieses Substrat: i) Cyclooxygenasen
(COXen), ii) LOXen und iii) Cytochrom P450-abhangige Monooxygenasen. Im Rahmen dieser
Arbeit wird nur der LOX-Stoffwechsel néher betrachtet:

Die zytosolische Phospholipase A2 (cPLA2, im Wesentlichen Gruppe IV der
Phospholipasen, Murakami 2011) bildet zusammen mit der 5-LOX und dem 5-LOX-
aktivierenden Protein (FLAP) einen Komplex an der Kernmembran. In ruhenden
Entziindungszellen wie neutrophilen Granulozyten ist dieser Komplex jedoch nicht nachweisbar.
Nach Zellaktivierung werden Phospholipase und ALOX5 in Ca?*-abhingigen Reaktionen an die
Kernmembran transloziert und damit aktiviert. Die genauen Mechanismen der Translokation und
der Enzymaktivierung sind noch nicht eindeutig geklart und auch die genaue Rolle des 5-
lipoxygenase activating protein (FLAP) ist noch nicht eindeutig geklért. Jedenfalls wird durch
die Translokation der cPLA2 an die Kernmembran Arachidonsaure freigesetzt und durch die 5-
LOX zu 5-H(P)ETE oxygeniert (Abb.1.4). Die 5-LOX-Aktivitdt wird dabei auf mehreren
Ebenen reguliert: Intrazellulare Calcium-Konzentration und das Coactosin Like Protein (CLP)
wirken bei der Translokation an die Kernmembran mit, daruber hinaus sind noch
ATP/Phosphorylierung, Phosphocholin und FLAP an der Regulierung beteiligt. 5-H(P)ETE wird
anschlieBend Uber die Leukotrien-As-Synthase des Enzyms in das Leukotrien A4 (LT As4) als
zentrales Zwischenprodukt metabolisiert (Abb. 1.4). Aufgrund seiner Epoxid-Gruppe ist LT A4
sehr instabil. Es kann enzymatisch durch die LT As-Hydrolase in LT B4 umgewandelt werden,
unterliegt aber auch einer nicht-enzymatischen Hydrolyse. Weiterhin kann LT A4 mit Glutathion
konjugiert werden, wobei durch die Katalyse der LT Cs4- Synthase LT Ca entsteht. Alternativ
kann LT Aadurch verschiedene LOXen zu Lipoxin A4 (LX As) verstoffwechselt werden. LT Ca
wiederum kann als Vorlgufer fur LT D4 und LT E4 fungieren. LT Ca4 und seine zuletzt genannten
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- Abb 1.4: Schematische Darstellung des 5-LOX-

Stoffwechselweges. Die zytosolische Phosholipase A2
(cPLA2) setzt im Zusammenspiel mit weiteren Proteinen
(hier nicht gezeigt) Arachidonsdure frei, welche durch die

LXA4 5-LOX zu 5-H(P)ETE und weiter zu Leukotrien A4 (LTA4)
oH umgesetzt wird. LTA4 stellt ein zentrales Intermediat dar,
2 1%8 " welches einerseits durch weitere Enzyme (hier nicht
V\(;HL gezeigt) zu Leukotrien B4 und dem Glutathion-haltigen

Leukotrien  Ca  verstoffwechselt werden  kann,
andererseits durch verschiedene LOXen zu Lipoxin A4
(LXA4). Modifiziert nach Di Gennaro 2012.

Derivate werden aufgrund des Vorhandenseins eines Cystein-Restes auch als Cystein-haltige
Leukotriene (Cys-LTs) bezeichnet. Diese Nomenklatur ist besonders pragmatisch, da es
entsprechende Zelloberflachenrezeptoren (CysLT-Rezeptortyp 1 und 2) sowie weitere
Rezeptoren (Di Gennaro 2012) fiur Cystein-haltige Leukotriene gibt und die biologische
Funktion Cystein-haltiger Leukotriene abweicht von der Funktion nicht Cystein-haltiger
Leukotriene wie LT B4 (1.1.3.1., Tab 1.1). LT B4 wird vor allem von Monozyten/Makrophagen,
neutrophilen Granulozyten und dendritischen Zellen ausgeschittet, wéahrend die Cys-LTs
vornehmlich von Makrophagen/Monozyten, Mastzellen, eosinophilen Granulozyten und
dendritischen Zellen synthetisiert werden. Im Gegensatz zu den Leukotrienen wirkt Lipoxin A4
antiinflammatorisch, da es mit proinflammatorischen Mediatoren (z.B. LT B4 oder Cathelicidin
LL-37) um deren Rezeptoren (FPR2/ALX, BLT1) konkurriert (Wan 2011).

Durch die Aktivitat von 12-lipoxygenierenden Enzymen kann noch eine andere Klasse
von Lipid-Mediatoren entstehen, die Hepoxiline (HX) genannt werden (Krieg 2013, Epp 2007).

Das primare Arachidonsaureoxidationsprodukt solcher Enzyme, die 12-H(P)ETE, wird dazu wie
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ublich intrazellular zu 12-HETE reduziert und anschlieBend zu einem HX isomerisiert. Auf
welche Weise die Isomerisierung genau erfolgt ist nicht ganzlich bekannt, offenbar fungieren
einige LOXen wie die epidermale LOX-3 (eLOX-3) auch als Hepoxilin-Synthase (Krieg 2013).
Durch eine Isomerisierung entstehen jedenfalls die Hydroxy-Epoxid-Derivate HX A3 und HX
B3, welche im Gegensatz zu den HETE-Verbindungen keine konjugierten Doppelbindungen

mehr besitzen sondern eine hochreaktive Epoxid-Gruppe.

1.1.3.1. LOXen bei der Entziindungsreaktion

Wie bei 1.1.3. erwéhnt, sind LOXen in Leukozyten weit verbreitet, generell stellen
Leukozyten bekannterweise die Hauptkomponente des angeborenen Immunsystems dar. Daher
sind LOX-Reaktionsprodukte mafgeblich beteiligt an der primaren Immunantwort bei
zellularem Stress, Verletzung und der Exposition gegentiber Pathogenen (Di Gennaro 2012).
Daruber hinaus sind die LOX-Metabolite auch am adaptiven Immunsystem beteiligt. Tab. 1.1
liefert einen Uberblick tber die weitreichenden Effekte der Leukotriene im lokal entziindlichen

Milieu aseptischer und septischer Inflammation (Di Gennaro 2012).

Effektor-Zelltyp

Leukotrien B4

Cys-Leukotriene

Neutrophiler Granulozyt

Chemotaxis, Aggregation, Adharenz,
Aktivierung, Degranulierung

Mastzelle

Rekrutierung unreifer Mastzellen

Produktion von IL-5, IL-8, TNF-
o, MIP-1pB

Dendritische Zelle

Chemotaxis, Migration zu
Lymphknoten

Migration zu Lymphknoten

Monozyt/Makrophage Produktion von IL-6, MCP-1, TNF-o. | Produktion von MCP-1, TNF-q,
MMP-9
Lymphozyt T-Zell-Rekrutierung von Sensibilisierung auf Allergene bei

lymphatischem Gewebe nach
peripher, Expression von CD23,
CD54 und CD105 in B-Lymphozyten

entzuindlichen Prozessen der
Lunge, Th2-Immunantwort

Glatte Muskelzelle

Proliferation, Migration

Vasospasmus, Bronchospasmus

Endothel

Permeabilitatserhohung, erhohte
Mikrozirkulation, Hochregulation
von Adhésions-Proteinen

Tab 1.1: Ubersicht (ber die biologische Wirkung von Leukotrien B4 und der Cystein-haltigen
Leukotriene in verschiedenen Effektorzellen. IL= Interleukin, MCP-1= monocyte chemoattractant
protein-1, TNF-a= Tumornekrosefaktor a, MIP-18= Macrophage inflammatory protein-186,

MMP-9= Matrix metallopeptidase -9.

1.1.3.2. LOXen bei Atherosklerose
Atherosklerose ist das wesentliche histopathologische Korrelat fiir jene Zivilisationskrankheiten
von westlich geprégten Gesellschaften, die klassischerweise mit Makroangiopathie einhergehen:

Koronare Herzkrankheit/Myokardinfarkt, Schlaganfall sowie periphere Verschlusskrankheit. Beli
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der Atherogenese sollen LOXen durch mindestens 3 Mechanismen beteiligt sein, die Einfluss auf
eine wesentliche Komponente der Atherogenese, den Umbau der Gefalwéande (vascular
remodeling), austben: i) Bildung von bioaktiven Mediatoren, ii) Modifizierung wvon
Lipoproteinen sowie iii) durch Regulierung der Genexpression (Kuhn 2007). Der histologische
Fokus der Pathogenese ist die Wandung von arteriellen BlutgeféRRen, wobei glatte Muskelzellen
(SMC), Endothelzellen (EC) und Zellen des Immunsystems eine besondere Rolle spielen:

0] Bioaktive Mediatoren: 15-HETE steht jingst unter Verdacht, die Integritdt und
Permeabilitat von Gefalwéanden zu schadigen, indem die tight-junctions als Zell-Zell-
Verbindungen gelost und die Adhésion von Makrophagen geférdert wird (Kundumani-
Sridharan 2013). Auf diese Weise konnte es bei der Atherogenese zur Plaquebildung
kommen. 12/15-LOX-Metabolite bewirken ebenso Mitose-fordernde Kaskaden in EC
und SMC durch Bahnung der Signalwege von mitogen-activated protein-Kinasen (MAP-
Kinasen, Rao 1994, Setty 1987) und des epidermal growth factor (EGF, Eling 1994, Hui
1999).  Proinflammatorische ~ Stimuli  werden Uber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
(NFkB, Natarajan 2001) und durch 5-LOX-Aktivitat ausgelost (1.1.3.1., Tab 1.1). 15-
HETE stimuliert die Migration von EC, so dass ein Zusammenhang mit
Neovaskularisierung anzunehmen ist (Graeber 1990). Die Reaktionsprodukte von 12/15-
LOXen fihren zur Hypertrophie von SMC (Reddy 2002) und sind aulRerdem
vasomotorisch aktiv (Kuhn 2007). Dartiber hinaus besteht eine Verbindung von LOX-
Signalwegen und dem NO-Stoffwechsel (O" Donnel 2001, Rubbo 2005). Hohe NO-
Spiegel wirken auf verschiedene Weise antiatherogen (Li 2013a). Humane
arteriosklerotische Plaques zeigen hohere mMRNA-Spiegel flr 3 zentrale Proteine der LT
Bs-Synthese (5-LOX, FLAP, LT Aas-Hydrolase), verglichen mit gefalRgesunden
Kontrollgruppen (Qiu 2006). LT Ba bewirkt eine Aktivierung und Migration von SMC
(Heller 2005) neben den in Tab 1.1 genannten Wirkungen im lokal-entziindlichen Milieu

wie Chemotaxis.

(I)  Modifizierung von Lipoproteinen/Biomembranen: 12/15-LOXen vermdégen nicht nur
freie Fettsduren zu modifizieren sondern auch Fettsduren, die in komplexen
Bioaggregaten wie Lipoproteinen und Biomembranen inkorporiert sind. Die Bildung von
Gefallwandlasionen beruht auf einer subendothelialen Akkumulation von Makrophagen,

die durch UberschieRende Aufnahme von Cholesterolestern zu Schaumzellen werden
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(Kuhn 2005). Die Lipidablagerungen in den Schaumzellen stammen im Wesentlichen aus
oxidativ modifizierten Lipoproteinen geringer Dichte (LDL), die Uber Scavenger-
Rezeptoren in die Zellen gelangen, native LDL akkumulieren nicht intrazellulédr. Auch
Lipoproteine hoher Dichte (HDL) kénnen oxidativ geschédigt werden und damit ihren
ursprunglich vasoprotektiven Effekt verlieren (Pirillo 2008).

Fur Knock-Out-Mduse wurde gezeigt, dass die Menge an atherosklerotischen Plaques
abnimmt, wenn man das alox15-Gen ausschaltet (Cyrus 2001, George 2001). Bei einer
Uberexpression der alox15 in EC stieg der Anteil atherosklerotischer Plaques signifikant
an (Harats 2000). Im Gegensatz zu letztgenanntem Phanomen bei Mausen zeigte sich bei
transgenen Kaninchen, welche die ALOX15 in Monozyten uberexprimieren, ein
antiatherogener Effekt (Shen 1996). Mdglicherweise beruhen diese widerspriichlichen
Daten auf einem Schutz der Maus-Makrophagen durch verminderte Scavenger-Rezeptor
Expression und erhohtem intrazelluldren Lipid-Umsatz. Ein 1:1 Ruckschluss auf den
Menschen ist ohnehin nicht zuléssig, jlingere Studien zeigten jedoch, dass eine erhéhte
Konzentration der ALOX15B in Lé&sionen der hirnversorgenden Arteria carotis mit einer

Zunahme an zerebrovaskuléren Ereignissen einhergeht (Gertow 2011).

Regulierung der Genexpression: Neben den Transkriptionsfaktoren EGF und NF«B, die
durch LOX-Metabolite reguliert werden (1.1.3.2., Abschnitt 1), ist oxidativer Stress ein
Faktor der Genexpressionsregulation (Li 2013b). LOX-Aktivitat fordert den oxidativen
Stress einer Zelle, zumal die entstehenden Hydroperoxyverbindungen reduzierende
Valenzen der Zelle verbrauchen oder radikalische Kettenreaktionen induzieren, die zu
einer Erhéhung des oxidativen Potentials fiihren. Auf diese Weise kdnnte die Expression
redoxsensitiver Gene beeinflusst werden (Higashi 2005). Dies betrifft eine grofle Anzahl
von Proteinen (Kuhn 2007): extrazellulare Bindegewebskomponenten (Kollagen,
Lamine, Fibuline, Fibronektin, Aggrecan, Claudine), extrazelluére Proteinasen (Serpine,
Matrix-Metalloproteasen), Gewebsinhibitoren von Metalloproteasen, Wachstumsfaktoren
wie EGF und deren Rezeptoren sowie Adhésionsmolekile. Veranderungen der
Genexpressionsmuster wurden auch beobachtet, wenn humane EC mit ALOX15
transfiziert werden (Viita 1999, Wolle 1996). Beim entgegensetzt konstruierten
Versuchsaufbau (Expressionsunterdriickung der ALOX15) wurden global gegenléufige
Effekte beobachtet, wobei sich die einzelnen Gene in ihrer Regulationskinetik von

einander unterschieden (Li 2005).
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Dariiber hinaus wird die Entstehung von Bauchaortenaneurysmen durch Leukotriene
beeinflusst. LTBs4 konnte durch Chemotaxis Effektorzellen des Immunsystems rekrutieren
(Houard 2009), wadhrend den CYS-LTs die Umstrukturierung der extrazellularen Matrix
zugeschrieben wird (Di Gennaro 2010, Di Gennaro 2012).

1.1.3.3. LOXen beim Asthma bronchiale

Cys-LTs spielen eine Schlisselrolle in der Pathogenese des Asthma bronchiale
(Duroudier 2009, 1.1.3.1. Tab 1.1). Sie bewirken eine Kontraktion der glatten Muskulatur in der
Wandung der Bronchien und erhéhen die GefaRpermeabilitat (Haeggstrom 2012, Walch 2000).
Letztlich kommt es zu einem strukturellen Umbau des Bronchialsystems mit Vermehrung der
Becherzellen und somit vermehrter Schleimproduktion sowie zum fibrotischen Umbau des
Lungenbindegewebes (Holgate 2003). Eine verminderte Synthese von LTB4 wurde durch
pharmakologische Hemmung der LTAs-Hydrolase erreicht, dies reduzierte die Rekrutierung von
CD4+- und CD8+-Lymphozyten und verminderte auf diese Art den inflammatorischen Prozess
(Rao 2010). LTB4 fuhrt ferner zur Adhdsion von polymorphkernigen Granulozyten am
GefaRendothel (Gimbrone 1984) und fordert deren Wanderung durch die GefdRwand (Nohgawa
1997). Neben diesen Effekten, die auf 5-Lipoxygenierung beruhen, werden auch fir
Reaktionsprodukte der ALOX15 proinflammatorische Wirkungen beschrieben. So induziert z.B.
15-HETE eine Bronchokonstriktion und die Ausbildung eines Gewebeddems (Nasser 2002).

Den proinflammatorischen Metaboliten aus dem LOX-Stoffwechsel stehen die
antiinflammatorischen Lipoxine gegenuber. Sie entstehen durch interzelluldre Wechselwirkung
und ihre Bildung wird mit dem Beginn der Entziindung initiiert (Maderna 2009, Serhan 2005a,
Serhan 2005b). Lipoxine bewirken eine Hemmung der Chemotaxis und der Transmigration von
Leukozyten aus der Blutbahn ins Lungenparenchym (Serhan 1995, Lee 1989). Ferner wird die
GefaBpermeabilitdt herabgesetzt (Takano 1998). Auch andere Funktionen der Leukotriene
werden antagonisiert. Durch Stimulation der Migration von M2-Monozyten fordern Lipoxine
den Abbau apoptotischer Granulozyten (Godson 2000, Maddox 1996). Der fibrotische Umbau
des Lungenparenchyms wird durch verringerte Transmission des platelet-derived growth factor
(PDGF) begrenzt (Rodgers 2005).

Cys-LTs scheinen auRerdem einen alternativen Weg der allergischen Reaktion gegenliber
Hausstaubmilben einleiten zu kénnen, der neben den klassischen IgE- und TH2-Lymphozyten-
vermittelten Mechanismen besteht (Di Gennaro 2012). Bei diesem alternativen Weg wird eine
Dectin-2-Lectin-Rezeptor-CysLT-Achse postuliert (Barrett 2011), um TH2-Lymphozyten zu
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stimulieren, aul3erdem scheint die Affinitat von LTE4 zu dem Blutplattchen P2Y12-Rezeptor bei
der Maus die Inflammation zu bahnen (Di Gennaro 2012, Paruchuri 2009).

1.1.3.4. LOXen bei der Kanzerogenese

LOXen sind an der Pathogenese verschiedener maligner Erkrankungen beteiligt. Im
Rahmen dieser Arbeit soll jedoch nur auf 3 besonders bedeutsame Malignome eingegangen
werden: i) Prostatakarzinom als dem haufigsten Karzinom des Mannes, ii) Mammakarzinom als
dem haufigsten Karzinom der Frau, iii) Kolorektalen Karzinom als haufigstem Karzinom in der
Geschlechtergesamtheit ~ (Robert-Koch-Institut ~ 2008).  Ahnlich ~ wie  bei  anderen
Anwendungsgebieten (1.1.3.2., 1.1.3.3.) zeigen LOXen ambivalente Eigenschaften, so dass

Progression von Neoplasien als auch Regression beobachtet wurden.

Beim Prostatakarzinom scheinen ALOX15-Metabolite der Docosahexaensaure die
Proliferation bereits in niedriger Konzentration zu hemmen (O'Flaherty 2013a), was mit der
Regulierung des peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPAR-y) in Zusammenhang
stehen konnte. Umgekehrt vermag die Aktivitit der ALOX15B die Angiogenese und
Proliferation zu hemmen, indem der vascular endothelial growth factor-Signalweg (VEGF)
unterbrochen wird (Tang 2009). Daher ist es nicht verwunderlich, dass gesundes Epithel des
Prostatagewebes die ALOX15B exprimiert, wahrend entartete Zellen diese Fahigkeit verloren
haben. Auch ALOX12 soll beim Prostatakarzinom nachteilige Effekte besitzen (Dilly 2013). Ein
Anstieg der 12(S)-HETE-Konzentration induziert die Uberexpression der matrix
metallopeptidase-9 (MMP9) und eine Aktivierung des Phosphoinositid-3-Kinase/ Proteinkinase
B-Signalweges (PI3K/AKT) sowie des NFkB-Weges. Letztgenannte Signalwege kdnnten bei der
Migration von Endothelzellen mitwirken und somit zur Vaskularisierung der entarteten Zellen

beitragen.

Beim Kolorektalen Karzinom wird der ALOX15 ein positiver Effekt zugeschrieben
(Xiangsheng 2012). Der Theorie nach soll dieser Effekt auf einer inversen Beziehung zwischen
ALOX15 und Cyclooxygenase-2 (COX-2) beruhen. Die Aktivitdt der ALOX15 vermindert die
Expression von IL-1B- und TNF-a, so dass der nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells- Signalweg (NFxB) herunterreguliert wird. Dies hemmt die Expression der
prokarzinogenen COX-2.

Die ALOX5 scheint das Wachstum von Kolorektalen Karzinomen zu fordern (Cheon

2012, Wasilewicz 2010). Bei immunhistochemischen Untersuchungen zeigte sich eine erhohte
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Expression des Enzyms in adenomatdsen Polypen (Prdkanzerose) und bei vollstandig
ausgepréagten Karzinomen. Durch Hemmung der 5-LOX lieR sich eine konzentrationsabhéngige
Minderung der Zellproliferation erzielen (Melstrom 2008). Fir die Pathogenese Kolorektaler
Karzinome ist eine Adenom-Karzinom-Sequenz beschrieben, die sich in einer Zeitspanne von
etwa 10 Jahren vollzieht. Neben anderen praventiven MaRnahmen sollen kiinftig synthetische
und nattrliche Pharmaka, die eine Wirkung auf den LOX-Weg ausiiben, zur Pravention dieser

malignen Erkrankung Anwendung finden (Rao 2012).

Beim Mammakarzinom wurde jingst ein Zusammenhang zwischen der Konzentration
von Arachidonséure und der zytosolischen Phospholipase A2 (cPLA2) einerseits sowie der
Aktivitdt des mammalian target of rapamycin- (MTOR-) und des vascular endothelial growth
factor-Signalweges (VEGF) andererseits gefunden (Wen 2013). Durch zuletzt genannte
Signalwege erhoht sich die Proliferation und Angiogenese am Ratten-Modelorganismus. Es
konnte ferner gezeigt werden, dass dieser Effekt durch LOX-Aktivitdt und nicht durch COX-
Aktivitat verursacht wird. Dartiber hinaus ist die Bildung von 13- Hydroxyoctadecadiensaure
(HODE) durch die ALOX15 ein Marker fur eine infauste Prognose des Mammakarzinoms
(O'Flaherty 2013b).

5-LOX-Metabolite vermitteln offenbar zelluldre survival-Strategien via protein kinase C-
epsilon-Transmission (PKCg), so dass eine Inhibition der 5-LOX die Apoptose fordert
(Sarveswaran 2013). Beziglich der 5-LOX ist auch bei mehreren malignen Entitaten wie dem
Prostatakazinom, Pankreaskarzinom und dem Kolorektalen Karzinom eine unerwiinschte
Wirkung beschrieben (Hofmann 2013, Steinhilber 2010). Diese Evidenz ergebe sich aus
folgenden Beobachtungen:

In entarteten Zellen kommt es zu einer Uberexpression der 5-LOX, Leukotriene fordern
die Proliferation und aktivieren anti-apoptotische Signalwege. Pharmakologische Hemmung der
5-LOX induziert ferner den Untergang entarteter Zellen, das Ausschalten der ALOX5 und/oder
der Leukotrien-Rezeptor-Expression vermindert das Wachstum der betroffenen Zellen. Die
vielféltigen Einflisse der 5-LOX bedingen das pharmakologische Interesse an diesem Enzym
(Hofmann 2013, Schaible 2013).

1.1.3.5. LOXen bei der epidermalen Differenzierung
In der Epidermis tragen LOXen wesentlich zur Barrierefunktion bei, wie knock-out-

Versuche bei der Maus nachweisen konnten (Krieg 2013, Epp 2007). Beim Menschen kommt es
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wohl funktionell zu einem vergleichbaren knock-out-Szenario, wenn bei der dermatologischen
Erkrankung der Ichthyose in ihren autosomal-rezessiven congenitalen (ARCI) Formen die Gene
der ALOX12B und der epidermalen LOX-3 (eLOX-3) keine aktiven Transkripte erzeugen
(Osorio 2013). Andere Epithelien wie die Cornea bedurfen der LOX-Metaboliten zur
Funktionswiederherstellung nach Verletzung (Kenchegowda 2010).

1.1.3.6. Sonstige Funktionen von LOXen

Es wird zunehmend deutlich, wie viele physiologische und pathophysiologische
Funktionen alleine bei tierischen Organismen mit LOXen zusammenhéngen. Daher kdnnen im
Rahmen dieser Arbeit nur stichprobenartig Beschreibungen erfolgen, eine umfassende
Darstellung wiirde ein separates Promotionsthema ergeben.

Die alox15 scheint bei Mdusen die Spermatogenese zu beeinflussen (Moore 2010). So
zeigten entsprechende knock-out-Mause eine fehlerhafte Spermatogenese mit morphologisch
veranderten Spermatozoen.

In dieser Arbeit wurden molekulare Aspekte der Zebrafisch LOX1 untersucht (3.2.).
Offenbar ist dieses Enzym essentiell fur die regelrechte embryonale Entwicklung des
Zebrafisches, da knock-out-Versuche zu Fehlbildungen des Gehirns, der Augen, des Schwanzes
sowie zu Odemen des Perikards und des Dottersacks filhrten (Haas 2011, 4.1.2.).

Weitere Anwendungsgebiete ergaben sich in jlngerer Vergangenheit beim
neuropathischen Schmerz (Starowicz 2013), bei Endometriose (Canny 2013), dariiber hinaus bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Chorea Huntington (Rao 2011,
Kumar 2011, Wang 2011) sowie beim metabolischen Syndrom und Diabetes mellitus als einer

der Komponenten des metabolischen Syndroms (Martinez-Clemente 2011, Dobrian 2011).

Bei Pflanzen besteht eine &hnliche Vielfalt der physiologischen und
pathophysiologischen Funktionen wie bei Tieren. Im Wesentlichen sind pflanzliche LOXen
beteiligt an der Produktion von Phytohormonen, der Bereitstellung von Samen, der Seneszenz
von Pflanzen, Geschmacksentwicklung sowie an der Abwehr von Pathogenen und bei der
Regeneration nach Verletzung und Stress (Hu 2009, Feussner 2002, Porta 2002).

Uber die biologische Bedeutung von LOXen bei Bakterien ist hingegen deutlich weniger
bekannt. Eine mdgliche Funktion kénnte in der Beeinflussung der Membranfluiditét liegen. Der

Anteil an ungeséttigten und mehrfach ungesattigten Fettsduren in der Plasmamembran konnte
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einen wichtigen Faktor fur ihre dynamische Integritdit und somit fir die Kolonisierung
unterschiedlicher Lebensraume bei unterschiedlichen physikalischen Bedingungen darstellen
(Hau 2007, Vance 2004, Wasternack 2002).

1.2. Struktur-Funktionsbeziehung bei Lipoxygenasen

Bis auf wenige Ausnahmen (LOXen bei einigen Einzellern und Korallen) bestehen
LOXen aus einer einzelnen Polypeptidkette, die sich in eine N-terminale 3-Faltblatt-Domé&ne und
eine C-terminal a-helikale Doméne faltet (lvanov 2010). Es sind also prinzipiell monomere
Enzyme. In jungerer Vergangenheit jedoch konnte fur die Kaninchen ALOX15 nachgewiesen
werden, dass dieses Enzym in wassriger Lésung in einem Monomer-Homodimer-Gleichgewicht
vorliegt. Die Dimerisierung wird in Gegenwart von Fettsaure-Liganden stabilisiert und induziert
eine Konformationsanderung in beiden Monomeren (lvanov 2012). Fur die humane ALOX5
wurde ebenfalls eine Dimerisierung beschrieben (Hafner 2011), ebenso fir die Weichkorallen
Gersemia fruticosa 11R-LOX (Eek 2012).

Die verschiedenen tierischen LOX-Isoformen bestehen aus ca. 680 = 20 Aminoséuren.
Pflanzen-LOXen sind deutlich groRer, die Sojabohnen LOX-1 besteht beispielsweise aus 839
Aminoséuren und war historisch gesehen auch die erste LOX, deren Kristallstruktur aufgeklart
wurde (Boyington 1993, Minor 1996). Derzeit sind in der PDB Datenbank die Kristallstrukturen
von 32 LOXen hinterlegt, wobei fur bestimmte LOX-Isoformen mehrere Varianten aufgefiihrt
sind (mit oder ohne Substrat, unterschiedliche destabilisierende Sequenzen, Mutanten etc.,
www.pdb.org, Berman 2000, Zugriff am 23.6.2013). Weiterhin gibt es fir die Kaninchen
ALOX15 eine Losungsstruktur, die mit Hilfe der Rontgenkleinwinkelstreuung erstellt wurde
(lvanov 2010). An dieser Stelle soll sich jedoch auf die Struktur der Kaninchen ALOX15,
Schweine ALOX15, der humanen ALOXS5 und der Weichkoralle Gersemia fruticosa 11R-LOX
beschrankt werden. Die Kaninchen ALOX15 ist besonders ausfuhrlich untersucht (Choi 2008,
Boyington 1993, Minor 1996, Vogel 2010, Borngraber 1996, Borngraber 1999, Sloane 1991,
Ivanov 2011, Walther 2002), die Schweine ALOX15 ist die derzeit aktuellste 12-
lipoxygenierende LOX mit aufgeklarter Rontgenstruktur (Xu 2012). Die humane ALOXS5 ist
eine der medizinisch relevantetesten LOX-Isoformen und die Arbeiten zur Weichkorallen
G.fruticosa 11R-LOX sind aktuell, beriicksichtigen allosterische Effekte ebenso wie funktionelle
Untersuchungen (Eek 2012).


http://www.pdb.org/
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1.2.1. Strukturelle Basis der LOX-Katalyse

In der Vergangenheit hat sich gezeigt, dass es fir unterschiedliche LOX-Isoformen
unterschiedliche Erklarungsmodelle bezuglich ihrer Positions- und Stereospezifitat gibt. Ein
universelles Erklarungsmodel blieb bisher verborgen, ebenso ist es nicht moglich, allein anhand
struktureller Daten wie der Kristallstruktur die entsprechenden  Reaktionsprodukte mit
Sicherheit vorherzusagen. Im Folgenden sollen einige Erklarungsmodelle naher vorgestellt

werden, die sich bei einer Vielzahl von LOXen bewahrt haben.

1.2.2. Strukturelle Grundlage der Reaktionsspezifitat von LOXen

Die Reaktionsspezifitdt einer beliebigen LOX-Isoform setzt sich aus der
Positionsspezifitat und der Stereospezifitdit zusammen. Die Positionsspezifitat beschreibt die
Position der Sauerstoffinsertion auf dem Kohlenwasserstoff-Riickgrat des Substrates (1.1.1.), so
dass oftmals die Namensgebung einer LOX von ihrer Positionsspezifitat abhangt (1.1.2.2.). Die
Stereospezifitat hingegen beschreibt die rdumliche Anordnung der Sauerstoffinsertion auf dem
Kohlenwasserstoff-Rickgrat des Substrates nach der Cahn-Ingold-Prelog-Konvention (CIP-

Konvention, [RS]-System).

1.2.2.1. Determinanten der Positionsspezifitat

Es liegen unterschiedliche  Auffassungen vor, wie Fettsduren in  der
Substratbindungstasche von LOXen ausgerichtet und gebunden werden. Ein gebréuchliches
Model, welches die Positionsspezifitat von 12/15-LOXen erklart, ist das erstmals am
Kaninchenenzym beschriebene Triadenkonzept (Borngraber 1999, Vogel 2010). Bei diesem
Konzept bilden drei kritische Aminosduren, Phe-353 (Borngraber I-Determinante), lle-418
(Sloane-Determinante) und 1le-593 (Borngraber Il-Determinante), den Boden einer
stiefelformigen Substratbindungstasche (1.2.3.), in die das Substrat mit dem Methylende der
Fettsdure (w-Ende) voran hineingleitet. Arg-403 auf der Proteinoberflache interagiert dem Model
nach mit der Carboxyl-Gruppe der Fettsdure. Durch ortsgerichtete Mutagenese an den genannten
Priméardeterminanten konnte ein Zusammenhang zwischen dem Volumen der Bindungstasche
und der Position der Sauerstoffinsertion in das Kohlenwasserstoff-Riickgrat der Fettsaure
hergestellt werden. Wurden die kritischen Determinanten durch Aminoséuren mit kleineren
Seitenketten ausgetauscht, vergroRerte sich das Volumen der Bindungstasche, so dass das
Substrat tiefer in die Tasche eindringen konnte. Auf diese Weise riickte C13 weiter vom Eisen

weg, waéhrend C10 dichter an das Eisen heran gelangte, so dass eine
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Wasserstoffabstraktion (Abb. 1.5) vom C10 wahrscheinlicher ist. Diese veranderte Orientierung
des Fettsdauremolekdls favorisiert eine Fettsdaureoxygenierung an C12. Umgekehrt flhrte eine
VergroRerung der Aminosdurenreste bei einer 12-lipoxygenierenden ALOX15 zu einer

Verkleinerung der Bindungstasche und somit zu einer vorrangigen Oxygenierung an C15.

15-LOX

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der
Volumenhypothese von 12/15-LOXen.
Je tiefer die Fettsdure in die
Substratbindungstasche eindringen
kann, desto weiter erfolgt die
Wasserstoffabstraktion (roter Pfeil) in
Richtung des Carboxyl-Terminus der
Fettsdure. Bei einer 12-LOX (untere
Skizze) gelangt das Substrat so tief in
die Tasche, dass C10 (rot und roter
Pfeil) eine enge Lagebeziehung zum
Eisen-Elektronenakzeptor besitzt. Die
Sauerstoffinsertion erfolgt dann 2 C-
Atome weiter (+2) bei C12 (schwarze
Pfeile), so dass 12-H(P)ETE entsteht. Bei
einer 15-LOX (obere Skizze) gelangt die
Fettsdure nicht so tief in die Tasche, so
dass die Wasserstoffabstraktion von
C13 erfolgt und 15-H(P)ETE entsteht.
Modlifiziert nach Walther 2001.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde die Volumenhypothese erarbeitet. Diese Hypothese, die
nicht nur fir die Kaninchen ALOX15 sondern fur eine Reihe anderer ALOX15 Isoformen und
fir die humane ALOX12 anwendbar ist (Sloane 1995, Sloane 1991, Vogel 2010, Burger 2000,
Watanabe 1993, Suzuki 1994) besagt, dass 15-lipoxygenierende ALOX15 Isoformen an den
Positionen der Triadendeterminanten grofie Aminosadurereste haben. Im Gegensatz dazu, weisen
12-lipoxygenierende ALOX15 Isoformen kleinere Resten an diesen Positionen auf. ALOX15
Isoformen konnen grundsétzlich sowohl 12-H(P)ETE als auch 15-H(P)ETE bilden.
Quantenmechanische Berechnungen (Toledo 2010) zur Kaninchen ALOX15 lieRen vermuten,
dass in den Substratbindungstaschen der ALOX15 Isoformen generell ausreichend Platz sei fiir
solch eine Verschiebungen der Fettsaure-Doppelbindungen, zumal mehrfach ungesattigte
Fettsduren &uferst flexibel sind. Nach diesen Moleklldynamik-Simulationen der
Fettsdurebindung sollte C10 der Arachidonséure rédumlich sogar etwas n&her zum Eisen
lokalisiert sein als das C13, was eigentlich eine 12-lipoxygenierung favorisieren sollte.
Moglicherweise ist die Wasserstoffabstraktion von C10 in vielen Féllen jedoch

thermodynamisch ungtinstiger oder wird durch sonstige Effekte behindert.
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Fur die humane ALOXS5 wurde errechnet, dass die Substratbindungstasche um etwa 20 %
groRer ist als die der Kaninchen ALOX15 (Walther 2001, Browner 1998). Durch Austausch der
entsprechenden kritischen Aminoséuren des Triadenmodels mit sperrigeren Aminosauren bei der
5-LOX entstand ein Enzym, welches hauptsachlich 15-H(P)ETE bildete (Schwarz 2001, Walther
2001). Dieses Ergebnis war mit der Annahme einer Verkleinerung des
Bindungstaschenvolumens vereinbar, wodurch C13 in die N&he des aktiven Eisens gedréngt
wurde. Ein Problem dieses mechanistischen Konzeptes stellt jedoch die Tatsache dar, dass bei
der ALOX5 die Radikalumlagerung und der Einbau des molekularen Sauerstoffs in (-2)-
Richtung erfolgt. Aus diesem Grund wurde eine Erganzung der Volumenhypothese aufgestellt,
nach welcher das Substrat in umgekehrter Orientierung, also mit der Carboxylgruppe voran in
die Bindungstasche eindringt (Prigge 1998, Walther 2001). Diese Substratbindung wirde zwar
die Stereospezifitat der Produktbildung hinreichend erklaren, ist jedoch aus thermodynamischen
Grinden problematisch (Browner 1998, Walther 2001): Das Vordringen einer polaren
Carboxylgruppe in die hydrophobe Umgebung der Substratbindungstasche weist eine hohe
Energiebarriere auf. Dennoch sollte eine solche inverse Substratorientierung prinzipiell moglich
sein (Walther 2001, Nethaniel 2011). Ein anderes Erklarungsmodel fiir 5-Lipoxygenierung
konnte die groRe Flexibilitat der Fettsduren in einer grolen Substratbindungstasche darstellen
(Walther 2001) oder ein alternativer Zugang zum aktiven Zentrum (Gilbert 2011, 1.2.5.).
Generell ist jedoch davon auszugehen, dass flr jede LOX-Isoform ein Gleichgewicht zwischen
Methyl-Terminus-voran- und Carboxyl-Terminus-voran- Ausrichtung vorliegt, welches von den

jeweiligen Reaktionsbedingungen abhéngig ist (Ivanov 2010).

Die Ausrichtung des Substrates am aktiven Zentrum von LOXen erklart ferner die
unterschiedlichen Reaktionsprodukte zweier Epidermis-Typ-LOXen, der humanen ALOX15B
und des orthologen Mausenzyms alox15b, das funktionell als 8-LOX zu klassifizieren ist. Beide
Enzyme haben eine sehr dhnliche Primarstruktur und folgen nicht dem Triadenkonzept. Als
kritische Determinanten dieser Enzyme konnten Asp-602 und Val-603 bei der humanen
ALOX15B und Tyr-603 sowie His604 beim murinen Enzym identifiziert werden (Jisaka-
Determinanten, Jisaka 2000). Die Grundlage fir die verschiedene Positionsspezifitat der
orthologen Enzyme kann durch eine unterschiedliche Substratausrichtung erklart werden: Bei
der humanen ALOX15B (auch 15-LOX2 genannt) bedingt die Methyl-Terminus-voran-
Ausrichtung eine Wasserstoffabstraktion von C13 mit radikalischer Umlagerung (+2), so dass
15-H(P)ETE entsteht. Bei dem Maus-Enzym bedingt die Carboxyl-Terminus-voran-Ausrichtung
eine Wasserstoffabstraktion von C10 mit radikalischer Umlagerung (-2), so dass 8-H(P)ETE
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entsteht. Bei der Maus ist vor allem His-604 an der Interaktion mit dem Carboxyl-Terminus
beteiligt und soll dessen Vorschub gewéhrleisten. Weitere Untersuchungen zu diesen beiden
Enzymen erfolgten durch Coffa und Brash 2004 im Rahmen der Untersuchung der
Stereospezifitat (1.2.2.2.).

1.2.2.2. Determinanten der Stereospezifitat

Wasserstoffabstraktion, Radikalumlagerung und Sauerstoffinsertion sind grundlegende
Schritte der Lipoxygenasereaktion (siehe 1.1.1.). Auf welche Weise dabei jedoch die hohe
Stereospezifitdit der LOXen zustande kommt, ist nicht umfassend bekannt. Nach der
Wasserstoffabstraktion ist das freie Radikal-Elektron (ber das gesamte Pentadiensystem
delokalisiert, welches eine Ebene bildet. Angenommen, das katalytisch aktive Eisen und die
damit verbundene Wasserstoffabstraktion erfolgt hinter dieser Ebene, so inseriert Sauerstoff vor
dieser Ebene (antarafacial). Wenn Sauerstoff vor dieser Ebene inseriert, kdnnen lediglich 2
bestimmte Enantiomere in (+2)- oder (-2)-Position mit unterschiedlicher Chiralitit entstehen.
Ein Beispiel dazu liefert Abb 1.6, dort findet die Wasserstoffabstraktion von C10 statt.

8R \\"" 12R
8S

Abb. 1.6: Ausschnitt des Kohlenwasserstoff-Riickgrates eines LOX-Substrates. In diesem Fall
erfolgte die Wasserstoffabstraktion von C10. Wenn die Wasserstoffabstraktion hinter der
Papierebene erfolgen wiirde, kénnte Sauerstoff nur auf der anderen Seite (antarafacial) vor der
Papierebene inserieren. Fiir diese Insertion ergeben sich dann lediglich 2 Positionen (+2) oder (-
2) mit unterschiedlicher Chiralitdt, 85-H(P)ETE und 12R-H(P)ETE. Analog verhdlt es sich beim
umgekehrten Fall, wenn die Wasserstoffabstraktion vor der Papierebene erfolgen wiirde. In
diesem Fall kénnte Sauerstoff lediglich hinter der Papierebene (antarafacial) inserieren, was zu
8R-H(P)ETE und 12S-H(P)ETE fiihren wiirde. Nach Coffa 2004.

Coffa und Brash veroffentlichen 2004 aufgrund dieses Phédnomens eine Hypothese,
welche die Stereospezifitat von LOXen mit einem Wechsel der Positionsspezifitat verband, die
sogenannte ,,Alanin versus Glycin-Hypothese* (A vs. G- Hypothese). Aus multiplen Alignments
verschiedener LOX-Isoformen konnte eine kritische Determinante ermittelt werden, welche bei
S-Lipoxygenasen als Alanin und bei R-Lipoxygenasen als Glycin konserviert ist (Coffa 2004).
Diese kritische Coffa-Determinante entspricht bei der humanen ALOX15B dem Ala-416.
Ortsgerichtete Mutationen an dieser Determinante konnten in unterschiedlichem Ausmal} die
Hypothese bekraftigen, bei einigen LOX-Isoformen jedoch bewirkten Mutationen an dieser
Determinate nur geringfligige Veranderungen der Reaktionsprodukte. So konnte beispielsweise
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die Korallen 8R-LOX durch eine Gly428Ala-Mutation in eine vorrangig 12S-H(P)ETE-
produzierende Enzymspezies umgewandelt werden. Die 15-lipoxygenierende humane
ALOX15B wird durch einen Ala416Gly-Austausch in eine 11R-H(P)ETE-produzierende
Enzymspezies (Coffa 2004) verwandelt. Die humane ALOX12 wurde in ein 8R-
lipoxygenierendes Enzym verwandelt, wobei diese Umwandlung nur inkomplett war (Jansen
2011). Bei der ALOX15 Isoform von Kaninchen, Menschen, Orang-Utan, Rhesusaffen und von
der Maus sowie bei der humanen 5-LOX konnten lediglich 10-30% der Reaktionsprodukte als R-
Enantiomere nach Mutation der Coffa-Determinante klassifiziert werden (Jansen 2011).

Als Ursache fir die Stereospezifitat und die damit verbundene Positionsspezifitat der A
vs G-Hypothese wurde zundchst die zusétzliche Methylgruppe des Alanins verantwortlich
gemacht. Diese Gruppe beanspruche den Raum auf der R-Seite des Pentadiens wodurch eine
Sauerstoffinsertion von dieser Seite verhindern werden sollte. Da dem Glycin diese
Methylgruppe in der Seitenkette fehlt, kdnnte dadurch ein gewisser Raum entstehen, wodurch
der Sauerstoff in der R-Position eingebaut werden konne.

Wie zuvor dargestellt, ist die A vs G-Hypothese nicht in der Lage, die Reaktionsweise
jeder tierischen LOX-Isoform hinreichend zu erklaren. Daher sind fir die
Sauerstoffpositionierung mindestens 5 alternative mechanisitische Hypothesen vorstellbar oder
eine Kombination derselben (Abb. 1.7, Jansen 2011, ein weiterer Mechanimus wird bei 4.2.2.
vorgeschlagen, der bei einer phylogenetisch alteren Cyanothece sp. LOX offenbar zur
Anwendung kommt, Andreou 2010):

) Radikal-Dislokation (Abb. 1.7 B): Wenn man davon ausgeht, dass nach
Wasserstoffabstraktion das radikalische n-Elektron gleichméaRig Uber das
Pentadien-System verteilt ist, wirde Sauerstoff, der Zugang zu allen Bereich des
Pentadien-Systems hat, statistisch an allen C-Atomen dieses Systems zu gleichen
Anteilen inserieren. Falls jedoch eine Aminosdure im Bereich dieses Pentadien-
Systems durch Exposition einer positiven Ladung die radikalische
Elektronenwolke an einem der C-Atome verdichten konnte, wirde dies die
Wahrscheinlichkeit einer gerichteten Sauerstoffinsertion erhéhen. Allerdings
wurde ein Aminoséurenrest mit dieser Funktion bisher nicht beschrieben.

i) Pentadien-Distorsion (Abb. 1.7 C): Nach Wasserstoffabstraktion liegt ein planares
radikalisches Pentadien-System in der Substratbindungstasche vor. Falls sich
dieses System rdumlich asymmetrisch ausrichtet ist, es also zu einer strukturellen
Distorsion kommt, kénnte die Elektronendichte an einem gewissen Bereich des

Pentadiensystems besser zuganglich sein fir Sauerstoff. Damit konnte die
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A vs G-Hypothese /
o, Sauerstoff-Zielfiihrung Radikal-Dislokation

N

MW=V=\ 00 MWV=V

Abb. 1.7: Ubersicht verschiedener

Hypothesen der Stereospezifitdt von

R* LOXen. (A) Die A vs G-Hypothese geht
5 RCOO- davon aus, dass Sauerstoff aufgrund
der Seitenkette der Coffa-Determinante

zu einem bestimmten Ziel-C-Atom
geleitet wird. (B) Eine Radikal-

A B Dislokation kénnte die
Elektronendichte des Radikal-Systems
einseitig erhéhen, wenn positive Reste

Pentadien-Distorsion Radikal-Reduktion n __dle Ndahe des SU_bStf ates gelang_en
wiirden. (C) Das radikalische Pentadien
kénnte sich stark verformen und somit
bestimmte C-Atome priorisieren. (D)

. R Falls die Oxygenierung der Fettséuren
0\ 00 ) rein zufdllig geschehen wiirde, kénnte

NV_\/‘\LRCOO- M]w:\,RCOO eine stereospezifische Reduktion ein
bestimmtes chirales Reaktionsprodukt

C D hervorbringen. (E) Ein
entgegengesetzter alternativer Zugang
kénnte das Substrat mit Methyl-

Alternativer Zugang/ Terminus voran in die
Carboxyl-Terminus-voran Substratbindungstasche fiihren (linke
Bildhdlfte), auflerdem kénnte der
klassischerweise vermutete Zugang ein
Substrﬁt mi(t Zinerl umgekehrten

. —_— Ausrichtung (Carboxyl-Gruppe voran,

ooc A=W <= o-ocR\=A=/W rechte Bildhdlfte) passieren lassen.

E

Sauerstoffinsertion an ein bestimmtes Kohlenstoffatom und hier an eine
bestimmte Stelle (R- oder S-Position) dirigiert werden.

i) Radikal-Reduktion (Abb. 1.7 D): Unter der Annahme, dass die Oxygenierung der
LOX-Substrate prinzipiell reversibel ist (Kitaguchi 2005), kénnte sie prinzipiell
ungerichtet per Zufall erfolgen. Wenn aber die nachfolgende Reduktion der
Peroxyradikale stereoselektiv erfolgt, wirde sich ein spezifisches Produktmuster
ergeben. Bisher ist aber vollig unklar, welcher Aminoséurerest als interner
Elektronendonator wirken konnte, zumal dies klassischerweise die Funktion des
LOX-Eisens darstellt (1.1.1., Abb. 1.2).

iv) Alternativer Zugang bzw Carboxyl-Terminus-voran-Ausrichtung (Abb 1.7 E):

Die Stereospezifitdt wird auch dadurch beenflusst, welchen Zugangsweg das
Substrat zu seiner Bindungstasche bei gegebener Ausrichtung vornimmt. Bei der
humanen ALOX5 (Gilbert 2011, 1.2.5) wurde nach Auflarung der
Kristallstruktur ein alternativer Zugangsweg vorgeschlagen, den das Substrat mit
einer Methyl-Terminus-voran-Ausrichtung (w-Ende) vornehmen konnte (Abb 1.7

E, linkes Substrat), dartiber hinaus ist eine umgekehrte Ausrichtung mit Carboxyl-
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Terminus-voran  (a-Ende) durch den ursprunglich vermuteten klassischen
Zugangsweg maglich (Abb 1.7 E, rechtes Substrat, Gilbert 2011, 1.2.5.).

1.2.3. Kiristall- und Lésungsstruktur der ALOX15 des Kaninchens

Die Kaninchen ALOX15 ahnelt global gesehen einem Zylinder mit eliptischer
Grundflache (lvanov 2010, Choi 2008, Gillmor 1997, Abb. 1.8 A). Die N-terminale Domane
enthélt vornehmlich B-Faltblatt-Strukturen, wahrend die C-terminale Doméne Uberwiegend aus
a-Helices aufgebaut ist (Abb. 1.8 B).

A B

Abb 1.8: Struktur der Kaninchen ALOX15. (A) Zylindrische Form des Enzyms mit einer H6he von 10
nm. Als roter Punkt ist das Nichthdmeisen in der Tiefe des C-Terminus dargestellt. (B)
Uberprojektion des offenen (rot) und des geschlossenen Konformers (gelb) des Enzyms. Die a-Helix
2 umgibt unmittelbar die Substratbindungstasche und bewegt sich etwa 12 A bei
Ligandenbindung. In der Tiefe des C-Terminus befindet sich der Inhibitor innerhalb der
Substratbindungstasche. Modifiziert nach Ivanov 2010.

Die C-terminale Domane enthélt das katalytisch aktive Nichthdmeisen und die hydrophobe
Substratbindungstasche (Abb. 1.9). Insgesamt besteht die C-terminale Doméne aus 21 a-Helices,
welche parallel bzw. antiparallel zueinander verlaufen und durch eine kleine -
Faltblattsubdoméne unterbrochen wird. Das katalytische Nichthdmeisen im aktiven Zentrum ist
insgesamt 6-fach ligandiert, wobei 5 Aminosdurereste und ein Hydroxylion als Eisenliganden

fungieren. Bei der Kaninchen ALOX15 werden die proteinogenen Eisenliganden durch folgende
Reste gebildet: His-361, His-366, His-541, His-545, lle-663 (Kuban1998, Minor 1996). Die
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katalytische Doméne des Enzyms ist durch eine hohe Strukturflexibilitat gekennzeichnet. Bei
Ligandenbindung erfolgt eine Konformationsanderung von einer offenen Form zu einer
geschlossenen Form (Abb 1.8 B), bei der die Helix 2 um etwa 12 A verschiebt wird und dadurch
den Eingang in die Substratbindungstasche versperrt.

Die Substatbindungstasche wird vorrangig aus Aminosauren mit hydrophoben
Seitenketten gebildet. Der Boden dieser auch als stiefelformig beschriebenen Tasche wird durch
Phe-353 (Borngréber I-Determinante), Ile-418 und Met-419 (Sloane-Determinanten) sowie lle-
593 (Borngraber Il-Determinante) gebildet (Abb 1.9). Diese Aminosaurereste bilden die
strukturelle Basis des Triaden-Models, welches die Positionsspezifitat der ALOX15-Isoformen
erklart (Vogel 2010, Borngréber 1999, Borngraber 1996, Sloane 1991, 1.2.2.1). Die
Substratbindungstasche erstreckt sich bis zur Proteinoberflache, wo sich das Arg-403 befindet,
dessen Guanidinogruppe mit der Carboxylgruppe der Fettséure interagieren soll (Gillmor 1997).
Auf diese Weise konnte Substratbindung zu einer Konformationsanderung des Enzyms
(induced-fit) fuhren (Toledo 2010). Substratfettsduren gehen am aktiven Zentrum mindestens 3
Bindungsarten ein: (i) Hydrophobe Wechselwirkung zwischen der apolaren Fettsaure und
hydrophoben Seitenketten der ortsstandigen Aminosauren, (ii) ionische Wechselwirkung
zwischen dem Carboxyl-Terminus der Fettsaure und Arg-403, (iii) n-Eletronen-Wechselwirkung

zwischen den Doppelbindungen der Fettsdure und aromatischen Seitenketten (z.B. Phe-415).

Abb. 1.9: Schematische Darstellung der Substratbindungstasche der Kaninchen ALOX15 mit
relevanten Aminoséuren. Der schwarze Pfeil oben rechts im Bild markiert den Weg in das aktive
Zentrum, die Fettsdure bewegt sich mit dem Methyl-Terminus (@-Terminus) voran in die Tiefe des
Enzyms. Wdhrend der Ligand in die Substratbindungstasche hineingleitet, bewegt sich L597,
welches in der offenen Zustandsform des Enzyms einen Teil der Substratbindungstasche versperrt,
vom Lumen der Tasche hinweg (roter Pfeil), so dass die Fettsdure tiefer in die Tasche hineindringen
kann. Am Boden der Tasche trifft die Fettsdure auf die Determinanten des Triaden-Konzeptes F353,
1418 und 1593 (Vogel 2010, Borngrédber 1999, Borngriber 1996, Sloane 1991, 1.2.2.1.). R403
scheint mit dem Carboxyl-Terminus der Fettsdure zu interagieren (Gillmor 1997) und initiiert
womdglich eine weitere Konformationséinderung. L367 bahnt den Weg des Sauerstoffs durch die
dynamischen Sauerstoffkandle ins aktive Zentrum, L408 ist offenbar fiir eine regelrechte
Ausrichtung des Substrates erforderlich. Modifiziert nach lvanov 2010.
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Der N-Terminus der Kaninchen ALOX15 besteht aus 115 Aminosauren und zeigt eine
Sequenzhomologie von 23 % zur C-terminalen p-Faltblattstruktur tierischer Lipasen
(Winkler1990). Daher wurde ein Zusammenhang fir die Bindung an Lipoproteinen und
Biomembranen postuliert und spéater bestétigt (Walther 2011, Walther 2002, Gillmor 1997),
dartiber hinaus besitzt der N-Terminus eine regulatorische Funktion (Walther 2011). Die
Deletion der N-terminalen Domane durch ortsgerichtete Mutagenese fuhrte zu einem Enzym mit
reduzierter katalytischer Aktivitat und verminderter Bindung an Biomembranen (Walther 2011,
Walther 2002). AuBerdem bewirkt Calcium einerseits eine verbesserte Bindung sowie eine
erhohte katalytische Aktivitat (Brinckmann 1998). Allerdings scheinen keine spezifischen Ca?* -
bindenden Aminoséuren in diesen Prozess involviert zu sein (Walther 2004).

In jingerer Vergangenheit wurde die raumliche Beziehung zwischen N-terminaler und C-
terminaler Doméne untersucht (Ilvanov 2011). Bei diesem Enzym scheint der N-Terminus ein
hohes MalRl an Beweglichkeit gegenuber dem C-Terminus zu besitzen, so dass es zu einem
Wegklappen der N-terminalen Doméne kommt. Mutationen am hoch konservierten Tyr-98, das
als Bestandteil der Kontaktflache zwischen den beiden Domaéanen fungiert, verdeutlichten die
Bedeutung dieses Restes fur die Interdomaneninteraktion. Mutationen an diesem Rest fuhrten zu
einer Destabilisierung der Tertidrstruktur und zeigten zugleich Einfluss auf die katalytische
Aktivitat.

1.2.4. Kristallstruktur der ALOX15 des Schweins

Bei den Arbeiten von Xu et al. 2012 wurde die katalytische C-terminale Doméne der
Schweine Leukozyten ALOX15 (Aminosauren 112-663) mit einem spezifischen Inihibor (OPP)
kristallisiert (Abb. 1.10). Dieses Enzym fungiert im Schwein als orthologes Enzym der ALOX15
beim Menschen, weist aber wie der Name schon sagt eine Kkatalytische Besonderheit auf.
Arachidonséure wird durch dieses Enzym nicht zu 15-H(P)ETE sondern zu 12-H(P)ETE
umgesetzt. Es handelt sich also um eine 12-lipoxygenierende ALOX15-Isoform.

Eine exakte Ubersicht der Lagebeziehung von Aminosaurenresten des U-formigen
aktiven Zentrums mit dem Inhibitor stellt Abb. 1.11 dar. Die Carboxylgruppe des Inhibitors wird
mit einer Wasserstoffbriickenbindung am GIn-596 fixiert. Arg-403, das bei der Kaninchen
ALOX15 mit dem Carboxyl-Terminus der Fettsdure interagieren soll (Gillmor 1997), erreicht
bei dieser Schweine-LOX nicht selbst das Substrat, sondern 3 Wasser-Molekiile iberbriicken
den Kontakt zum Substrat. Ile-400, Leu-408, Ala-404 (Coffa-Determinante), lle-593 (Borngréber
I1-Determinante) und lle-663 interagierten mit C10-C15 des Inhibitors, die Inhibitor-Enzym-
Schnittstelle machten Phe-353 (Borngraber I-Determinante), lle-414 Phe-415, Val-418 und Val-
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419 (Sloane-Determinanten) aus. Mutationen an den zuletzt genannten Aminosauren wurden
bereits 1994 durch Suzuki et al. durchgefuhrt. Wie bei der Kaninchen ALOX15 ist das Triaden-
Model der Positionspezifitat (Vogel 2010, Borngraber 1999, 1.2.2.1.) anwendbar.

Abb. 1.10: Kristallstruktur der Schweine ALOX15 (Xu 2012). (A) Links im Bild der
griine N-Terminus wurde nachtrdglich anmodelliert, da bei diesem Versuch lediglich
der C-Terminus mit Inhibitor kristallisiert werden konnte. Blick von der Oberfldche
in die Substratbindungstasche, in deren U-férmigen Inneren (B) der Inhibitor
kristallisiert ist. Im Scheitel der U-férmigen Substatbindungstasche ist das
kalgcjlytisch aktive Eisen des Enzyms lokalisiert (bronzener Kreis rechts unten im
Bild).

Die Wasserstoffabstraktion erfolgte nach den von Xu et al. erhobenen Daten von einer Ebene,
die hinter dem Inhibitor liegt (Abb. 1.10 B). Sauerstoff gelang von vor der Ebene des Inhibitors
in die Nahe des C10 der Substratfettsaure. Auf diese Weise kdnnte, einhergehend mit der A vs.
G- Hypothese nach Coffa und Brash (Coffa 2004, 1.2.2.2.), 12S-H(P)ETE entstehen, zumal diese
Schweine LOX auch das dazugehorige Ala-404 tragt. Modelberechnungen von Arachidonséure
anstelle des OPP-Inhibitors deuten darauf hin, dass Ala-404 direkt an C8 des Substrates
heranreicht, so dass C8 nicht oxygeniert werden kann. Der Sauerstoff gelangt offenbar durch
eine interne Lucke mit amphiphilem Charakter von der Proteinoberflache ins aktive Zentrum,
wobei in zentraler Richtung des Kanals zunehmend hydrophobe Aminoséurereste exponiert
werden, wohl um den Sauerstoff zu dirigieren. Neben dem bereits erwahnten Ala-404 spielt
auch bei diesem Enzym Leu-367 eine Rolle bei der Sauerstoffzufuhr, wie dies bereits bei der
Kaninchen ALOX15 nachgewiesen wurde (Saam 2007).

Dariiber hinaus erscheint die hier untersuchte 12-lipoxygenierende LOX
interessanterweise eine vollkommen unterschiedliche Eigenschaft bezlglich allosterischer
Effekte, verglichen mit der Kaninchen ALOX15 (Choi 2008, Ivanov 2010, 1.2.3.), zu besitzen.

In dem Kristallmodel der Schweine-LOX liegt nach Bindung des Inhibitors an das Enzym noch



-28 -

immer eine ,,offene* Zustandsform vor. Offenbar reicht die Bindung dieses Inhibitors nicht aus,
um den bei der Kaninchen ALOX15 beobachteten Effekt zu induzieren.

VAL-419

LE%
ALA-404 7R, PHE:415
ﬁ &) LEU-408 &
e &
OO U

GLN-596 THR-594

Abb 1.11: Detail-Model der relevanten Aminosduren im aktiven Zentrum der Schweine ALOX15 (Xu
2012). Man beachte die Lage der katalytisch relevanten Reste Phe-353 (Borngrdber |-Determinante),
Val-418 und Val-419 (Sloane-Determinanten) und lle-593 (Borngrdéber lI-Determinante).

1.2.5.Kristallstruktur der humanen ALOX5

Die katalytische Domane der humanen ALOXS5 ist wie bei anderen LOX-Isoformen
vornehmlich a-helikal aufgebaut und enthalt das katalytisch aktive Nichthameisen, welches von
His-367, His-372, His-550 und lle-673 ligiert wird (Gilbert 2011). Eine bogenformige Helix
versperrt den Zugang zum aktiven Zentrum (Abb. 1.12 A und B, blaue Helix), im Scheitel dieser
Helix befindet sich Leu-414, dessen Korrelat zuvor bei der Sojabohnen LOX1 im
Zusammenhang mit dem Zugang von Sauerstoff zum aktiven Zentrum bzw. der Sauerstoff-
Insertion diskutiert wurde (Neau 2009, Knapp 2003, Knapp 2001). Weitere Aminosduren dieser
bogenférmigen Helix sind unmittelbar am Aufbau der Substratbindungstasche beteiligt, Leu-420
und Phe-421. Ebenfalls beteiligt am Aufbau des aktiven Zentrums und am Zugang zum aktiven
Zentrum ist die a2-Helix (Abb. 1.12 A und B, rote Helix): lhre sperrigen Seitenketten von Phe-
177 und Tyr-181 sind nach innen ausgerichtet und lassen einen Raum zwischen sich frei, der
einen von zwei moglichen Zugéngen zur Substratbindungstasche darstellt (Abb. 1.12 B und C).
Nach Gilbert et al. ist es allerdings wahrscheinlicher, dass das Substrat durch eine Rotation der
Seitenkette von Trp-147 (Abb 1.12 C) in das aktive Zentrum gelangt. Wenn dem so waére, wiirde
dies einen genau entgegengesetzten Zugang zum aktiven Zentrum darstellen im Vergleich zur
ALOX15 des Kaninchens (1.2.3.). Diese Gegebenheit kdonnte der zuvor postulierten Hypothese
einer inversen Substratorientierung mit Carboxyl-Terminus voran (o-Ende der Fettséure) bei
dieser LOX-Isoform entsprechen (Walther 2001), wobei die Fettsdaure dennoch mit dem Methyl-
Terminus (w-Ende) voran eindringen konnte, weil der Zugang bei Trp-147 ja entgegengesetzt
zum damaligen Verstandnis der LOX-Substratbindungstasche sein wirde. Die S-Stereospezifitat

der humanen ALOX5 koénnte also einerseits durch eine Methyl-Terminus-voran-Ausrichtung
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Abb. 1.12: Kristallstruktur der humanen ALOX5 (Gilbert 2011). (A) Darstellung des gesamten
Enzyms mit 180°-Drehung um eine vertikale Achse, a2-Helix in rot, bogenférmige Helix in blau.
(B) Teilausschnitt mit Blick auf a2-Helix in rot und bogenférmiger Helix in blau, die orange Kugel
stellt das Nichthdmeisen dar. (C) Substratbindungstasche mit angrenzenden Aminosduren, u.a.
der Borngrdber II-Determinante A603.
(w-Ende) der Fettsaure beim Zugang durch Trp-147 erklart werden und andererseits durch eine
Carboxyl-Terminus-voran-Ausrichtung (a-Ende) durch die Lucke zwischen Phe-177 und Tyr-
181 (siehe auch 1.2.2.2., Abb 1.7 E).

Die humane ALOX5 folgt dem Triadenkonzept der Positionsspezifitat (Schwarz 2001,
1.2.2.1.). Uberraschend ist jedoch die Diskrepanz zwischen der funktionellen Bedeutung dieser
Determinanten und ihrem Uberwiegenden Fehlen in der unmittelbaren Substratbindungstasche
bei der stabilisierten Kristallform des Enzyms (Abb 1.12 C). Lediglich Ala-603 (Borngréber I1-
Determinante, 1.2.2.1.) ist unmittelbar am Aufbau der Substratbindungstasche beteiligt, obwohl
die F359W/A4241-Doppelmutation (Borngrdber | und Sloane-Determinante) beispielsweise die

humane ALOX5 in eine 8-H(P)ETE produzierende Enzymspezies umwandelt. Eine mdgliche
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Erklarung fir diesen scheinbaren Widerspruch konnte eine Konformationsanderung darstellen,

die in den Arbeiten von Gilbert et al. nicht erfasst wurde.

Bei der humanen ALOX5 umfasst der N-Terminus etwa 120 Aminosauren und bewirkt
die Calcium-abh&ngige Membranbindung (Hammarberg 2000, 4.3.1., Abb. 4.3).

1.2.6. Kristallstruktur der 11R-LOX der Weichkoralle Gersemia fruticosa

Eine weitere aktuelle Studie beschéftigte sich mit der Kristallstruktur und funktionellen
Aspekten einer Weichkorallen 11R-LOX (Eek 2012). Auch dieses Enzym ist in 2 Domanen
gefaltet. Die N-terminale Doméne umfasst die Aminosdurenreste 1-115, die C-terminale
Doméne die Reste 129-679 und die Verbindungsregion mit den Aminosaurenresten 116-128
(Abb. 1.13 A). Global besteht eine groBe Ahnlichkeit zur humanen 5-LOX, die ebenfalls
klrzlich kristallisiert wurde (Gilbert 2011, 1.2.5.).

Die wesentlichen Erkenntnisse zur Korallen 11R-LOX lassen sich wie folgt
zusammenfassen:
1) Das aktive Zentrum mit dem katalytisch aktiven Eisen ist umgeben von der konservierten
bogenformigen o-Helix 10- 11. ii) Der Zugang zur Substratbindungstasche ist durch 2
Offnungen moglich, die durch Phe-185 and Tyr-154 blockiert werden (Abb. 1.13 B), so dass
insgesamt eine T-formige Substatbindungstasche entsteht (Abb 1.13 B, kleines unteres Bild). iii)
Die Fettséure bewegt sich in das aktive Zentrum des Enzyms, indem ihr Methylende voran geht.
Die Carboxylgruppe kann mit Argininresten interagieren, die sich in der Nahe jeder der beiden
Taschenzugange befinden. Laut dieses Models wird eine segmentierte Substratbindungstasche
postuliert, einen Teil dieser Segmente macht dabei die bereits zuvor geforderte stiefelférmige
Substratbindungstasche aus (1.2.2.1., 1.2.3.). Die konservierte bogenférmige o-Helix 10- 11
enthalt auch Gly-416 als Coffa-Determinante bezlglich der Stereospezifitat (Coffa 2004,
1.2.2.2.). Der Boden der Substratbindungstasche besteht aus Thr-365, Val-430 und Val-609,
dartiber hinaus sind Leu-431 (Sloane-Determinante, Sloane 1991, Borngraber 1999, Vogel 2010,
1.2.2.1.) und Met-606 von Bedeutung (Jisaka 2000, 1.2.2.1.). Die beiden Zugénge zur
Substratbindungstasche werden ferner durch ein kappen- oder deckelartiges Segment bedeckt,
welches aus a-Helix 2 hervorgeht. Dieses Kappen-Segment interagiert offenbar mit einem Teil
des N-Terminus, welcher die mutmaRlichen regulatorischen Ca?*-Bindungsstellen besitzt. Diese
Interaktion besteht aus einer -Kationen-Wechselwirkung zwischen Trp-107 und Lys-172 sowie
einer Wasserstoffbriickenbindung zwischen Trp-107 und Asp-173. Auf diese Weise kdnnten N-

Terminus und C-Terminus dieses Enzyms funktionell verknipft sein. Die n-Kationen-
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Abb. 1.13: Kristallstruktur der Weichkorallen Gersemia fruticosa 11R-LOX im Gesamten (A) und der
Substratbindungstasche (B) nach Eek et. al. 2012. (A) In orange, N-Terminus mit Calcium-
Bindungsstellen in magenta. Man beachte die rdumliche Néhe der Calcium-Bindungsstellen zu
dem Kappen-Segment (gelb, a-Helix 2), welches die beiden Zugdnge (roter Pfeil A und B) zur
Substratbindungstasche in tiirkis und griin bedeckt. (B) Substratbindungstasche im Detail (oben)
und schematisch (unten). Die segmentartige Tasche besitzt 2 Zugdnge (roter Pfeil A und B) und
wird als T-férmig beschrieben.

Wechselwirkung ist im Ubrigen konserviert bei samtlichen untersuchten LOX-Isoformen.

Der N-Terminus erscheint wie ein Sandwich, das aus 2 antiparallelen B-Faltblattern
bestent. Am Ende der Faltblatter in der Nahe der katalytischen Doméne befinden sich 4
Schleifen, die 2 Faltblatter miteinander verbinden. 3 dieser 4 Schleifen sind vergleichsweise lang
und beinhalten die postulierten Ca?*-Bindungsstellen (Abb. 1.13 A, magentafarbige Schleifen
links am Enzym), insbesondere betrifft dies His-43 — Glu-47 und Gly-73 — Lys-77.

Ebenso wie bei der Kaninchen ALOX15 neigt diese Weichkorallen-LOX zur
Dimerisierung. Diese l4uft allerdings nur in Abwesenheit von Calcium ab. Andererseits sind
sowohl Calcium als Biomembranen zwingend erforderlich fur die katalytische Aktivitat des
Enzyms was eine Ausnhahme unter bisher bekannten LOX-Isoformen darstellt. Es wurde
postuliert, dass Calcium und Biomembranen gemeinsam eine Konformationsanderung initiieren

und damit die Substratbindungstasche freigegeben wird.
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1.3. Ziele der Arbeit

LOXen sind an diversen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen des
Menschen malgeblich beteiligt (1.1.3.) und umfangreiche Studien waren in der Vergangenheit
der Aufklarung der biologischen Funktionen verschiedener LOX Isoformen gewidmet. Im
Gegensatz dazu gibt es bislang nur wenige Untersuchungen zur Evolution dieser Enzymklasse.
So ist z.B. vollig unklar, wann im Rahmen der Evolution des irdischen Lebens LOXen erstmals
in Erscheinung getreten sind und wie sich diese Urenzyme im Laufe der Evolution weiter
entwickelt haben. Zur Klarung solcher Fragen wurde sich international darauf geeinigt, die
Forschungsbemuhungen auf bestimmte Modelorganismen zu konzentrieren, die als typisch fur
groRere Organismusgruppen angesehen werden. So repréasentiert z.B. E. coli das Reich der
Prokaryonten und S. cerevisiae eukaryontische Einzeller. D. melanogaster wird als
Modellorganismus fur Insekten, C. elegans fir die Wirbellosen und D. rerio (Zebrafisch) fir
Wirbeltiere betrachtet. In den Genomen von E. coli, S. cerevisiae, D. melanogaster und C.
elegans gab es keine Hinweise auf das Vorkommen von LOX Genen und eigene
Siebtestuntersuchungen mit LOX-spezifischen Gensequenzen haben diese Schlussfolgerungen
bestatigt. Ahnlich wie fiir die oben genannten Modellorganismen lag zu Beginn der Arbeit das
vollstdndig sequenzierte Genom des Zebrafisches vor und ein in silico Screening der
umfangreichen Sequenzdaten ergab die Existenz von mindestens 7 LOX Genen. Es war aber
noch vollig unbekannt, ob wenigstens eine dieser genomischen Sequenzen fir eine katalytisch
aktive LOX kodiert.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte erstmals berpruft werden, ob der Zebrafisch eine
katalytisch aktive LOX exprimiert und ob sich bestehende Modellvorstellungen zur Positions-
und Stereospezifitdit von LOX-Reaktionen (1.2.2.), die Uberwiegend an Saugetierenzymen
erarbeitet wurden, auch fur evolutiondr entferntere Enzymspezies anwenden lassen. Zu diesem
Zweck war es notig, die cDNA einer ausgewahlten LOX-Isoform des Zebrafisches zu klonieren,
das rekombinante Enzym als His-Tag Fusionsprotein in E. coli zu exprimieren und es
hinsichtlich seiner protein-chemischen und enzymatischen Eigenschaften zu charakterisieren.
Bei der enzymatischen Charakterisierung sollte u.a. tberprift werden, ob das Triadenkonzept der
Positionspezifitdt (Vogel 2010, Borngraber 1999, 1.2.2.1.), das Jisaka-Postulat (Jisaka 2000,
1.2.2.1.) und die A vs G-Hypothese (Coffa 2004 1.2.2.2.) der Reaktionsspezifitat fir diese LOX-
Isoform angewendet werden koénnen. Dariber hinaus sollte versucht werden, die funktionelle
Bedeutung der N-terminalen [-Faltblatt-Doméne dieser Zebrafisch-LOX  fur die
Membranbindung des Enzyms und fir die Aktivitatsregulation zu erforschen.
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1. Materialien
2.1.1. Chemikalien und Biochemikalien

Die verwendeten Chemikalien bzw. Biochemikalien wurden von folgenden

kommerziellen Herstellern bezogen.

Acrylamid/Bisacrylamid

Roth, Karlsruhe

Agarose

Promega, Mannheim

Ampicillin-Natrium

Roth, Karlsruhe

Antikorper RGS-His (Maus)

Qiagen, Hilden

Antikorper Anti-Maus-1gG Sigma

Sigma, Deisenhofen

Arachidonsaure

Serva, Heidelberg

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

BSA

Fraktion V Serva, Heidelberg

Calciumchlorid

Merck, Darmstadt

dNTP-L6sung

Roth, Karlsruhe

5(R/S)-, 12(R/S)-, 15(R/S)-HETE

Cayman Chem., distr. Alexis Deutschland
GmbH, Griinberg

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

Cayman Chem., distr. Alexis Deutschland
GmbH, Griinberg

Imidazol Serva, Heidelberg

IPTG (Dioxan-frei) Roth, Karlsruhe

Linolséure Serva, Heidelberg

Nickelagarose Qiagen, Hilden, Machery-Nagel, Diiren
Ni-TED Qiagen, Hilden, Machery-Nagel, Diiren
TEMED Serva, Heidelberg

Tris Merck, Darmstadt

Tween 20 Roth, Karlsruhe

2.1.2. Nahrbodden-/medien, Puffer und sonstige Ldsungen

Die verwendeten Nahrmedien und Pufferldsungen wurden von folgenden kommerziellen

Herstellern bezogen.

Bacto-Agar

Difco, Detroit (USA)

Bacto-Trypton

Difco, Detroit (USA)

Bacto-Hefe-Extrakt

Difco, Detroit (USA)

LB-Nahrmedium;

Bacto-Trypton (1 %), Hefe-Extrakt (0,5 %), NaCl (0,5 %), NaOH (1 mM), Ampicillin (100

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

Elutionspuffer (Affinitatschromatographie, 2.2.5.):
50 mM NaH2PO4, 300 mM NacCl, 200 mM Imidazol, pH: 8,0

HEPES-Puffer (Membranbindung, 2.4.2.):
150 mM NaCl, 5 mM MgCl2und 1 mM DTT, pH: 7,4

PBS:
NaCl (150 mM), NazHPO4 (8 mM), KCI (3 mM), KH2PO4 (1,5 mM), pH: 7,0

TAE-Puffer (Agarose-Elektrophorese):
Tris (40 mM), CHsCOONa (20 mM), CH3COOH (29,6 mM), EDTA (2 mM), pH: 7,8

Waschpuffer (Affinitatschromatographie, 2.2.5.):
50 mM NaH2PO4, 300 mM NacCl, pH: 8,0

2.1.3. Kits und Enzyme

Die verwendeten Kits und Enzyme wurden von folgenden kommerziellen Herstellern

bezogen.
DNA Ligase Bacteriophage Roche, Mannheim
Miniprep-Kit Qiagen, Hilden
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Fermentas, St-Leon-Rot
QuikChange Site-Directed Stratagene, La Jolla (USA)
Mutagenesis Kit
Qiaquick Gelextraktionskit Qiagen, Hilden
Western Lightning Chemilumineszenz | Perkin Elmer, Boston (USA)
plus
BD Advantage 2 PCR Enzyme System | Clonetech Laboratories (USA)
Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

2.1.4. Plasmide und Oligonukleotide (Primer)
Die verwendeten Plasmide bzw. Oligonukleotiode wurden von folgenden kommerziellen

Herstellern bezogen.
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pCR 2.1-TOPO Invitrogen, Darmstadt

Zebrafisch LOX1 in pCMV-Sport 6.1 | LGC Standards GmbH /ATTC (GB)
Zebrafisch LOX1 in pQE-9 Qiagen, Hilden

Kaninchen ALOX15 in pQE-9 (Walther 2001)

Fur die Mutationen an den Sequenzdeterminanten (2.2.3.) und fir die
Trunkationsarbeiten (2.4.) wurden nachfolgende Primer verwendet (Firma BioTez, Berlin). Als
zweiter Primer fur Punktmutationen wurde jeweils die komplementére Sequenz verwendet, alle

folgenden Primer wie Ublich dargestellt in 5°-3"-Richtung:

Einfiigen einer Sal I-Schnittstelle in TOPO 2.1 mit Zebrafisch LOX1 als Insert:
GCC AGT GTG CTG GAA GTC GAC CTT GAG TAC AAA GTG

Einfligung einer Hind I11-Schnittstelle in die Zebrafisch LOX1-cDNA (Not I- und EcoR V-
gespaltene cDNA, PCR mit BD Advantage 2 PCR Enzyme System):
CCCAAGCTTTTGTCT CTAAAT AGTGATGCTGTTT

Mutationen der Zebrafisch LOX1 Sequenzdeterminanten:

V4241: GAG GGC ATC TTC AAA AGG ATC GTG TCC ACA GGT GGA GAA GG
V425M:GCA TCT TCA AAA GGG TGA TGT CCA CAG GTG GAG AAG G

V4241+VV425M Doppelmutation: CCA GAG GGC ATC TTC AAA AGG ATC ATG TCC ACA
GGT GGA GAA GG

F359W: GGG TTC GTC ATG CTG AAT GGC AGG TCT TTC AGT TGT TG

I600F: CTG TGT GCA GAT GGC CTT CACATG GCATTT GG

G410A: CTG GAG ATT AAC TGT CGT GCG AGA ACA CAG CTCCTC

G410F: CAC GCT GGA GATTAACTG TCGTTT CAG AACACAGCTCCTC
C408S+R4091 Doppelmutation: CAC GCT GGA GAT TAA CTC TAT TGG CAG AAC ACA
GCTCCTC

T412A+Q413V Doppelmutation: CTG TCG TGG CAG AGC AGT GCT CCT CTC TCC AGA
G

VA424F: GGG CAT CTT CAA AAG GTT CGT GTC CAC AGG TGG AG

V425F: GCATCT TCA AAA GGG TGT TCT CCA CAG GTG GAG AAG G

V424F+V425F Doppelmutation: CAG AGG GCA TCT TCA AAA GGT TCT TCT CCA CAG
GTG GAG AAG G

I600W: CTG TGT GCA GAT GGC CTG GAC ATG GCATTT GGG CC
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Q597H: GCC AGT CCT GTG TGC ATATGG CCATCA CATG
V596L: CAG CCAGTC CTG TCT GCA GAT GGC CATC
Q597D: CAG CCAGTC CTG TGT GGA TAT GGC CAT CACATG G

Herstellung der N-Terminus-Trunkation (2.4., Einfiihrung einer Sal I-Schnittstelle am 5 -Beginn
des C-Terminus und Begrenzung des C-Terminus am 3" Ende durch Hind I11-Schnittstelle):
Einfiihrung Sal I am Beginn C-Terminus: GTC GAC AAA AAG CTG AGC GAA GAC AGT
CTGC

3" Ende des C-Terminus mit Hind I1l: CCC AAG CTT TTG TCT CTA AAT AGT GAT GCT
GTTT

2.1.5. Bakterienstamme
Die verwendeten Bakterienstdamme wurden von folgenden kommerziellen Herstellern
bezogen:
Top-10, Invitrogen, Karlsruhe
XL-1 Blue, Stratagene, La Jolla (USA)

2.2. Molekularbiologische Methoden

Allgemeine molekularbiologische Methoden wurden nach Standardprotokollen
durchgefuhrt wie in der gangigen Literatur dargestellt (Sambrook 1989). Dariiber hinaus erfolgte
die experimentelle Umsetzung nach Vorgabe der Hersteller:

- DNA-Spaltungen mit Restriktionsenzymen

- Ligation

- Aminosaurealignment

- reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

- Agarosegelelektrophorese

- DNA-Aufreinigung

- analytische und préparative Plasmidpraparationen

- Transformation von verschiedenen E. coli- Stdmmen

- Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
- Western Blot
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2.2.1. ldentifizierung und Alignierung der Zebrafisch LOX1

Zunachst wurde das Zebrafisch-Genom in silico auf das Vorhandensein von
Lipoxygenasesequenzen  Uberpruft. Zu diesem Zweck wurde mittels ClustalWw2
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2, Larkin 2007, Zugriff Februar 2008) ein multiples
Alignment  verschiedener LOX-Isoformen  durchgefihrt, um  hochkonservierte
Aminosauresequenzbereiche zu identifizieren. Auf diese Weise wurde eine Aminosauresequenz
(WLLAKTWVRNAEFSFHEALTHLLHSHLL) identifiziert, die zwei der vier Histidine enthélt,
die als Eisenliganden dienen. Diese Histidine entsprechen bei der Kaninchen ALOX15 den
Aminosdauren H361 und H366 (Gillmor 1997). Mit dieser Sequenz erfolgte eine BLASTP-
Suchabfrage in der Ensembl PEP_ALL-Zebrafisch-Datenbank (www.ensembl.org, Spudich
2007, Zugriff Februar 2008). Die Treffer wurden im Falle des Vorhandenseins von

hochkonservierten Bereichen als mdgliche LOXen angesehen.

Um die Struktur-Funktionsbeziehung der Zebrafisch LOX1 zu untersuchen, wurde ein
multiples  Aminosaurealignment  mit  LOX-Isoformen  durchgefuhrt, bei  denen
Sequenzdeterminanten der Reaktionsspezifitdt in der Vergangenheit charakterisiert worden
waren (Tab. 2.1., Vogel 2010, Borngraber 1996, Borngraber 1999, Sloane 1991, Meruvu 2005,
Coffa 2004, Jisaka 2000, 1.2.2.). Durch diesen Aminosaurevergleich konnten Aminoduren

identifiziert werden, die spéter als Ziele der ortsgerichteten Mutagenese (2.2.3.) dienten.

Tabelle 2.1: Multiples Alignment verschiedener LOX-Isoformen im Bereich kritischer Sequenzdeterminanten

Spezies LOX-Isoform | Positionsdeterminante

Borngraber 1
Kaninchen ALOX15 VIR|S|S|D|F |Q |V |H |E |L |358
Maus alox15 VIR|S|S|D|L |Q |L |H|E |L |358
Mensch ALOX15 VIR|S|S|D|F |Q |L |H|E |L |357
P. pygmaeus | ALOX15 VIR|S|S|D|F |Q |[L |H |E |L |35
M. mulatta ALOX15 VIR|S|S|D|G|Q |L |H|E |L |357
Mensch ALOX12 VIR|N|S |D|F |Q |L |H|E |I |357
Mensch ALOX12B VIR|Y|A|E|F |Y |S |H|E |A |39%
Maus alox12b VIR|Y|A|E|F |Y |S |[H |E |A |39%
Zebrafisch LOX1 VIR H|A|E|F |Q |V |F |Q |L |364

Sloane
Kaninchen ALOX15 G|l |[F|/D[Q|I |[M|S |T |G |G |423
Maus alox15 GIF |F|IDIK|V|M|S |T |G |G |423
Mensch ALOX15 G|l |[F|D|Q|I |[M|S |T |G |G |422
P. pygmaeus | ALOX15 G/l [F|ID|Q|I |[M|S |T |G |G |422
M. mulatta ALOX15 GIV|F|DIQ|V |V |S |T |G |G |422
Mensch ALOX12 G|l |[F|IDIK|A|V |S |T |G |G |422



http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ensembl.org/
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Mensch ALOX12B GIL|S|A|/K|G|M|S |L |G |V |460
Maus alox12b GIL|S|A|/R|/A|M|S |L |G |L |460
Zebrafisch LOX1 G|l |[F|K|IR|V |V |S |T |G |G |429
Borngréaber 2
Maus alox15 TIL|Q|lI [N|V |V |[W|L |L |G |598
P. pygmaeus | ALOX15 SILIQ|M|S|I |T |[W|Q |L |G |597
M. mulatta ALOX15 SIL{Q|M|S|I |[T |[W|Q |L |G |597
Mensch ALOX12 CILIQ/M|A|IlI |S |[W|H |L |S |598
Jisaka + Borngraber 2
Mensch ALOX12B T/C|I |T|L|L |V |[L |[W|T |[L |635
Maus alox12b T/C|I |[V|L|L |V |L [W|T |L |635
Kaninchen ALOX15 SIS|IL|IQ|M|S |I |V |W/|Q |K |[597
Mensch ALOX15 AS|IL|Q|M|S |I |T |[W|Q |L |59
Zebrafisch LOX1 SICIVIQ|M|/A|I |T |[W|H |[L |604
Coffa
Hase ALOX15 E/l IN|]VIR|A|R [N |G |L |V |408
Maus alox15 E/Il IN|JVIR|A|R |S |D |L |l |408
Mensch ALOX15 E/IIl IN|IV|IR|A|R |T |G |L |V |407
P. pygmaeus | ALOX15 E/l IN|]VIR|A|R |T |G |L |V |407
M. mulatta ALOX15 E/Il IN|T|R|A|R |T |Q |L |I |407
Mensch ALOX12 E{l IN|T|R|A|R |T |Q |L [l |407
Mensch ALOX15B HI [N|T|L|A|R |E |L |L |I |421
Mensch ALOX5 Al IN|/T|K|A|R |E |Q (L |I |415
Mensch ALOX12B QI [N|S|I |G|R |A |V |L |L |446
Maus alox12b QI IN|S|I |G|R |A |L |L |L |445
Koralle 8R-LOX AIVIN|S |V | G ]I K |A |L [L |457
Koralle 8R-LOX (Fus.) |A|l |[D|T |l |[G|R |[K |E |L |I [432
Zebrafisch LOX1 E/Il IN|C|R|G|R |T |Q |L |L |415

2.2.2. Klonierung der Zebrafisch LOX1 und Einbau in ein Expressionsplasmid

Nach der Préparation der Zebrafisch LOX1-cDNA durch RT-PCR wurde das PCR-
Produkt zun&chst in den Klonierungsvektor pCMV-Sport 6.1 einkloniert, danach erfolgte eine
Restriktionsspaltung mit Not | und EcoRV. Anschlielend wurde eine PCR mit dem BD-
Advantage 2 PCR Enzyme System durchgefilhrt, um das LOX-Insert zu amplifizieren. Die
entsprechenden Primer waren so beschaffen, dass die kodierende Sequenz von einer Sal I- und
einer Hind I11-Schnittstelle flankiert wurde (2.1.4., Abb 2.1). Das PCR-Produkt wurde mit dem
Qiaquick PCR-Purification Kit aufgereinigt, in den pCR 2.1-TOPO-Vektor einkloniert (Abb.
2.2) und in TOP-10 kompetente Zellen eintransformiert. Die transformierten Zellen wurden auf
einer Agaroseplatte ausplatiert. Nach 12-stiindiger Kultivierung wurden ausgewahlte Zellklone
prapariert. VVon diesen wurde Plasmid-DNA hergestellt und mehrere Kontrollspaltungen mit
EcoR | sowie mit Sal | und Hind Ill durchgefiihrt. Es zeigten sich die vorhergesagten Banden
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(Abb. 2.2) und die anschlielende komplette Sequenzierung des Expressionsplamids bestatigte
eine erfolgreiche Klonierung.

Im Folgenden wurde ein Plasmid mit der Kaninchen-ALOX15 im Expressionsvektor
PQE-9 sowie das zuvor beschriebene Plasmid der Zebrafisch LOX1 im TOPO 2.1-Vektor
praparativ mit Sal | und Hind Il gespalten, um den Expressionsvektor und das Zebrafisch-
LOX1-Insert in einer préparativen Agarosegelelektrophorese zu separieren. Die
Mengenbestimmung des Inserts erfolgte mit Hilfe der GIBCO Low DNA Mass Ladder, die des
Vektors mit Hilfe der GIBCO High DNA Mass Ladder. AnschlieBend wurden Insert und Vektor
mittels T4 DNA-Ligase ligiert, wobei das Start-Methionin der LOX deletiert und durch das ATG

des pQE-9 Expressionsvektors ersetzt wurde.

lacZa ATG
M13 Reverse Primer

Hind Il Kpnl

CAG GAA ACA GCT

let)(l EcoR |
TG CTG GRAR TTC G

TR ROG
CAT TGC

Er:‘:‘)R v BstX | Not 1 Xho| Nsi )‘(ba 1
AGR TAT CCR

TCT ATA GGT

ToT

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
LGT GAG TCG TAT THC GCC GTC GTT TTA &

TCR CTC RGC ARTR AT Lz CRRL RAT

¥ PCR Product | s

Zebrafisch LOX1
2.0kb

Abb. 2.1: Vektor-Karte von pCR 2.1. TOPO modifiziert nach Invitrogen, Begrenzung
des LOX-Inserts durch Sal I- und Hind IlI- Schnittstellen.

Abb. 2.2: Agarose-Gelelektrophorese nach
Spaltung des in Abb. 2.1 dargestellten Plasmids
mit Sal | und Hind Ill. Im linken Bildfeld ist ein
3879bp-Fragment  zu sehen, welches den
Grofsteil des Vektors darstellt, unter diesem
Fragment zeigt sich das 2022bp Zebrafisch
LOX1-Insert (weifSer Pfeil). Rechts im Bild GIBCO
ILO(\jA(/j DNA Mass ladder und High DNA Mass
adder.
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2.2.2.1. Transformation kompetenter Bakterien mit dem rekombinanten Plasmid
Das Zebrafisch LOX1-pQE9-Plasmid wurde fur eine nachfolgende Expression in TOP-10
kompetente Zellen transformiert, fir andere Zwecke wie DNA-Aufreinigung in XL-1
kompetente Zellen. Den kompetenten Zellen wurden nach dem Auftauen, verschiedenen Phasen
auf Eis und einem Warmwasserbad von 30 sek bei 37°C SOC- oder NZY- Medium
hinzugegeben. Am Ende der Transformation wurden die Bakterien auf LBamp-Platten (LB-

Medium mit Zusatz von 0,1 mg/ml Ampicillin) ausplatiert und bei 37°C tber Nacht inkubiert.

2.2.3. Ortsgerichtete Mutagenese

Fur die Erzeugung von Punktmutanten wurde die Polymerasekettenreaktion (PCR)
verwendet. Dabei wurde nach dem Standardprotokoll des QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit von Stratagene vorgegangen. Diese Methode beruht darauf, eine
Mutationsmatrize nicht 1:1 zu kopieren sondern eine gezielte genetische Verdnderung in einer
Kopie der Matrize zu erzeugen (Abb. 2.3). Die Veranderung wird durch speziell konstruierte
Primer (2.1.4.) erzielt, die sich zwar an die entsprechende DNA-Sequenz der Matrize anlagern,
sich jedoch genetisch bewusst von ihr unterscheiden durch ein oder zwei abweichende
Basenpaare. Durch diese verdnderten Primer wird mittels der DNA-Polymerasen des Kits,
beispielweise der PfuTurbo DNA-Polymerase, ein verandertes DNA-Produkt synthetisiert. Die
urspringliche Wildtypmatrize, die methylierte Basen enthalt, wurde anschliefend durch die
Restriktionsendonuklease Dpnl verdaut. Der neu synthetisierte DNA-Strang enthalt durch die
verwendeten Primer eine induzierte Mutation, ist nicht methyliert und wird somit nicht durch
Dpnl abgebaut. Danach wird der mutierte Einzelstrang verdoppelt und kann nun zur
Bakterientransformation verwendet werden.

Ein wesentlicher Faktor fir den Erfolg dieser Methode ist neben den Temperatur- und
Zeitparametern der PCR vor allem die Sequenz der Mutageneseprimer, die laut Hersteller des

Mutagenese-Kits folgender Gleichung genlgen sollten:

Tm =815+ 0.41(%GC) - 675/ N - % mismatch

,» Im“=Schmelzpunkt, ,,%GC*= Anteil an G-/C-Basen), ,,N“= Lange des Primers in bp,
% mismatch*“= % der abweichenden bp bezogen auf den gesamten Primer. Der Schmelzpunkt
der Primer sollte bei mindestens 78°C liegen. Ein hoher GC-Anteil erhdht den Schmelzpunkt,

ebenso lange Primer sowie wenige abweichende bp des Primers im Vergleich zur Matrize.
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Beliebiges Gen mit gewiinschter

® Zielregion fir Mutation
Zielregion fur Mutation

— Parenterales Plasmid
Mutagener Primer
Mutiertes Plasmid

Anlagerung des mutagenen Primers
an Zielregion

Neusynthese der DNA-Strange
ausgehend von den mutagenen Primern

“©-©-©
& 8 @

Verdauung des parenteralen Plasmids
durch DPN |

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der ortsspezifischen Mutagenese, modifiziert nach
Quikchange Site-Directed Mutagenesis Kit, Instruction Manual. Durch individuell erstellte Primer
(2.1.4.), die zwar an die Matrize binden, sich jedoch in einigen wenigen bp von ihr unterscheiden,
werden neue mutierte DNA-Stréinge synthetisiert. Die Matrize wird am Ende des Arbeitsablaufes
spezifisch abgebaut, da sie im Gegensatz zum neu entstandenen DNA-Strang methyliert ist.

2.2.4. Expression der Zebrafisch LOX1 und der Enzymmutanten

Als Expressionsvektor diente das Plasmid pQE-9. Der Vektor beinhaltet einen N-
terminalen poly-His-Tag, so dass 6 Histidine am N-Terminus des Proteins angehangt werden.
Aufgrund dieser Struktur ist die Mdglichkeit zur effizienten Aufreinigung des rekombinanten
Proteins Uber Nickel-Agarose bzw. Ni-TED-Séulen (2.2.5.) gegeben. Dariiber hinaus stellen die
Histidine das Epitop flr spezifische anti-His-Antikdrper dar, die fiir die spezifische Farbung des
rekombinanten Proteins im Western Blot verwendet werden kénnen (2.3.3.).

Nach Transformation (2.2.2.1.) wurde eine ausgewéhlte Bakterienkolonie von der
Agarplatte mit einem sterilen Zahnstocher abgehoben und in 5 ml LBamp Gber Nacht bei 37°C
unter standigem Schutteln (180 rpm) inkubiert. Dieses Vorgehen war fiir das Wildtypenzym und
die Mutanten identisch. Es wurden mindestens 5 Proben des Wildtypenzyms und jeder Mutante
aufgearbeitet. Nach mindestens 16 h der Kultivierung wurde die Expression des rekombinanten
Proteins durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Im Anschluss an eine Inkubation von 4 h bei
Raumtemperatur wurden die Zellen bei 4°C fur 10 min mit 2.000 rpm abzentrifugiert,
anschlieBend mit PBS gewaschen und die Pellets mit einer Ultraschallsonde (Labsonic, Braun
Melsungen) aufgeschlossen. Danach wurden die Proben erneut bei 4°C fiir 10 min mit 4.000 rpm
abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde abpipettiert und von diesem 50 ul als Aliquot fiir
spatere Western Blot-Untersuchungen abgenommen. Der restliche Uberstand wurde fiir die

Aktivitatsassays (2.3.1.) aufgearbeitet.
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2.2.5. Proteinreinigung (Affinitatschromatographie, lonenaustauschchromatogra-
phie)

45 mg Ni-TED (bzw. nach anderem Protokoll Ni-Agarose) wurde in ein 1,5 ml
Eppendorfgefal? gegeben, 2x mit PBS gewaschen und bei 10°C fur 4 min bei 1600 rpm
zentrifugiert. Die bakteriellen Lysatiiberstdnde der Expression (2.2.4.) wurden mit dem so
praparierten Ni-TED in den EppendorfgefaBen vermischt und fir 1h bei 4°C im
Uberkopfschiittler inkubiert. Das fiir 2 min mit 2.000 rpm abzentrifugierte Ni-TED wurde nun in
eine Leersdule uberfihrt, 2x mit 320 pl Waschpuffer gewaschen. Anschlieend wurde die Sdule
sechsmal mit 240 pl Elutionspuffer eluiert. Die Enzymreinigung ist auf das Vorliegen des poly-
His-Tags (2.2.4.) zurlckzuflhren. Proteine mit einer His-Tag-Region binden spezifisch an Ni-
Agarose bzw. NI-TED, da die Stickstoff-Atome des Histidins das Nickel im Sinne eines
Chelatbildners  komplexieren. Beim Waschvorgang werden somit mdoglichst viele
Fremdmolekiile herausgewaschen, wéhrend Proteine mit poly-His-Tag an der Sdule gebunden
werden. Der Elutionspuffer hingegen verdrangt mit seinem Imidazol-Anteil die poly-His-Tag-

gebundenen Proteine von der Ni-TED-Sdule kompetitiv.

Waschpuffer: 50 mM NaH2POs4, 300 mM NaCl, pH = 8,0
Elutionspuffer: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NacCl, 200 mM Imidazol, pH = 8,0.

Eine weitergehende Aufreinigung des Enzyms erfolgte mit einer Resource Q-Séule (GE
Healthcare, Bio-Sciences AB, Sweden) durch FPLC-Anionenaustauschchromatographie. Wie
bei den unter 2.3.2. genannten chromatographischen Methoden kommt es zu spezifischen
Wechselwirkungen einer stationaren Phase, in diesem Fall des Gels im Inneren der Resource-Q-
Saule, mit den vorgereinigten Enzymmolekilen, die sich in der mobilen Phase befinden. Um
eine optimale Reinigungswirkung zu erzielen, erfolgte zundchst eine Equilibrierung der
stationdren Phase, bei der die Ladungen der stationaren Teilchen durch lonen mit Gegenladung
(Chlorid) aufgehoben werden. Nun folgt das Auftragen einer Probe, so dass sich Proteine mit
entgegengesetzter Ladung an die stationdre Phase binden (Verdrangung der Chloridionen),
wahrend Proteine mit anderem Ladungsmuster herausgewaschen werden. Bei der nachfolgenden
Elution wird die Ladung des Laufmittels kontinuierlich durch Erh6éhung des Salzgehaltes im
Laufmittel erhoht. Dadurch werden die gebundenen Proteine sukzessiv von der stationdren Phase

kompetitiv verdrangt. Da die verschiedenen anionischen Proteine mit unterschiedlicher Affinitat
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an die chromatographische Matrix gebunden werden, werden sie wéhrend des Elutionsprozesses

zu verschiedenen Zeiten eluiert und damit voneinander getrennt

2.3. Analytische Methoden

2.3.1. LOX-AKktivitatsassay

Der Uberstand des Bakterienlysats (2.2.4.) wurde mit Arachidonsaure als Substrat versetzt
(Endkonzentration 125 uM) und fiir 15 min bei 37°C und unter stdéndigem Schutteln (180 rpm)
inkubiert. Anschliefend wurden die entstandenen Hydroperoxyverbindungen (HPETE) durch
Zugabe von Natriumborhydrid reduziert. Nach Anséuerung mit konzentrierter Essigsaure auf pH
3 prézipitierten die enthaltenen Proteine durch Zugabe von 0,5 ml Methanol. Das Prazipitat
wurde fir 10 min bei 12.000 rpm zentrifugiert. Die klaren proteinfreien Uberstande wurden
direkt fir die Umkehrphasen-HPLC (RP-HPLC, 2.3.2.) verwendet, wobei mindestens 5
Analysen fiir ein Enzyms bzw. eine Enzym-Mutante angefertigt wurden.

2.3.2. Analytik der LOX-Produkte (HPLC)

Nach der Produktpraparation (2.3.1.) wurde die Menge der entstandenen Reaktionsprodukte
durch Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) quantifiziert (Abb. 2.4). Das Wesen
der HPLC besteht in der Wechselwirkung von Stoffen, die sich in einer Flussigkeit befinden
(mobile Phase) mit der chromatographischen Matrix, die sich in der Trennsdule befindet

(stationére Phase).

e
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Abb. 2.4: Schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage (modlifiziert, Schumacher 2003). Die Probe
wird in das Einspritzventil (rot) injiziert und durchléduft unter hohem Druck die Trennsdule. An
der Trennsdule ergibt sich je nach Probeninhalt eine verschiedene Verweildauer, so dass die
Inhaltsstoffe zeitlich aufgetrennt werden. Nach Passage der Trennsdule misst ein UV-Detektor
die Absorption der nun aufgetrennten Inhaltsstoffe und (libermittelt die Daten an einen
Computer. Am Ende gelangt die Probe in das Eluentenreservoir.
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Je nach physikochemischer Affinitat der Analytmolekiile zur stationdren Phase ergeben
sich unterschiedliche Retentionszeiten fur die Inhaltsstoffe der zu analysierenden Probe. Eine
Pumpe befordert das Elutionsmittel unter einem Druck von etwa 350 bar durch die Séule. Durch
die Wechselwirkung der Analytbestandteile in der mobilen Phase (Losungsmittel) werden die
Analytmolekile aufgrund ihrer unterschiedlichen Affinitdt zur stationdren Phase zu
unterschiedlichen Zeiten von der chromatographischen Matrix abgeltst und gelangen mit dem
Saulenefflux in den Detektor, welcher die Lichtabsorption der eluierten Produkte bei einer
definierten Wellenldnge (235 nm) misst. Die gesammelten Daten werden an einen Computer
ubertragen, der das Chromatogramm (zeitlicher Verlauf der Lichtabsorption) erstellt. Durch den
Einsatz von Standardsubstanzen kann die chromatographische Skala (Retentionszeit) geeicht
werden. Dabei spiegelt die Flache unter der Kurve die Produktmenge wieder. Produkte, die nach
der analytischen HPLC noch fiir andere Untersuchungen benétigt werden, kénnen nach ihrem
Durchfluss durch den Detektor im Eluentenreservoir aufgefangen und damit prépariert werden.
Je nach Beschaffenheit der stationdren Phase lassen sich unterschiedliche HPLC-Arten

unterscheiden:

1) Umkehrphasen-HPLC (RP-HPLC): Bei der RP-HPLC wird meistens modifiziertes Kieselgel
als chromatographische Matrix verwendet. Dabei sind die polaren OH-Gruppen des Kieselgels
mit langkettigen Kohlenwasserstoffen derivatisiert, so dass hydrophobe Verbindungen langere
Retentionszeiten aufweisen. Die RP-HPLC wurde an einer HP-Chemstation mit einem HP
1040A Diodenarraydetektor durchgefiihrt. Eine Nucleosil C-18 Séule (250 x 4 mm, Machery-
Nagel, Diren) diente als Trenns&ule mit einer entsprechenden Vorsaule (30 x 4 mm). Die Proben
wurden in einem Laufmittelgemsich aus Methanol/Wasser/Essigsaure in einem Verhéltnis von
80/20/0,1 (Vol.%) geldst und mit einer mobilen Phase gleicher Losungsmittelzusammensetzung
bei einer Flussrate von 1 ml/min analysiert. Die Detektion erfolgte beim Extinktionsmaximum
der zu untersuchenden Produkte, ublicherweise bei 235 nm fir die konjugierten Diene der
Hydro[pero]xyfettsduren.

i) Normalphasen-HPLC (SP-HPLC): Bei der SP-HPLC wird tberwiegend polares Kieselgel als
stationdre Phase verwendet. Deshalb werden polare Substanzen mit hoher Affinitdt gebunden,
wahrend apolare Molekiile kaum retiniert werden. Dadurch koénnen Substanzen, deren
Retentionseigenschaften sich in der RP-HPLC nicht hinreichend voneinander unterscheiden (z.B.
12-HETE und 8-HETE), getrennt werden. Nach RP-HPLC wird das préparierte Produkt im
Vakuumverdampfer getrocknet und die zuriickbleibenden Lipide in n-Hexan/0,1 % Essigséure
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gelost. Anschlielend wurden die Proben mittels SP-HPLC analysiert. Dabei wurde eine
Nucleosil 100-7 Saule (250 x 4 mm, Machery-Nagel, Diren) mit einem SPD-M6A-Detektor
(Shimadzu) verwendet. Die Detektion erfolgte ebenfalls bei 235 nm Wellenlange, als Laufmittel
kam n-Hexan/Isopropanol/Essigsaure im Verhéltnis von 100/2/0,1 zur Anwendung (Flussrate 1

ml/min).

iii) Chiralphasen-HPLC (CP-HPLC): Die oben genannten HPLC-Varianten trennen verschiedene
Positionsisomere der Hydroxyfettsduren. Eine chromatographische Trennung von Enantiomeren
ist hingegen nicht moglich. Dies kann jedoch durch Chiralphasen-HPLC erreicht werden.
Enzymatische Lipidperoxidation flihrt zu einer Produktmischung, bei der ein einzelnes
Produktisomer (z.B. 12S-HETE) dominiert. Im Gegensatz dazu fiihren nicht-enzymatische
Oxidationsreaktionen tblicherweise zu racemischen Gemischen. Auf diese Weise kann durch die
Enatiomerenanalytik festgestellt werden, ob die Produkte unspezifisch durch Autoxidation
entstanden sind oder gezielt durch katalytische Aktivitat von LOXen gebildet wurden. Daflr
wird das Vakuum-getrocknete Produkt aus RP- und/oder SP-HPLC in n-Hexal/0,1 % Essigséure
aufgenommen und der CP-HPLC zugefuhrt. Die Trennung erfolgte an einer chiralen stationaren
Phase (Chiralcel OD bzw. OB, 250 x 4,6 mm, Diacel. Chem. Industries, USA) bei einer
Flussrate von 2 ml/min in Laufmitteln unterschiedlicher Zusammensetzung, z.B. n-
Hexan/Isopropanol/Essigsdaure 100/2/0,1 oder 100/5/0,1. Die Detektion erfolgte ebenfalls bei 235
nm mit dem SPD-M6A Detektor (Shimadzu). Die LOX-Enantiomere besitzen gleiche
Absorptionseigenschaften. Das Enatiomerverhaltnis kann deshalb direkt aus dem

Flachenverhaltnis von S- und R-lIsomer errechnet werden.

2.3.3. Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Zur Auftrennung und anschlieBender Quantifizierung der rekombinanten Proteine wurde
die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli angewandt (Laemmli
1970). Hierbei wurden 10 %ige Gele fir den Massenbereich von 16 — 70 kDa hergestellt und die
Elektrophorese bei 25 — 30 mA durchgefiihrt. Das fertige Elektropherogramm wurde schlieBlich
weiter flr einen Western Blot verwendet (Abb. 2.5).

Dazu wurden die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran (1 h bei 10 V) uberfihrt. Anschlielend wurde der Blot mit 5 %
Magermilch in PBS mit einem Zusatz von 0,1 % TWEEN 20 (PBStween) blockiert und 1 h mit
einem anti-His-Tag Antikorper (RGS-His, 1:5000,Verdinnung Maus IgG) inkubiert. Dieser
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Antikorper ist gegen den poly-His-Tag der rekombinanten LOX gerichtet. Nach Waschen mit
PBStween wurde der Blot 1 h mit dem 2. Antikérper (anti-Maus 1gG Antikorper, 1:5000
Verdlnnung) inkubiert, welcher mit einer Peroxydase markiert ist. Nach erneuter Waschung mit
PBStween und PBS wurde dem Blot das chromogene Substrat aus dem Western Lightning
Chemilumineszenz Plus System der Firma Perkin Elmer zugefugt. Die Peroxydase des 2.
Antikdrpers setzt dieses Substrat um, wobei Licht freigesetzt wird. Die emittierten Lichtquanten

sind proportional zur Menge des zu quantifizierenden Proteins und konnen direkt quantifiziert

werden.
NH, O
Chromogenes [leQI/JL»,rH
Substrat ~ r,NH
; 425 nm Licht .
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2.3.4. Proteinquantifizierung

Die Hohe der Expression des rekombinanten Proteins wurde anhand der
Chemilumineszenzintensitat der Westernblotfarbung quantifiziert (2.3.3.). Zur Auswertung
diente die Software TotalLab TL 100. Durch Auftragung einer definierten Proteinmenge
gereinigter His-Tag-LOX konnte die Intensitat dieser Bande als Referenzwert genutzt werden.
Die Bandenintensitat der Wildtypenzyme und der verschiedenen Mutanten wurde anschlieRend

in die Proteinmenge umgerechnet.

2.4. Untersuchung der Membranbindungseigenschaften der Zebrafisch LOX1
2.4.1. N-Terminus Trunkation
Um der Frage nachzugehen, welchen Einfluss die N-terminale Doméne der Zebrafisch

LOX1 auf die Membranbindung hat, wurde eine N-terminale Trunkationsmutante angefertigt.
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Dazu wurde ein 5’-Primer konstruiert, der sich unmittelbar vor der katalytischen Doméne an die
nichtmutierte LOX1-cDNA anlagert und eine Sal-1 Schnittstelle enthielt (2.1.4.). Als 3’-Primer
wurde jenes Oligonukleotid verwendet, das schon fiir die Klonierung der Wildtyp-cDNA zum
Einsatz kam. Das entstandene PCR-Produkt wurde in den TOPO-Vektor einkloniert und in Top-
10 kompetente Zellen transformiert. Nach DNA-Préparation erfolgte die préparative Spaltung
mit Sal 1 und Hind I11 und die Gelextraktion der trunkierten LOX1-cDNA. Das trunkierte Insert
wurde nun in den pQE-9-Vektor ligiert und als trunkiertes poly-His-Tag-Fusionsprotein
exprimiert. Die dadurch neu entstandene N-terminale Trunkationsvariante war um 116
Aminosduren verkurzt und wanderte in der SDS-PAGE mit einem Molekulargewicht von ca. 60
kDa.

2.4.2. Membranbindungsassay

Die gereinigten rekombinanten Enzymvarianten wurden zunéchst fir 10 min bei 4°C mit
20.000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurden 1,3 pg der Wildtyp Zebrafisch LOX1, seiner N-
terminalen Trunkationsvariante sowie zur Kontrolle der Kaninchen ALOX15 mit verschiedenen
Biomembranmodellen inkubiert. Zur Anwendung kamen einerseits submitochondriale
Membranen (SMP) aus Rinderkardiomyozyten, die sich aufteilen lassen in EDTA gewaschene
SMP und nicht EDTA gewaschene SMP. Andererseits kamen EDTA gewaschene Membranen
des endoplasmatischem Retikulums (EKRM) der Bauchspeicheldriise vom Hund zum Einsatz
(Crane 1956). Diese Modellmembranen wurden zundchst in 50 mM HEPES Puffer
aufgenommen (pH = 7,4, 150 mM NaCl, 5 mM MgClz2 und 1 mM DTT) und mit den LOX-
Préparationen fur 5 — 10 min bei Raumtemperatur inkubiert (Gesamtvolumen 25 pl). Die Proben
wurden danach vorsichtig auf 100 ul Saccharoseldsung (500 mM Saccharose in HEPES-Puffer)
geschichtet und in einer Beckmann-Tabletop-Zentrifuge fir 15 min bei 4°C mit 65.000 rpm
zentrifugiert. Das erhaltene Membranpellet, das aufgrund der Zentrifugalkrafte durch die
Saccharoseldsung hindurch gedrickt wurde, enthielt den membrangebundenen Anteil der LOX,
der Uberstand den nicht membrangebundenen Anteil. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und mit 1 pl Ovalbuminlésung (Endkonzentration 60 pg/ml) versetzt. Danach
wurden die Proteine durch Zugabe von 20-%iger Trichloressigsaure ausgefallt und das
Proteinprézipitat nach 20 min Inkubation auf Eis fir 20 min mit 14.000 rpm zentrifugiert. Die
Proteinprazipitate und der Uberstand wurden in 25 ul doppelt konzentriertem Ladungspuffer
(Roti-Load) aufgenommen und Aliquots von 10 pul flr die Elektrophorese in 10 %igem

Polyacrylamidgel verwendet. Der weitere Verlauf mit SDS-PAGE und Proteinquantifizierung
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stellte sich wie bei 2.3.3. und 2.3.4 beschrieben dar. Auf diese Weise konnte der relative Anteil

von membrangebundener bzw. nicht membrangebundener LOX quantifiziert werden.

2.5. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Aktivitatsmessungen (2.3.2.) erfolgte mit dem Programm
Microsoft Office Excel 2013. Bei den Ergebnissen der spezifischen Aktivitat von der Wildtyp-
Zebrafisch LOX1 und ihrer Mutanten sind die Mittelwerte und Standardabweichung angegeben,
fir jede HPLC-Untersuchung (2.3.2.) wurden dabei mindestens 5 Proben einer
Enzympraparation verwendet, die von 5 unterschiedlichen Bakterienklonen stammten. Die
Expression dieser 5 Proben wurde jeweils im Western Blot (2.3.3.) quantifiziert. Damit konnte
flr jede Enzymprobe die spezifische katalytische Aktivitdt in der MaReinheit ug H(P)ETE/ pg
Enzym und min angegeben werden. Die Angaben zur Reaktionsspezifitat (1.2.2.) und bei
Inaktivitat einer Enzymspezies beruhen ebenfalls auf der Messung jeweils 5 verschiedener
Bakterienkolonien.

Bei den Untersuchungen zur Membranbindung (2.4.2.) hingegen wurde nur ein
Membranbindungsassay durchgefiihrt und anschlielend durch Western Blot (2.3.3.)
quantifiziert. In diesem Fall ertibrigte sich die statistische Auswertung.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Identifizierung der Zebrafisch-LOXen
3.1.1. Insilico Screening genomischer Zebrafischdatenbanken nach LOX-
Sequenzen

Wie unter 2.2.1. beschrieben, wurde die Ensembl PEP_ALL-Zebrafisch-Datenbank
(www.ensembl.org, Spudich 2007, Zugriff Februar 2008) mit Hilfe einer typischen LOX
Proteinsequenz durchsucht, um potentielle LOX-Sequenzen im Zebrafischgenom zu
identifizieren. Die Suchsequenz wurde durch den Vergleich der Proteinsequenzen verschiedener
tierischer LOX-Isoformen definiert. Dabei ergab sich, dass die Transkriptdatenbank 10
potentielle LOX-Transkripte enthélt, die aus 7 verschiedenen Genen hervorgehen. 3 der 10
Transkripte konnten als alternative Spliceprodukte einer gemeinsamen pra-mRNA identifiziert
werden. Fur unsere Untersuchungen konzentrierten wir uns zundchst auf die D. rerio LOX1
(Ensembl Transcript ID ENSDARTO00000101126) und D. rerio LOX2 (Ensembl Transcript 1D
ENSDARTO00000079884), zu deren katalytischen Eigenschaften zu Beginn der Arbeiten noch

keine experimentellen Daten vorlagen.

3.1.2. Sequenzvergleich der Zebrafisch-LOXen mit den menschlichen Isoformen

Um diese Enzyme einer der 6 funktionellen humanen LOX-Isoformen zuordnen zu
kdnnen, wurde ein Aminosaurevergleich beider Proteine mit allen humanen LOX-Isoformen
durchgefuhrt (Tab. 3.1). Dabei ergab sich, dass die D. rerio LOX2 auf der Aminosaurebene zu
74% identisch mit der humanen 5-LOX (ALOXS5) ist. Der Identitdtsgrad zu den anderen
humanen Isoformen variierte zwischen 37-41%. Damit kann geschlussfolgert werden, dass es
sich bei der D. rerio LOX2 um ein Enzym handelt, das funktionell am ehesten der humanen 5-
LOX (ALOXS5, 1.2.5.) entspricht. Spatere Untersuchungen zur Positionsspezifitat dieses Enzyms
haben bestatigt, dass 5-H(P)ETE das dominierende Oxidationsprodukt der Arachidonséure ist
(Adel S., personliche Mitteilung).

Fihrt man einen dhnlichen Vergleich der Aminosduresequenz der D. rerio LOX1 mit den
humanen LOX-Isoformen durch, fallt auf, dass dieses Enzym einen dhnlichen (ca. 40%)
Identitdtsgrad zu allen humanen LOX-Isoformen hat. Damit kann auf der Basis der
Aminosauresequenz nicht wirklich gefolgert werden, welchem humanen Enzym die D. rerio
LOX1 funktionell entspricht.
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Humane LOX-Isoformen % iibereinstimmende Aminosiuren
D. rerio LOX1 D. rerio LOX2
12/15-LOX 44 37
5-LOX 45 74
platelet-type 12-LOX 45 38
epidermal 15-LOX (15-LOX2) 43 39
12R-LOX 41 40
eLOX3 41 41

Tab. 3.1: Aminosduren-Homologie der D.rerio LOX1 und D.rerio LOX2
verglichen mit humanen LOX-Isoformen.

3.1.3. Syntenie der Zebrafisch-LOXen zu humanen und murinen Genabschnitten

Eine weiterere Mdoglichkeit zur funktionellen Zuordnung der unter 3.1.1. genannten
Zebrafisch-1soenzyme ist der Vergleich der chromosomalen Lokalisation zwischen den LOX-
Genen beim Zebrafisch und den LOX-Genen beim Menschen und bei der Maus. Die humane
ALOX5 liegt auf Chrososom 10, das murine Gen in einer funktionell dquivalenten Region auf
Chromosom 6. Alle anderen humanen und murinen LOX-Isoenzyme liegen in einem
gemeinsamen Gencluster, das sich beim Menschen auf Chromosom 17 und bei der Maus auf
Chromosom 11 befindet.

Die Zabrafisch LOX2, die wie unter 3.1.2. dargestellt, eine dhnliche Priméarstruktur wie
die humane ALOX5 besitzt und zugleich 5-H(P)ETE als Hauptreaktionsprodukt bildet, liegt
beim Zebrafisch ebenfalls isoliert von anderen LOX-Genen auf Chromosom 13 in einer Region,
die als synthenisch zu den ALOX5 Regionen des humanen Chromosoms 10 und des murinen
Chromosoms 6 bezeichnet werden kann (www.ensembl.org, Spudich 2007, Zugriff 30.6.13). Das
Zebrafisch LOX1-Gen liegt ebenfalls isoliert als einzelnes LOX-Gen auf Chromosom 7,
wahrend alle anderen Gene der potentiellen Zebrafisch-LOXen auf den Chromosomen 21 und 15
liegen. Als syntenische Region der Zebrafisch LOX1 beim Menschen ist am ehesten der
Genabschnitt des humanen ALOX12-Gens oder ALOX15-Gens zu sehen (beide Chromosom
17), bei der Maus das Gencluster von alox12, alox12e und alox15 (Chromosom 11).

3.1.4. Potentielle Mutationstargets (Sequenzdeterminanten der Reaktionsspezifitat)

In der Vergangenheit wurden flr eine Vielzahl unterschiedlicher LOX-Isoformen
verschiedene Sequenzdeterminanten beschrieben, die je nach LOX-Isoform mehr oder weniger
starken Einfluss auf die Positions- und Stereospezifitdt von LOXen besitzen (Vogel 2010,
Borngraber 1996, Borngraber 1999, Sloane 1991, Meruvu 2005, Coffa 2004, Jisaka 2000,1.2.2.).
Mit der Kenntnis um diese kritischen Aminosaurereste wurde im Kapitel 2.2.1. und Tabelle 2.1

ein multiples Alignment durchgefiihrt, um die kritischen Aminosauren der Zebrafisch LOX1 zu
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identifizieren. Auf der Grundlage dieses Alignments erfolgte die ortsgerichtete Mutagenese des
Enzyms (2.2.3. und 3.3.).

3.2. Expression und Charakterisierung der Wildtyp-Zebrafisch LOX1

3.2.1. Expression der Zebrafisch LOX1 als rekombinantes His-tag Fusionsprotein

Bis zum Beginn dieser Arbeit gab es in der Literatur noch keinerlei experimentelle Daten
zur Charakterisierung von Zebrafisch-Lipoxygenasen. Auch das multiple Aminoséurealignment
(2.2.1., Tab. 2.1.) und der Homologie-Abgleich zu den humanen Isoformen (3.1.2., Tab 3.1)
ergaben keine eindeutigen Hinweise auf mdgliche Funktionsparameter (z.B. Positionspezifitat)
dieses Enzyms. Deshalb wurde im Folgenden die D. rerio LOX1 als rekombinantes His-Tag-
Fusionsprotein in E. coli exprimiert, gereinigt und hinsichtlich ihrer enzymatischen
Eigenschaften charakterisiert.

Zur Quantifizierung der Hohe des Expressionsniveaus erfolgte nach der Expression des
rekombinanten Enzyms und nach der Prédparation des Lysatiiberstandes der transformierten
Bakterien zundchst eine Ni-TED-Affinitatschromatographie (2.2.5.), bei der His-Tag- Proteine
an der Affinitatsmatrix gebunden und dann mit einem Elutionspuffer abgewaschen wurden.
Dadurch wurden Fremdproteine weitestgehend entfernt und die LOXL1 in einem relativ kleinen
Volumen konzentriert. Der LOX1-Gehalt der verschiedenen Ni-TED Elutionsfraktionen wurde
durch Western Blot Analysen (2.3.3.) quantifiziert (2.3.4., Abb. 3.1).

Abb. 3.1: Western Blot der Zebrafisch LOX1. U= Lysatiiberstand , W= Waschfraktionen,
F= Elutionsfraktionen, ST= 0,26 ug FPLC-gereinigter Standard der P.pygmaeus ALOX15
(Vogel 2010). Die F1-Fraktion entsprach 0,2 ug Zebrafisch LOX1.

Aus der quantitativen Blotanalyse geht hervor, dass die rekombinante LOX1 in E. coli
exprimiert wurde (immunoreaktives Protein, welches in der SDS-PAGE mit einem authentischen
Standard der ALOX15 von P. pygmaeus wandert). Die Hauptmenge des Enzyms wurde in den

Elutionsfraktionen F1, F2 und F3 wiedergefunden. Leider wurde auch in der ersten
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Waschfraktion (W1) und im Lysatiiberstand (U) bereits rekombinante LOX nachgewiesen, was
maoglicherweise darauf zuriickzufuhren war, dass die S&ulenkapazitat (maximale LOX-Bindung)
uberschritten wurde. Aus der Quantifizierung des Western Blots liel sich eine Expressionshéhe
der LOX1 von ca. 2,7 ug LOX1-Protein / L Bakterienkultur ableiten. Diese Quantifizierung gilt
jedoch nur unter der Annahme, dass die immunologische Reaktivitat der fir die Férbung
verwendeten anti-His-Tag Antikérper mit der P. pygmaeus 12/15- LOX und der D. rerio LOX1
vergleichbar ist. Da beide Enzyme den gleichen His-Tag enthalten und dieser aufgrund der
globalen LOX-Struktur auch sterisch nicht abgeschirmt sein sollte, ist diese Annahme durchaus
plausibel.

Vergleicht man die Expressionshéhen der D. rerio LOX1 mit der Expressionshohe
anderer rekombinanter LOX-Isoformen, kann geschlussfolgert werden, dass das
Zebrafischenzym bei gleichen Expressionssystemen deutlich geringer exprimiert wird als z.B.
die humane ALOX15. Fur die anstehenden Experimente zur enzymatischen Charakterisierung
des Enzyms war die Expressionshohe jedoch ausreichend, so dass keine weiteren

Optimierungsversuche unternommen wurden.

3.2.2. Enzymatische Charakterisierung der rekombinanten Zebrafisch LOX1

Um die katalytische Aktivitat der Zebrafisch LOX1 zu charakterisieren, wurde ein
Aliquot der Elutionsfraktion F1 in Phosphatpuffer, pH 7,4 mit 100 uM Arachidonsaure bei 37°C
fur 15 min inkubiert (2.3.1.) und die Reaktionsprodukte durch eine mehrstufige HPLC-
Analysestrategie (2.3.2.) identifiziert (Abb. 3.2).

In der RP-HPLC zeigte sich, dass 97,7% + 2% der entstandenen konjugierten Diene mit
einem Standard von 12-HETE cochromatographierten (Tab. 3.2). Der 15-HETE-Anteil am
Produktmuster betrug im arithmetischen Mittel nur 2,3% + 2%. Da aber in der RP-HPLC unter
den verwendeten analytischen Bedingungen 12-HETE, 9-HETE und 8-HETE nicht sicher
voneinander getrennt werden, wurde der 12-HETE- Peak der RP-HPLC aufgefangen und
anschlieBend mittel SP-HPLC analysiert (Abb. 3.2, ,,A%, kleines Chromatogramm). Dabei zeigte
sich, dass der 12-HETE Peak der RP-HPLC nicht homogen war sondern dass sich darunter
sowohl 12- als auch 9-HETE befand. Die relativen Anteile der beiden Produkte lie3en sich aus
den quantifizierbaren Flacheninhalten ableiten. Danach entfielen ca. 83 % auf 12-HETE und 17
% auf 9-HETE. 11- und 8-HETE wurden nur in geringen Mengen nachgewiesen. Insgesamt
zeigte das Wildtypenzym eine spezifische Aktivitat von 0,16 + 0.025 pg H(P)ETE pro pug Enzym
und min. Anzumerken ist noch, dass 9-HETE ein ungewdhnliches Reaktionsprodukt fiir eine
tierische LOX darstellt, bei LOXen anderer Taxa ist dies jedoch nicht der Fall (Hansen 2013,
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Garreta 2011). Bei Haas et al. 2011 wurde gar 8-HETE als 2. Reaktionsprodukt der Zebrafisch
LOX1 angefhrt.
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R Abb. 3.2: Reaktionsprodukte der Arachidonséureoxy-
s genierung durch die Zebrafisch LOX1. (A) Grofles

Chromatogramm: RP-HPLC mit grofiem 12-HETE-Peak
und kleinem 15-HETE-Peak (Tab. 3.2), 5-HETE wurde nur
in Spuren nachgewiesen. Kleines Chromatogramm
(Insert): die SP-HPLC mit kréftigem 12-HETE-Peak und
Jabaimo, kleinem 9-HETE-Peak. (B) CP-HPLC des préparierten 12-
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96% “FoHETE | 12S-HETE).
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LOXen besitzen in aller Regel eine hohe Stereoselektivitat (1.2.2.2.), d.h. sie wandeln
Arachidonséure entweder zu den entprechenden S- oder R-HETE Isomeren um. Um die
Stereoselektivitat der Zebrafisch LOX1 aufzuklaren, wurden die dominanten Arachidonséure-
Oxygenierungsprodukte mittels Chiralphasen-HPLC (2.3.2., Abb.3.2 B) analysiert. Dabei ergab
sich, dass 96% des 12-HETE in der S-Konfiguration vorlagen. 12R-HETE war hingegen nur in
geringen Mengen nachweisbar. Dieses Ergebnis war vor allem deshalb berraschend, weil das
Enzym entsprechend seiner Aminosauresequenz eigentlich als R-LOX zu klassifizieren gewesen
waére, zumal es an einer kritischen Stelle seiner Sequenz (Coffa- Determinante, Coffa 2004,
1.2.2.2.) ein kleines Glycin enthalt. Umfangreiche Sequenzvergleiche hatten in der
Vergangenheit mehrfach gezeigt, dass LOXen mit kleinen Resten an dieser Position R-LOXen
sein sollten. Im Gegensatz dazu tragen S-LOXen ein groReres Alanin an dieser Position. Damit
bleibt festzuhalten, dass das A vs G- Konzept flr die Zebrafisch LOX1 nicht anwendbar ist und
somit keine Allgemeingultigkeit bei tierischen LOXen besitzt.
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Spezifische Aktivitat

Enzymspezies Produkt (%) [Hg H(P)ETE/ ug Enzym x min]

12-H(P)ETE (81,3%)*
9-H(P)ETE (16,4%)* |0,16£0,025
15-H(P)ETE (2,3%)*

Wildtyp
Zebrafisch LOX1

Tab 3.2: Reaktionsprodukte der Wildtyp-Zebrafisch LOX1 nach Inkubation mit 100 uM
Arachidonsdure bei 37°C fiir 15 min (2.3.1.) und Quantifizierung durch RP-HPLC und SP-
HPLC (2.3.2.). Das Hauptreaktionsprodukt stellt 12-H(P)ETE dar. *Standardabweichung 2%

Die Zebrafisch LOX1 kann in E. coli als His-Tag Fusionsprotein exprimiert werden, wobei
die Expressionshéhe mit 2,7 ug LOX Protein/ L Flussigkultur unter der Expressionshéhe
anderer LOX-Isoformen liegt. Das rekombinante Enzym oxygeniert Arachidonsdure
hauptsachlich zu 12S-H(P)ETE, so dass es als 12S-LOX kategorisiert werden kann. Das A
vs G- Konzept ist nicht auf die Zebrafisch LOX1 anwendbar und besitzt somit keine
Allgemeingultigkeit.

3.3.  Ortsgerichtete Mutagenese der Zebrafisch LOX1
3.3.1. Mutagenese der kritischen Aminosauren des Triaden-Konzepts

Aus  der  Kiristallstruktur ~ der  Kaninchen ~ ALOX15, aus  vielfachen
Mutageneseuntersuchungen an diesem Enzym und durch Experimente mit gezielt veranderten
Substratfettsduren (Walther 2001, Borngréber 1999, Vogel 2010, 1.2.2.1.) konnte geschlossen
werden, dass das aktive Zentrum des Enzyms aus einer gekrimmten stiefelférmigen
Substratbindungstasche besteht, welche das katalytische Eisen enthdlt und deren Boden durch
die Seitenketten von 3 Aminosduren gebildet wird (F353 als Borngraber 1- Determinante,
1418+Met419 als Sloane- Determinanten, 1593 als Borngréber 2- Determinante). Durch das
Einflhren von Aminoséuren mit kleineren Seitenketten an diesen 3 kritischen Positionen wird
die Substratbindungstasche erweitert, so dass die Substratfettsaure tiefer in die Tasche
eindringen kann (1.2.2.1., Abb. 1.5). Dadurch verschiebt sich der Ort der initialen
Wasserstoffabstraktion vom C13 des Arachidonsduremolekils zum C10, so dass ein anderes
Produktisomer (12-HETE) gebildet wird. Mit dieser Strategie kann eine 15-lipoxygenierende
ALOX15 mit relativ geringem Aufwand in eine 12-lipoxygenierende Enzymspezies
umgewandelt werden. Umgekehrt wére es vorstellbar, ein 12-lipoxygenierendes Enzym durch
die gezielte Einflhrung groRerer Aminosdurereste an den Triadendetermminanten in ein 15-
lipoxygenierndes Protein umzuwandeln. Fur die humane ALOX12 konnte eine solche

Veranderung prinzipiell gezeigt werden (Vogel 2010).
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Entsprechend dem Triaden-Konzept sollte demnach das Einbringen grofer
Aminosdurereste an den Triadenpositionen der Zebrafisch LOX1 zur 15-Lipoxygenierung der
Arachidonséure fuhren, zumal die Wildtyp-Zebrafisch LOX1 ein {berwiegend 12-
lipoxygenierendes Enzym darstellt (3.2.2.). Allerdings fuhrten samtliche Versuche, groRere
Aminoséurereste an der Borngraber I- und I1-Determinante sowie an den Sloane-Determinanten
zu integrieren (F359W, V4241, V425M, V4241+VV425M Doppelmutante, V424F, V425F,
V424F+V425F Doppelmutante, 1600F, 1600W) zu Enzymmutanten, deren Positionsspezifitat der
Arachidonséureoxygenierung sich in der RP-HPLC (2.3.2.) nicht vom Wildtypenzym
unterscheiden lieR (Tab. 3.3). Im Western-Blot (2.3.3.) lie} sich fir alle Mutanten eine
immunoreaktive Bande nachweisen (Abb. 3.3), was die Expression der entsprechenden Mutanten
belegte. Einige der getesteten Mutanten waren aber katalytisch inaktiv.

In Tabelle 3.3 sind die Ergebnisse der Aktivititsmessungen zusammengefasst. Das
Wildtypenzym zeigte eine spezifische LOX-Aktivitit von 0,16 0,025 ng HETE Bildung pro pg
LOX Protein x min. Eine &hnliche spezifische Aktivitét zeigte die V2421-Mutante. Die V425M,
V424F und 1600F Mutanten waren durch eine abgesenkte katalytische Aktivitdt charakterisiert.
Die Einzellmutanten F359W, V425F und 1600W sowie die Doppelmutanten V4241+V425M und
V424F+V425F waren inaktiv. Die Auswertung der RP-HPLC-Profile ergab, dass der mit 12-
HETE cochromatisierte Anteil bei allen Mutanten dominant war. Bei keiner Mutanten wurde ein

signifikanter Anstieg der 15-HETE Bildung nachgewiesen.

Ref. Wildtyp 1600F V425M V4241 G410F G410A

- —w'—--!-----—-
- - -

gl B 2SE

Abb. 3.3: Western Blot nach dffinitdtschromatographischer Aufreinigung (2.2.5.)
ausgewdhlter Mutanten der Zebrafisch LOX1. Ref.= 0,112 ug und 0,056 ug FPLC- gereinigter
Standard der humanen ALOX15. Von den hier dargestellten Enzymspezies waren 1600F,
V25M und G410F katalytisch inaktiv (Tab.3.3), obwohl sie in hinreichender Menge exprimiert
wurden. Im Rahmen dieses Blots wurden lediglich 2 Proben einer Enzymspezies quantifiziert,
um zeitnah einen Uberblick (iber die Expressionsh6hen méglichst vieler Mutanten auf einmal
zu erhalten. Insgesamt wurden jedoch von jeder Enzymspezies 5 Proben untersucht, um die
Stichprobe fiir statistische Zwecke aussagekrdftiger zu gestalten (2.5.).
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Spezifische Aktivitat
Determinante | Enzymspezies |Produkt (%) [mg H(P)ETE/ pg Enzym x
min]
: 12-H(P)ETE (97,7%)# |0,16 + 0,025
Wildtyp 15-H(P)ETE (2,3%)#
Borngréber 1 | F359W Nicht aktiv --
V424 12-H(P)ETE (99%)* 0,113 + 0,016
15-H(P)ETE (1%)*
12-H(P)ETE (99%)* 0,021 + 0,004
VAazsm 15-H(P)ETE (1%)*
Sloane V4241+VV425M | Nicht aktiv --
12-H(P)ETE (99,9%)* |0,046 + 0,017
Va24r 15-H(P)ETE (0,1%)*
V425F Nicht aktiv --
VA24F+V425F | Nicht aktiv --
I600F 12-H(P)ETE (97,8%)* 0,026 £ 0,013
Borngraber 2 15-(H(P)ETE (2,2%)*
1600W Nicht aktiv --
Tab. 3.3:  Funktionelle  Konsequenzen der ortsgerichteten  Mutagenese  der

Triadendeterminanten (1.2.2.1.) in der RP-HPLC und Wildtyp-Zebrafisch LOX1 in der RP-HPLC .
Es wird deutlich, dass sich die Positionsspezifitdt trotz zahlreicher Mutationen nicht verdndern
lies. Jeweils 5 verschiedene Bakterienkolonien exprimierten eine bestimmte Enzymspezies
(2.2.4.), so dass 5 Messungen in der RP-HPLC (2.3.2.) pro Enzymspezies erfolgten. Sdmtliche
Enzymspezies, v.a. diejenigen, die katalytisch inaktiv waren, wurden laut Western Blot
hinreichend synthetisiert (Abb.3.3). *Standardabweichung <1%, *Standardabweichung 2%.

Die Triadendeterminanten haben fir die Reaktionsspezifitat der Zebrafisch LOX1 keine
Bedeutung. Die Einfiihrung groRer Aminosauren an diesen Positionen veranderte nicht die
Reaktionsspezifitdit des Enzyms. Einige der hergestellten Mutanten waren katalytisch
inaktiv, was auf eine Rolle dieser Aminosaurereste fur die Enzymfunktion hindeutet.

3.3.2. Mutagenese der Determinaten des A vs G-Konzepts

Bei der Wildtyp-Zebrafisch LOX1 zeigte sich eine Besonderheit (3.2.2.) in ihrer Coffa-
Determinante, die als Grundlage des A vs G-Konzepts dient (Coffa 2004, 1.2.2.2.): Das Wildtyp-
Enzym trégt zwar die Coffa-Determinante einer R-LOX, verhélt sich aber wie eine S-LOX.
Daher waren Mutationen an der Coffa-Determinante besonders interessant.

Analog zu den Determinanten des Triaden-Konzepts verhielt es sich mit Mutationen der
Coffa-Determinante (Tab.3.4, G410A, G410L, G410F). Die S-Stereospezifitat des Wildtyps lie3
sich insbesondere durch die G410A-Mutante ebenso wenig verdndern wie die Positionsspezifitat.
Offenbar ist der préadiktive Wert des A vs G-Konzepts, die Stereospezifitat allein anhand der
Coffa-Brash-Determinante vorauszusehen, nicht universal anwendbar. Die G410A-Mutante war
katalytisch aktiv, wéhrend die G410L- und G410F-Varianten keine Aktivitat zeigten.
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Um zu untersuchen, ob die benachbarten Aminosduren der Coffa-Determinante bei
diesem Zebrafisch-Enzym fur die Reaktionsspezifitat bedeutsam sind, wurde die C408S/R409I-
Doppelmutante (N-terminal der Coffa-Stelle, mutiert zu den entsprechenden Aminoséuren der
humanen ALOX12B und der murinen alox12b, 2.2.1. Tab.2.1) und die T412A/Q413V-
Doppelmutante (C-terminal der Coffa-Stelle, mutiert zu den entsprechenden Aminosauren der
humanen ALOX12B, 2.2.1. Tab. 2.1) hergestellt. Leider zeigten auch die letztgenannten
Doppelmutanten keine Aktivitat in der RP-HPLC, obwohl eine ausreichende Synthese im

Western Blot nachgewiesen wurde. Sie waren alle katalytisch inaktiv.

Spezifische Aktivitit
Determinante Enzymspezies | Produkt (%) [ug H(P)ETE/ pg Enzym
X min

12-H(P)ETE (>99%)* | 0,063 (+0,032)

Cort G410A 15-H(P)ETE (<1%)*
otia G410L Nicht aktiv
G410F Nicht aktiv

Neben Coffa (N-term) | C408S/R4091 | Nicht aktiv
Neben Coffa (C-term) | T412A/Q413V | Nicht aktiv

(e} R} Je) Fen]

Tab. 3.4: Funktionelle Konsequenzen der ortsgerichteten Mutagenese der Coffa-
Determinante (Coffa 2004, 1.2.2.2) in der RP-HPLC (2.3.2.). Aufler der G410A Mutante
flihrten Mutationen an dieser Stelle zu einem Aktivitdtsverlust. Jeweils 5 verschiedene
Bakterien-Kolonien exprimierten eine bestimmte Enzymspezies (2.2.4.), so dass 5
Messungen in der RP-HPLC pro Enzymspezies erfolgten. Sdmtliche Enzymspezies,
insbesondere jene mit geringer Aktivitdt oder gar Inaktivitét, wurden laut Western Blot
hinreichend synthetisiert. *Standardabweichung <1%.

Die Coffa-Determinante hat fir die Reaktionsspezifitat der Zebrafisch LOX1 keine
Bedeutung. Die Einfihrung eines Ala an dieser Stelle fuhrte nicht zur Veranderung der
Reaktionsspezifitdit des Enzyms. Der Einbau von Aminosduren mit noch gréReren
Seitenketten (Leu, Phe) bewirkte katalytische Inaktivitat.

3.3.3. Mutagenese der Determinanten des Jisaka-Postulates

Neben den zuvor genannten kritischen Aminosaureresten hatte sich in der Vergangenheit
gezeigt, dass 2 Aminosaurereste bei bestimmten Lipoxygenasen die Ausrichtung des Substrats
und damit die Reaktionsspezifitdt des Enzyms beeinflussen kdnnen (Jisaka 2000, 1.2.2.1.).
Durch Mutation dieser beiden Jisaka-Determinanten konnte die 8-lipoxygennierende alox15b der
Maus in ein 15-lipoxygenierendes Enzym umgewandelt werden.
Beim Zebrafisch hingegen (Tab. 3.5) bewirkten Mutationen in diesem Bereich entweder keine
Verénderung der Positionsspezifitat in der RP-HPLC (V596L) oder fiihrten zu einer inaktiven
Enzymspezies (Q597H und Q597D). Auch hier wurde die Expression jeder Mutante im Western-
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Blot nachgewiesen. Zu erwahnen ist, dass die V596L-Mutante mit 0,215 + 0,014 pg H(P)ETE
pro pg Enzym x min die Enzymspezies mit der hochsten spezifischen Aktivitat darstellte. Sie lag
damit um mehr als 30 % (ber der spezifischen Aktivitat des Wildtyp-Enzyms, was fur LOXen
eher untypisch ist. Die strukturellen Ursachen fir diese Enzymaktivierung wurden jedoch im
weiteren Verlauf der Arbeit nicht ndher untersucht. Es kdnnte jedoch spekuliert werden, dass
diese Mutation zu einem besseren Alignment der Substratfettsdure am aktiven Zentrum flhrt, so

dass die initiale Wasserstoffabstraktion besser ablaufen kann.

Determinante | Enzymspezies |Produkt (%) Spezifische Aktivitit
[ng HP)ETE/ pg Enzym]
. 12-H(P)ETE (99%)* (0,215 +0,014
Jisaka V596L 15-H(P)ETE (1%)*
“ Q597H Nicht aktiv --
“ Q597D Nicht aktiv --

Tab. 3.5: Funktionelle Konsequenzen der ortsgerichteten Mutagenese der Jisaka-
Determinanten (Jisaka 2000, 1.2.2.1.) in der RP-HPLC (2.3.2.). Aufer der V596L-
Mutante fiihrten Mutationen an dieser Stelle zu einem Akltivitdtsverlust. Jeweils 5
verschiedene Bakterienkolonien exprimierten eine bestimmte Enzymspezies (2.2.4.), so
dass 5 Messungen in der RP-HPLC pro Enzymspezies erfolgten.  Sdmtliche
Enzymspezies, insbesondere jene mit geringer Aktivitdt oder gar Inaktivitét, wurden
laut Western Blot hinreichend synthetisiert. *Standardabweichung <1%.

Die Jisaka-Determinante hat fur die Reaktionsspezifitdt der Zebrafisch LOX1 keine
Bedeutung. Die Einfuhrung eines Leu an dieser Stelle veranderte die Reaktionsspezifitat
des Enzyms nicht, erhdhte jedoch die katalytische Aktivitat. Der Einbau von His und Asn
in der unmittelbaren Nahe der Coffa-Stelle bewirkte eine katalytische Inaktivitat, was auf
eine Rolle dieser Reste fur die Enzymfunktion hindeutet.

3.3.4. N-terminale Trunkation (mini-LOX)

Die Rontgenkristallanalyse der Kaninchen ALOX15 offenbarte, dass sich dieses Enzym
aus einer etwa 12 kDa grofien N-terminalen 3-Faltblattdoméne und einer etwa 63 kDa grof3en C-
terminalen Doméne zusammensetzt (Gillmor 1997, 1.2.3.). Die C-terminale Domane beherbergte
dem Modell nach die katalytische Aktivitdt, zumal sie das Nichthdmeisen und die
Substratbindungstasche enthélt. Friihere Untersuchungen ber den Einfluss der Deletion der N-
terminalen Doméne auf die katalytische Aktivitat dieses Enzyms haben zeigten, dass die
Trunkationsmutante katalytisch aktiv ist und sich die Reaktionsprodukte nicht wesentlich von
den Produkten des Wildtypenzyms unterscheiden (Walther 2002). Generell scheint bei den
meisten Sdugetier-LOXen die N-terminale Domane nicht zwingend fir die in vitro Aktivitat der

Enzyme erforderlich zu sein sondern erfullt eher regulatorische Funktionen (Walther 2011).
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Unter in vivo Bedingungen konnte dies jedoch anders sein. So scheint die N-terminale Domane
der humanen ALOX5 fiir die intrazelluldare Aktivitdt des Enzyms unabdingbar zu sein (Chen
2001), obwohl in vitro Trunkationsexperimente belegten, dass eine deutliche in vitro Aktivitét
nachweisbar ist und weiter, dass das Produktmuster durch N-terminale Trunkation nicht
beeinflusst wird (Kihn et al., unverdffentlicht). Die N-terminale Domane der humanen ALOX 5
enthalt mehrere Calcium-Bindungsstellen und Calciumbindung scheint eine essentielle
Voraussetzung fir die intrazellulére Aktivitat der ALOX5 zu sein (Hammarberg 2000), fir das
isolierte Enzym sind die Verhaltnisse jedoch andere. Die N-terminal trunkierte Version der
murinen 5-LOX besitzt ebenfalls katalytische Aktivitat und ist in der Lage, Arachidonsaure zu
5S-H(P)ETE umzuwandeln (Hofheinz 2013). Fir die Zebrafisch LOX1 lagen bisher noch keine
Untersuchungen zu den funktionellen Auswirkungen einer N-terminalen Trunkation vor.

Vor diesem Hintergrund sollte deshalb untersucht werden, welchen Einfluss das Fehlen
des N-Terminus auf katalytische Aktivitat (3.3.4.2.) und Membranbindung (3.4.) der Zebrafisch
LOX1 ausubt.

3.3.4.1. Expression der N-terminalen Trunkationsmutante (mini-LOX)

Um eine N-terminale Trunkationsmutante der D. rerio LOX1 zu erhalten, mussten die N-

terminalen 116 Aminosauren deletiert werden. Diese Enzymvariante wurde dann in analoger Art
und Weise wie das Wildtypenzym und seine Punktmutations-Varianten als N-terminales His-
Tag-Fusionsprotein in E. coli exprimiert (2.2.4.) und gereinigt (2.2.5.).
Aus Abb. 3.4 geht hervor, dass die N-terminale Trunkationsmutante der Zebrafisch LOX1 in E.
coli exprimiert wird und aus dem Lysatuberstand als His-Tag Fusionsprotein in E. coli isoliert
werden kann. Verglichen mit dem Wildtyp (3.2.1.) lieB sich die Trunkationsvariante mit einer
Expressionshthe von ca. 6,9 pg Protein / L Bakterienkultur deutlich besser herstellen. In Abb.
3.4 wird auch der Molekulargewichtsunterschied zwischen der Trunkationsmutante und dem
Referenzenzym (komplette ALOX15 von P. pygmaeus) deutlich.

Abb. 3.4: Western Blot (2.3.3.) nach
e Ni-TED Aufreinigung (2.2.5.) dgs ?olyf;
His-Tag-C-Terminus der Zebrafisc
- LOX1. U=Uberstand, W1 und W2=
| Waschschritte, F1-F6=  Elutions-
| fraktionen, Ref= 0,26 ug FPLC-
| gereinigter Standard der ALOX15 von
P. pygmaeus, die beiden nicht
beschrifteten Banden neben der Ref-
Bande  sind  ebenfalls  Ni-TED
gereinigte N-Terminus-Trunkationen
" der Zebrafisch LOX1 von
| vorhergegangen Expressions- reihen,
4 F1 entspricht hier 0,43 ug Protein.

Ref F6 F5 F4 F3 F2 F1 W2 Wi
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3.3.4.2. Charakterisierung der N-terminalen Trunkationsmutante (mini-LOX)

Vorherige Arbeiten (Walther 2011) haben gezeigt, dass N-terminal trunkierte
Lipoxygenasen in vitro katalytisch aktiv sein kénnen. Fir die trunkierte humane ALOXS5 schien
dies hingegen nur fiir die intrazelludre Aktivitat zu gelten (Chen 2001), spater konnte jedoch
auch eine in vitro-Aktivitat nachgewiesen werde (Kuhn et al., unvertffentlicht). Da die
Zebrafisch LOX1 den derzeit existierenden Hypothesen zur Reaktionsspezifitit von LOXen
(1.2.2.) nicht folgte (3.3.1., 3.3.2., 3.3.3.), konnten keine gesicherten Vorhersagen zur
katalytischen Aktivitat der Trunkationsvariante dieses Enzyms gemacht werden. Unsere Daten
deuten darauf hin, dass die N-terminale Trunkationsmutante der Zebrafisch LOX1 keine
katalytische Aktivitét besitzt (Tab. 3.6). Mdglicherweise beherbergt die N-terminale Doméne des
Enzyms fur die Aktivitat wichtige Strukturbestandteile. Es konnte aber auch sein, dass die
regelrechte Faltung des Enzyms durch die N-terminale Trunkation beeintréchtigt wurde.
Zwischen diesen beiden Mdglichkeiten lasst sich nicht sicher unterscheiden.

Enzymspezies Produkte (%) Spezifische Aktivitit
[ng H(P)ETE/ pg Enzym x
min]

12-H(P)ETE (97,7%)" 0,16 + 0,025
15-H(P)ETE (2,3%)"
N-Terminus-Trunkation |Nicht aktiv --

Wildtyp

Tab. 3.6: Funktionelle Konsequenzen der Deletion des N-Terminus in der RP-HPLC. Die
Deletion des N-Terminus (3.3.4.1.) geht einher mit einem Verlust der katalytischen
Aktivitdt. Jeweils 5 verschiedene Bakterien-Kolonien exprimierten (2.2.4.) diese
Trunkationsvariante der Zebrafisch LOX1, so dass 5 Messungen in der RP-HPLC
erfolgten. Der Erfolg der Expression wurde im Western Blot nachgewiesen (Abb.3.4).
#Standardabweichung 2%.

Die N-terminale Trunkationsmutante (isoliert exprimierte katalytische Domane) der
Zebrafisch LOX1 ist in E. coli als His-Tag Fusionsprotein exprimierbar, besitzt aber keine
katalytische Aktivitat.

3.4. Membranbindungsassay

Vorherige Arbeiten (Walther 2002) zeigten, dass sich die Bindung der Kaninchen
ALOX15 an Biomembranen in vitro deutlich verringert, wenn man die N-terminale Doméne
entfernt. Jedoch zeigt die entsprechende N-terminale Trunkationsmutante immer noch die
Fahigkeit einer Membranbindung, so dass die N-terminale Doméne nicht als essentiell fir die in
vitro Membranbindung angesehen werden kann. Die humane ALOX5 vermag intrazellular ohne
den N-Terminus nicht an die Kernmembranen zu translozieren (Chen 2001), obwohl in vitro eine

Membranbindung der N-terminalen Trunkationsmutante nachgewiesen werden konnte. Diese
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Literaturdaten deuten auf eine Rolle der N-terminalen R-barrel Doméne bei der
Membranbindung von LOXen im Allgemeinen hin. Fur die Zebrafisch LOX1 waren bislang
keine experimentellen Daten zur Rolle der N-terminalen Doméne bei der Membranbindung

verfugbar.

3.4.1. Membranbindung der Zebrafisch LOX1 (Wildtypenzym)

Um die Membranbindung der Zebrafisch LOX1 zu untersuchen, wurde der Wildtyp (3.2.)
und die N-terminale Trunkationsmutante (3.4.2.) des Enzyms mit submitochondrialen
Membranen (SMP) bzw. EDTA High Salt stripped Rough Microsomes (EKRM) als
Modelmembranen inkubiert (2.4.2.). Nach Zentrifugation lag der membrangebundene Anteil der
LOX im Niederschlag vor, der nicht membrangebundene Anteil befand sich hingegen im
Uberstand. Die jeweiligen Proteinmengen wurden anschlieBend im Western Blot (2.3.3.)

quantifiziert.

In Abb. 3.5 ist die Verteilung der beiden unterschiedlichen Zebrafisch LOX-
Enzymspezies zwischen Membranpellet und Uberstand dargestellt. Die erhaltenen Daten deuten
darauf hin, dass der Wildtyp der Zebrafisch LOX1 im Gegensatz zur Kaninchen ALOX15
(Walther 2002) nur eine geringe Affinitdat zu Biomembranen besitzt. Bei allen Membrantypen
war der groBte Teil der zugesetzten LOX im Uberstand lokalisiert. Nur ein geringer Teil des
Enzyms konnte im Membranpellet wiedergefunden werden. Nach diesem Ergebnis verhalt sich
das Zebrafischenzym in diesem in vitro Membranbindungsassay prinzipiell &hnlich wie die
ALOX15 des Kaninchens und die alox5 der Maus, obwohl die Membranbindungsaffinitat des
Wildtypenzyms verglichen mit den anderen LOX-Isoformen deutlich geringer ist. Die relative
Verteilung der membrangebundenen Zebrafisch LOX1 und der nicht membrangebunden
Zebrafisch LOX1 stellt Tab. 3.7 dar, dartber hinaus ist hier ein direkter Vergleich zwischen

Wildtyp und seiner N-terminalen Trunkationsmutante (mini-LOX, 3.4.2.) méglich.

3.4.2. Membranbindung der N-terminalen Trunkationsmutante (mini-LOX)

Um die Membranbindung der Zebrafisch LOX1 zu untersuchen, wurde der Wildtyp
(3.4.1) und die N-terminale Trunkationsmutante (3.3.4.1) des Enzyms mit submitochondrialen
Membranen (SMP) bzw. EDTA High Salt stripped Rough Microsomes (EKRM) als
Modelmembranen inkubiert (2.4.2.). Nach Zentrifugation lag der membrangebundene Anteil der

LOX im Niederschlag vor, der nicht membrangebundene Anteil befand sich hingegen im
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Uberstand. Die jeweiligen Proteinmengen wurden anschlieRend im Western Blot (2.3.3.)
quantifiziert.

Fur die N-terminale Trunkationsmutante wurden &hnliche VerhéltnismaRigkeiten wie
beim Wildtyp (3.4.1., Abb. 3.5) beobachtet. Auch hier konnte bei allen Membrantypen der
groRte Teil des Enzyms im Uberstand lokalisiert werden. Vergleicht man die Fahigkeit zur
Membranbindung  zwischen  Wildtyp  Zebrafisch LOX1 und ihrer N-terminalen
Trunkationsmutante (mini-LOX) miteinander, so stellt man fest, dass die N-terminale
Trunkationsmutante fur alle Membrantypen eine noch geringere Membranaffinitat besitzt als das
Wildtypenzym. Somit ist auch die isolierte katalytische Doméne der Zebrafisch LOX1 in vitro in
der Lage, an Biomembranen zu binden, ebenso wie die besser untersuchte Kaninchen ALOX15
(Walther 2002). Die relative Verteilung der membrangebundenen N-terminalen
Trunkationsmutante und der nicht membrangebunden N-terminalen Trunkationsmutante stellt
Tab. 3.7 dar, dartiber hinaus ist hier ein direkter Vergleich zwischen Wildtyp (3.4.1.) und seiner

N-terminalen Trunkationsmutante mdglich.

Wildtyp-Enzym N-terminale Trunkationsmutante
EP UP RSP RSU SSP SSU EP UP RSP RSU SSP SsU
Positivkontrolle

- e

EP UP RSP RSU SSP ssU

Abb. 3.5: Western Blot (2.3.3.) nach Membranbindunsassay (2.4.2.) mit EKRM- und SMP-
Membranen. Der Wildtyp und noch deutlicher das trunkierte Enzym liegen gréfStenteils nicht
membrangebunden vor, da die jeweiligen Banden der Uberstinde intensiver waren als die
dazugehérigen Pellets. SSU=Uberstand der nicht EDTA gewaschenen submitoch, Membranen
SSP="Pellet der nicht EDTA gewaschenen submitochoch. Membranen, RSU= Uberstand der
EDTA gewaschenen submitoch. Membranen, RSP= Pellet der EDTA gewaschenen submitoch.
Membranen, UP= Uberstand der endoplasm Membranen, EP= Pellet der endoplasmat.
Membranen. Als Positivkontrolle diente die Kaninchen Ret/kulozyten ALOX15, die iiberwiegend
membrangebunden vorliegt (Walther 2002). Im Gegensatz zu anderen Untersuchungen dieser
Arbeit wurde lediglich ein Membranbindungsassay durchgefiihrt.
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Modelmembran Wildtyp N-terminale Trunkation
Uberstand (%) Pellet (%) | Uberstand (%) Pellet (%)

EKRM 58,3 41,7 78,3 21,7

EDTA gewasch. SMP 52,7 47,3 59,1 40,9

Nicht EDTA gewasch. SMP | 63,4 36,6 77,7 22,3

Tab 3.7: Relative Verteilung der Zebrafisch LOX1 und ihrer N-terminalen Trunkationsmutante nach
Membranbindungsassay (2.4.2) und Western Blot (Abb. 3.5). Es wird deutlich, dass die N-terminale
Trunkationsmutante eine geringere Membranaffinitat besitzt als der Wildtyp, da der prozentuale Anteil
der Uberstinde gréfier ist als beim Wildtyp. EKRM= Endoplasm. Retikulum-Membranen, SMP=
Submitoch. Membranen. Im Gegensatz zu anderen Untersuchungen dieser Arbeit wurde lediglich ein
Membranbindungsassay durchgefiihrt.

Die Zebrafisch LOX1 besitzt, verglichen mit der Kaninchen ALOX15, eine geringere
Membranbindungsaffinitat. Diese scheint bei der N-terminalen Trunkationsmutante
noch deutlicher verringert zu sein.
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4. DISKUSSION

4.1. Charakterisierung eines bisher unbekannten Enzyms vom Zebrafisch

4.1.1. Eigenschaften der Zebrafisch LOX1

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgten funktionelle Untersuchungen zu einer bisher nicht
untersuchten LOX-Isoform des Modelorganismus Zebrafisch. Bisher waren zwar aus dem
Zebrafischgenomprojekt eine grofle Anzahl von Sequenzdaten fiir LOX-Gene dieses
Modelorganismus verfiigbar und es existierte eine umfangreiche Transkriptomdatenbank, es war
aber bislang nicht gelungen, eines der LOX-Isoenzme aus nativen und/oder rekombinanten
Quellen zu isolieren und hinsichtlich seiner Eigenschaften zu charakterisieren. Die Zebrafisch
LOX1, verschiedene Mutanten sowie eine N-terminal trunkierte Enzymspezies (Mini-LOX)
konnten rekombinant als His-Tag-Fusionsprotein in E. coli exprimiert werden (2.4.2.).
AnschlieBend erfolgte eine affinitdtschromatographische Aufreinigung der Fusionsproteine Uber
Ni-TED-Sdulen (2.2.5). Dadurch war es erstmals moglich, das Enzym als Protein zu isolieren
und dessen wesentliche enzymatische Eigenschaften zu bestimmen. Diese Eigenschaften, vor
allem die Reaktionsspezifitat mit Arachidonsdure sind fir die Klassifizierung des Enzyms von
grolRer Bedeutung und erlaubten erstmals einen Vergleich mit anderen LOX-I1soformen.

Auf der Basis der Aminoséuresequenz wurde unter Berlicksichtigung der bisher
verfugbaren Strukturdaten von LOXen ein 3D-Modell der Zebrafisch LOX1 erstellt (Abb. 4.1).
Dabei ergab sich, dass trotz des relativ geringen ldentitatsgrades der Aminosauresequenz die 3D-
Struktur sehr ahnlich zu bisher kristallisierten LOXen ist. Auch dieses Enzym besteht aus einer
einzelnen Peptidkette, die sich in zwei Doméanen faltet. Auch hier wird die N-terminale Doméne
aus mehreren R-Faltbalttstrukturen gebildet, wéhrend die katalytische Domane vor allem aus a-

Helices besteht.

Direkte Strukturuntersuchungen wie Kristallisationsstudien oder Experimente zur
Eisenligandensphéare oder zum Dimersierungsverhalten des Enzyms konnten nicht durchgefihrt
werden, da die Menge des rekombinant exprimierten Enzyms nicht ausreichte (3.2.1.). Sollten in
der Zukunft Experimente dieser Art geplant werden, misste zunachst das Expressionssystem
optimiert werden, um deutlich héhere Expressionsraten zu erreichen. Dies kénnte u.a. durch eine
Kodonoptimierung erreicht werden, so dass zumindest ahnliche Expressiosraten erreicht wirden,
wie das fur andere LOX-Isoformen in vergleichbaren Expressionsystemen der Fall ist (z.B.
ALOX15 mit 2-3 mg/ L Kulturflissigkeit). Alternativ sollte man an einen Wechsel des

Expressionsystems denken. So konnten in der Vergangenheit z.B. die Schweine Leukozyten
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Abb. 4.1: 3D-Model der Zebrafisch LOX1. (A) Rechts unten im Bild der konstruierte N-Terminus in blau mit
B-Faltbldttern, (iber diesem vorwiegend a-helikale Sekunddrstrukturen des C-Terminus. Abmessungen in
A: X:72.024; Y:56.652; Z:91.739; Molekulargewicht 77.002 kDa. (B) Konstruierter Zugang zum aktiven
Zentrum mit Nichthdmeisen (orange) und seinen vermutlichen proteinogenen Liganden His-367, His-372,
His 547, Asn-551, lle-670 (blau). Quellenangabe (A): Kelley LA, Sternberg MIJE. Protein structure
prediction on the web: a case study using the Phyre server. Nature Protocols 2009;4: 363 — 371.
Quellenangabe (B): Wass M.N., Kelley L.A. and Sternberg MJ. 3DLigandSite: Predicting ligand-binding

sites using similar structures. NAR 2010,;38: W469-73.

ALOX15 (Reddy 1994) als rekombinantes Protein im Baculovirus-Insektenzell-System
exprimiert und isoliert werden.

Ein besonderes Problem bei der Expression von rekombinanten LOXen stellt die
Eisenversorgung des Expressionssystems dar. Hochexprimierende Systeme fiihren manchmal
dazu, dass der Eisengehalt der finalen Enzympréparation sich deutlich vom Idealwert (1:1
Fe:Apoproteinverhéltnis) unterscheidet. Da ein nachtréglicher Eiseneinbau in das exprimierte
Apoenzym nicht mdoglich ist, fuhrt der relative Eisenmangel zu einer strukturellen
Mikroheterogenitét der rekombinanten LOXen. Fir die Expression der Zebrafisch LOX1 wurde
der relative Eisengehalt des finalen Enzympraparates nicht exakt quantifiziert. Dies lag zum
einen darin begrindet, dass die Expressionshohe des Enzyms so gering war, dass eine
verlassliche Eisenbestimmung nicht méglich war, zum anderen konnte selbst bei der Anwendung
der FPLC als Proteinreinigungstechnik (2.2.5.) keine homogene Enzympréparation erreicht
werden (nicht gezeigte Daten). Es waren im Elektropherogramm immer noch nicht-LOX-
Proteinbanden zu sehen und es konnte nicht geklart werden, ob die dominante Proteinbande bei
75 kDa vollstdndig auf LOX-Protein zurlickzufihren war. Um dies zu (berprifen, hétte eine
Bestimmung der N-terminalen Heterogenitdt der entsprechenden Elektrophoresebande
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durchgefuhrt werden muissen, was mit Blick auf die geringe Expressionshéhe unrealistisch
erschien, auch die Coomassie-Farbungen der finalen LOX-Préparationen zeigten Hintergrund-
Banden an (nicht gezeigte Daten).

Nach unseren Erfahrungen mit der Expression anderer LOX-Isoformen beeinflusst der
Eisengehalt der finalen Enzympraparationen zwar die spezifische Aktivitat des Enzyms, nicht
aber dessen Reaktionspezifitat. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die hier erhaltenen
Daten zur Reaktionsspezifitat der Zebrafisch LOX1 (3.2.) unabhangig vom Eisengehalt der

finalen Enzympréparation sein sollten.

4.1.2. Zuordnung der Zebrafisch LOXen zu humanen Isoformen

Ein Homologie-Abgleich mit humanen LOX-Isoformen (3.1.2., Tab 3.1) erlaubte keine
nahere Zuordung der Zebrafisch LOX1 zu den humanen Isoformen. Unter der Pramisse, dass die
humane ALOXS5 bereits der Zebrafisch LOX2 entspricht (3.1.2., 3.1.3.), wére die Rolle einer
ALOXS5 bereits vergeben, da bisher bekannte Wirbeltiere nur eine einzige 5-lipoxygenierende
LOX-Isoform besitzen. Folglich blieben bei einer Ubertragung des Systems der 4 phylogenetisch
verwandten LOX-Subfamilien von Saugetieren (1.1.2.1.) noch 3 LOX-Isoformen ubrig. Die
Zebrafisch LOX1 konnte eine 12-lipoxygenierende ALOX15 darstellen, eine Plattchentyp 12-
LOX oder eine der Epidermis-Typ-LOXen. Aufgrund der Verteilung der Zebrafisch LOX1 in
Haut und Schleimhaut bei Zebrafisch-Embryonen (Haas 2011) erscheint eine Klassifizierung als
Epidermis-Typ-LOX plausibel. Auch in Hinblick auf die knock-out induzierten Dottersack- und
Perikardodeme der Zebrafisch-Embryonen (Haas 2011) ist eine Einteilung als Epidermis-Typ-
LOX hypothetisch nachvollziehbar, da Epidermis-Typ-LOXen die Barrierefunktion dermaler
Strukturen beeinflussen konnen (Krieg 2013, 1.3.5.). Mdglicherweise besteht sogar eine
Uberschneidung zwischen den autosomal rezessiven congenitalen Ichthyosen (ARCI), bei denen
einige Formen auf einem Funktionsverlust der humanen ALOXE3 und ALOX12B (Krieg 2013,
Osorio  2013) beruhen und den bei Haas et al. 2011 entdeckten schweren embryonalen
Fehlbildungen der Zebrafisch-Embryonen: Die Beschreibung der Zebrafisch-Embryonen mit
Barrierestorung, Fehlentwicklung der Augen etc. &hnelt den schweren Unterformen der
autosomal rezessiven congenitalen Ichthyosen. Wenn es diesheziiglich Uberschneidungen geben
sollte, liegt die Vermutung nahe, dass die Zebrafisch LOX1 auch der humanen ALOX12B
entsprechen konnte, zumal dieses Enzym funktionell sowieso mit der ALOXE3 gekoppelt ist
(Krieg 2013). Wie bei 3.1.3. dargestellt, liegt das Gen der Zebrafisch LOX1 jedoch in einer
syntenischen Region der humanen Gene ALOX12 und ALOX15, nicht jedoch in einer
syntenischen  Region der Gene der humanen  Epidermis-Typ-LOXen. Diese
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Diskrepanz zwischen Funktion der Zebrafisch LOX1 beim Zebrafisch und ihrer Genlokalisation
konnte einer phylogenetische Dynamik dieser LOX-Isoform bei niederen Wirbeltieren wie dem
Zebrafisch entsprechen (4.4.2.), eine eindeutige Zuordnung der Zebrafisch LOX1 zu einer

humanen Isoform kann an dieser Stelle jedoch nicht erfolgen.

Um weitere LOXen aus den 10 potentiellen LOX-Transkripten des Zebrafisches

zuzuordnen, wére deren Expression und enzymatische Charakterisierung hilfreich.

4.2. Die Zebrafisch LOX1. Ein Enzym, das Modelvorstellungen untergrabt

4.2.1. Unvereinbarkeit mit dem Triadenkonzept der Positionsspezifitat

In der Vergangenheit wurde ein Zusammenhang zwischen dem Volumen der
Substratbindungstasche und der Positionsspezifitat von Sadugetier 12/15-LOXen erkannt
(1.2.2.1., Vogel 2010, Borngréaber 1996, 1999, Sloane 1991). Das Wesen dieser Volumen-
Hypothese besteht aus der Modifizierung dreier kritischer Aminoséurenreste (Triaden-Konzept),
die den Boden einer stiefelformigen Substratbindungstasche ausmachen und nach ihren
Erstbeschreibern Borngraber I- und Borngraber Il- Determinante und Sloane-Determinante
genannt werden. Je kleiner die Seitenketten der 3 kritischen Determinanten, desto tiefer dringt
die Fettsdure mit dem Methyl-Terminus (o-Ende) voran in die Tasche hinein, desto ndher am
Carboxyl-Terminus (a-Ende) erfolgt die Oxygenierung (1.2.2.1. Abb. 1.5).

Die Triadendeterminanten der Zebrafisch LOX1, Phe-359 (Borngraber 1), Val-424 bzw.
Val-425 (Sloane) und lle-600 (Borngraber I1) lieRen eine dominante 15-Lipoxygenierung der
Arachidonsdure vermuten, da sich die Kaninchen ALOX15 lediglich in der Sloane-Determinante
Ile-418 von den Triadendeterminanten der Zebrafisch LOX unterscheidet (2.2.1., Tab. 2.1). Alle
Mutationen an den Triadenresten verdnderten die Reaktionsspezifitat des Enzyms jedoch nicht
signifikant (3.3.2.). Diese Daten deuten darauf hin, dass das Triadenkonzept nicht auf die
Zebrafisch LOX1 anwendbar ist. Einschrankend muss dabei erwéhnt werden, dass einige der
hergestellten Triadenmutanten katalytisch inaktiv waren. Das Volumen der mutmaRlichen
Substratbindungstasche scheint folglich zwar eine Rolle fir die Enzymaktivitat zu spielen, zu der
Bildung alternativer Oxygenierungsprodukte kam es allerdings nicht. Ahnliche Resultate wurden
auch bei Mutationen im Bereich der Jisaka-Determinante (Jisaka 2000, 3.3.3.) erzielt. Die Jisaka-
Determinante beeinflusst offenbar die Substratausrichtung am aktiven Zentrum der humanen und
murinen ALOX15B und bestimmt somit die unterschiedliche Reaktionsspezifitat der beiden
Enzyme. Als molekulare Ursache daftir wird ein inverses Alignment des Substrats am Enzym

diskutiert. ~ Bei der Zebrafisch LOX1 hingegen fuhrte eine VergroRerung der Jisaka-
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Determinante (V596L) zu einer Erhohung der spezifischen Aktivitat, nicht aber zu einer
Anderung der Reaktionsprodukte in der RP-HPLC. In diesem Fall scheint also die
maoglicherweise einzige Reaktionsspezifitdt des Enzyms gefoérdert worden zu sein. Natdrlich ist
es auch denkbar, dass die entscheidenden Determinanten der Struktur-Funktionsbeziehung fir
dieses Enzyms in den vorliegenden Untersuchungen nicht erfasst wurden. In diesem Fall jedoch
ware die Zebrafisch LOX1 die erste Wirbeltier-LOX, die keinem dargestellten Erklarungsmodel
folgt. Dies konnte daran liegen, dass die Zebrafisch-LOX phylogenetisch élter ist als andere
besser untersuchte Wirbeltier-LOXen (4.4.). Auch die Weichkorallen 11R-LOX (Eek 2012,
1.2.6.) ist phylogenetisch alter als die Wirbeltier-LOXen (nicht gezeigte Daten) und Mutationen
der Triadendeterminanten und der Jisaka-Determinante konnten das Muster der
Reaktionsprodukte nur geringfugig verandern, die gréfite Veranderung wurde mit der Borngraber
I1-Determinante (V609W der Weichkoralle) erreicht.

Fir die noch &lteren LOX-Isoformen der Bakterien sind ebenfalls keine Konzepte fir die
Positionsspezifitdt bekannt. Daher sind weitere funktionelle Untersuchungen, wie in dieser
Arbeit erfolgt, an phylogenetisch dlteren LOX-Isoformen unentbehrlich, um ein alternatives
Model der Positionsspezifitat zu entwickeln. Die funktionellen Ergebnisse kdnnten dann mit
neuen Kristallstrukturen dieser LOX-Isoformen in Zusammenhang gebracht werden. Dartiber
hinaus ist bei einigen LOX-Isoformen der Mechanismus der Positionsspezifitat mit der

Stereospezifitat verbunden, so dass fur diese Enzyme auch die Inhalte von 4.2.2. gelten.

4.2.2. Unvereinbarkeit mit dem A vs G-Konzept der Stereospezifitat

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass zwei Epidermis-Typ-LOXen (Maus
alox15b und humane ALOX15B) einerseits sowie die humane ALOX12B und die Korallen 8R-
LOX einen kritischen Aminosdurenrest enthalten, der in unterschiedlichem Ausmal3 die
Stereospezifitat der Enzyme beeinflusst (Coffa 2004, 1.2.2.2.). Diese Coffa-Determinante ist bei
vielen S-LOXen als Alanin konserviert und bei vielen R-LOXen als Glycin. Dem Model nach
liegt das Wesen der Stereospezifitat darin begriindet, dass Sauerstoff bei den Alanin-
konservierenden LOX-Isoformen eine andere Zugangsstelle zum Substrat besitzt als bei Glycin-
konservierenden Enzymen. In beiden Fallen greift dem Model nach zwar Sauerstoff auf der
gleichen Ebene des Substrats an, aber an unterschiedlichen Positionen des
Kohlenwasserstoffriickgrates der Fettsdure. Nun sind die verfligbaren unterschiedlichen
Positionen des Kohlenwasserstoffrickgrates aber automatisch verknlpft mit einer
unterschiedlichen Stereokonfiguration (1.2.2.2. Abb. 1.6). Bei einer gegebenen LOX-Isoform,
beispielsweise einer 12-LOX, sei daher von den Reaktionsprodukten 12S-H(P)ETE und 8R-
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H(P)ETE auszugehen, oder falls Sauerstoff von der gegeniberliegenden Ebene angreifen wiirde,
12R-H(P)ETE und 8S-H(P)ETE. Das Model basiert also stets auf dem Unterschied von 4 C-
Atomen und gleichzeitigem Wechsel der Stereokonfiguration: Die zusétzliche Methylgruppe des
Ala Dblockiert bei S-LOXen die Sauerstoffinsertion an der S[+2]-Position des
Pentadienylradikals, so dass nur eine R[-2]-Sauerstoffinsertion moglich ist. Ist ein kleines Gly an
der Coffa-Determinante vorhanden, ist hingegen eine Sauerstoffinsertion an der S[-2]-Position
mdoglich. Auch vor diesem Hintergrund ist die Formierung von 9-HETE als 2. Reaktionsprodukt
der Wildtyp-Zebrafisch LOX1 (3.2.2.) zwar ungewdhnlich, jedoch nachvollziehbar wenn man
bedenkt, dass bisherige Modelvorstellungen von diesem Enzym ebenfalls nicht befolgt wurden.
Ein mdoglicher Kritikpunkt der A vs G-Hypothese ist, dass das Volumen einer
Methylgruppe (etwa 20 A% im Van-der-Waals-Model den entscheidenden Unterschied
ausmachen soll. Das Van-der-Waals-Volumen des molekularen Sauerstoffs betragt jedoch etwa
50 A3. Aufgrund dieser Diskrepanz ist der Unterschied der Methylgruppe von etwa 20 A3 nur
genau dann relevant, wenn zusatzlich bereits ein Hohlraum in der Substratbindungstasche von
mindestens 30 A® praformiert ware. Fir einen solchen Hohlraum gibt es aktuell kein
strukturelles Korrelat, moglicherweise ist dieser jedoch nicht permanent vorhanden sondern
bedingt durch fliichtige Konformationsanderungen schwierig zu erfassen. Dariiber hinaus gibt es
einige bekannte Erweiterungen und Ausnahmen des A vs G-Konzeptes: Bei der alox12b der
Maus konnte durch Veranderung der Borngréber IlI-Determinante Val-631 (V631A) ebenfalls
eine vermehrte 8S-H(P)ETE-Bildung erreicht werden, so dass hier ein neuer Mechanismus und
die A vs G-Hypothese gemeinsam zutreffen (Meruvu 2005). Als Ursache fir den
stereospezifischen Effekt der Borngraber 11-Determinante wurde erneut eine andere Orientierung
des Substrates im aktiven Zentrum angenommen. Eine weitere Erganzung des A vs G-Konzeptes
ist fir die murine alox12 nétig, Dieses Enzym tragt an der Position der Coffa-Determinante ein
deutlich grofieres Serin und arbeitet als S-LOX (Coffa 2004). Die Anwendbarkeit der A vs G-
Hypothese ist noch deutlicher eingeschréankt, wenn prokaryotische LOX-Isoformen betrachtet
werden. Gleich mehrere Quellen belegen, dass bei bakteriellen LOXen der prédiktive Wert der A
vs G-Hypothese, die Stereospezifitat allein anhand eines Aminosédurenrestes vorherzusehen,
nicht gegeben ist (Hansen 2013). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die
Reaktionsprodukte der Mini 9R-LOX von Nostoc sp. PCC 7120 9R- und 13R-HODE sind; das
Enzym besitzt jedoch ein Alanin als Coffa-Determinante und sollte damit als S-LOX fungieren
(Andreou 2008). Noch vor der Einfihrung der A vs G-Hypothese zeigten zwei LOX-Isoformen
des Cyanobakteriums Anabaena variabilis (ATCC 29413 / PCC 7937) 9R-lipoxygenierte
Fettsauren, obwohl beide LOXen ein Alanin als Coffa-Determinante tragen (Murakami 1992).
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Abb. 4.2: Reaktionsprodukte der Cyanothece sp. Csplox2 (Andreou 2010) in der CH-
HPLC. Linolsédure wurde vornehmlich zu 11R-HODE, 9R-HODE und 13S-HODE
oxygeniert. Im Vergleich zu anderen LOX-Isoformen ist das Produktmuster vor allem
deshalb bemerkenswert, da jedes Reaktionsprodukt nahezu 30% zur
Gesamtproduktmischung beitrégt und trotzdem deutlich chiral ist.

Eine jingere Untersuchung identifizierte eine LOX-Isoform in Cyanothece sp., die von
den Beschreibern Csplox2 genannt wurde und die Modelvorstellung der A vs. G-Hypothese noch
tiefgreifender herausfordert (Andreou 2010). Csplox2 katalysiert die Reaktion von Linolséure zu
drei unterschiedlichen Oxygenierungsprodukten (13S-HODE, 11R-HODE, 9R-HODE, Abb.
4.2), wobei jedes Reaktionsprodukt etwa 30% der Gesamtprodukte ausmacht (11-HODE 39,2%,
9-HODE 33,5%, 13-HODE 27,3%). Csplox2 tragt ein Alanin als Coffa-Determinante. Die
Bildung von 9R-HODE und 13S-HODE ware mit der A vs G-Hypothese noch bedingt vereinbar,
obwohl nach dem klassischen Coffa-Konzept Ala enthaltende Enzyme eigentlich als S-LOXen
qualifiziert werden sollten. Die zusatzliche Bildung von 11R-HODE in dieser Quantitét erfordert
jedoch einen besonderen Reaktionsmechanismus. Offenbar hat Sauerstoff wie bei den meisten
LOX-Isoformen Zugang zu lediglich einer Seite des Pentadienylradikals (eine Ausnahme stellt
wohl eine manganhaltige LOX des Pilzes Gaeumannomyces graminis dar, bei der offenbar
Sauerstoffkanéle von beiden Seiten an das Pentadienylradikal reichen, Oliw 2002) und nach
Wasserstoffabstraktion von C11 inseriert O relativ gleichmaRig verteilt an die S[+2]- und die
R[-2]-Position und die R[0]-Position (11R-HODE). Nun stellt sich jedoch die Insertion von O>
an der S[+2]- und der R[-2]-Position als irreversibel dar, wahrend die Insertion von O, an der
R[0]-Position (11R-HODE) bei diesem Enzym reversibel ist und kinetisch kontrolliert zu sein
scheint:

Bietet man der Csplox2 modifizierte Linolsdure als Substrat, welche an ihrem C11-Atom
ein pro(S)-Deuterium-Atom tragt anstatt eines gewohnlichen H-Atoms, so wird nahezu gar kein
11R-HODE formiert, wahrend die anderen Reaktionsprodukte aus Abb 4.2 zunehmen. Offenbar
beruht die reduzierte Bidung von 11R-HODE auf einem Isotopeneffekt des Deuterium pro(S)-
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Atoms an C11, der die Wasserstoffabstraktion derart verlangsamt, dass 99% des Sauerstoffes fiir
die Bildung der anderen Reaktionsprodukte verbraucht wird. Auf diese Weise wurde eine
kinetisch kontrollierte Formierung von 11R-HODE postuliert. Fihrt man dem Enzym hingegen
11R-HODE selbst als Substrat zu, wird nahezu aquimolar 9R- and 13S-HODE gebildet, so dass
11R-HODE als reversibles Oxygenierungsprodukt betrachtet werden kann.

Die Zebrafisch LOX1 katalysiert die stereospezifische Reaktion von Arachidonséure zu
12S-H(P)ETE (3.2.2.), obwohl sie einen Glycin-Rest an der Coffa-Determinante tragt (2.2.1.,
Tab.2.1). Von allen bisher untersuchten tierischen LOX-Isoformen ist die Zebrafisch LOX1
somit die erste LOX, welche dem A vs G- Konzept exakt widerspricht. Zwar konnte auch fur
andere tierische S-LOXen gezeigt werden, dass ein Ala-zu-Gly Austausch nur geringe
Veranderungen in der Stereospezifitat induziert und somit das A vs G- Konzept nicht wirklich
allgemeine Giltigkeit aufweist. Die Zebrafisch-LOX1 ist jedoch das erste Enzym, das an der
Coffa-Determinante ein Gly tragt und zugleich eine reine S-LOX darstellt. Nun ist Glycin jedoch
die kleinste aller proteinogenen Aminosauren, so dass nicht tberprift werden konnte, ob ein
noch kleinerer Rest an dieser Stelle vielleicht eine R-Spezifitdt erzwingen wirde. Die
Einfuhrung eines groeren Ala hatte jedoch keine Wirkung auf die Reaktionspezifitat. Wenn
man mogliche Ursachen der Stereospezifitdt diskutiert, erscheint es sinnvoll, die 5
unterschiedlichen Mechanismen aus Kapitel 1.2.2.2., Abb. 1.7 zu verwenden:

Unter der Annahme, dass die gerichtete Wegbahnung des Sauerstoffs bei einigen LOX-
Isoformen den entscheidenden Spezifitaitsmechansimus darstellt (Abb 1.7 A), kdénnte bei der
Zebrafisch LOX1 eine andere Seitenkette als die Methylgruppe des Alanins die Leitfunktion fur
den Sauerstoff ibernehmen. Um eine solche Ersatz-Seitenkette zu identifizieren, ware jedoch
eine  hochauflésende  Kristallstruktur ~ des  Enzyms  ebenso  notwendig  wie
Beweglichkeitsuntersuchungen, die mogliche Konformationsédnderungen beriicksichtigen. Bei
solchen Konformationsédnderungen des Zebrafischenzyms konnte das Trp-102 (4.3.) eine Rolle
spielen. Dieser Rest scheint dem Trp-107 der Weichkoralle (Eek 2012, 1.2.6.) zu entsprechen,
der mal3geblich an einer Konformationsénderung dieses Enzyms beteiligt sein soll. Allerdings ist
dieser Rest bei samtlichen LOX-Isoformen konserviert und misste deshalb auch bei allen
Isoformen eine dhnliche Funktion austiben. Das ist aber offensichtlich nicht der Fall. Die
Schweine ALOX15 (Xu 2012, 1.2.4.) scheint, verglichen mit der Kaninchen ALOX15 (Choi
2008, 1.2.3.), bei Ligandenbindung keiner nennenswerten Konformationsanderung zu
unterliegen, weil der kristallisierte Komplex aus Enzym und Inhibitor in der offenen
Zustandsform vorliegt. Dennoch tragt auch das Schweine-Enzym ein alignierendes Trp-100.

Eine mdgliche Erklarung fir diesen scheinbaren Widerspruch kdnnte darin liegen, dass bei der
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Schweine ALOX15 nicht das komplette Enzym sondern nur die C-terminale katalytische
Domane kristallisiert wurde. Die N-terminale Doméne wurde gentechnisch deletiert.
Madglicherweise kristallisiert die C-terminale Doméne dieses Enzyms besser, weil die
bewegliche N-terminale Domane nicht mehr vorhanden ist. Damit kdnnte die Mdglichkeit zur
Bildung verschiedener Konformere eingeschrankt worden sein.

Nach Abb 1.7 B kdnnte ein anderer Grund fir die 12S-H(P)ETE-Bildung des Zebrafisch-
Enzyms darin liegen, dass Aminosdauren im aktiven Zentrum positive Ladungen exponieren,
welche die Elektronendichte im Pantienradikal einseitig auslenken. Um derartig beschaffene
Seitenketten wie Lysin und Arginin zu identifizieren, die sich wahrend der Katalyse in direkter
Né&he des Substrates befinden, wére jedoch eine hochauflésende Kiristallstruktur des Enzyms
ebenso notwendig wie Untersuchungen, welche mdgliche Konformationsénderungen
bertcksichtigen.

Abb. 1.7 C postuliert, dass eine von der Struktur der Substratbindungstasche regelmaRig
herbeigefihrte Distorsion der Substrate einen relevanten Einfluss auf die Stereospezifitat ausubt.
Diese Hypothese ist ebenso schwierig zu beweisen wie zu verwerfen und hangt ebenso von der
tatsachlichen raumlichen Struktur der Substratbindungstasche wéhrend der Katalyse ab, zumal
mehrfach ungesattigte Fettsduren sehr flexibel sind. Dartber hinaus wirde auch die Polaritat der
angrenzenden Aminosauren von Bedeutung sein. Die im vorhergehenden Absatz diskutierten
Lysine und Arginine beispielsweise wirden bei gegebenem pH-Wert keine Adhésion der
hydrophoben Fettsduren bewirken sondern eher abstoRend wirken. Die Coffa-Determinanten
sind bei einigen LOX-Isoformen von Bedeutung und rdumlich sehr nahe am Substrat.
Madoglicherweise blockiert die Methylgruppe des Alanins nicht den Zugang des Sauerstoffs zu
einem bestimmten Bereich des Substrats, wie das Model postuliert, sondern verformt das
Pentadien in einer Art und Weise, die das andere Ende des Pentadienylradikals bevorzugt zur
Oxygenierung freigibt.

Abb. 1.7 D hebt die mogliche Bedeutung eines stereospezifischen Elektronendonators
hervor. Bisher wurde noch keine Aminoséure bei LOXen identifiziert, die anstelle des Eisens als
Reduktionsmittel ~ fungieren konnte. Wenn dem so ware, misste ein Teil der
Oxygenierungsprodukte auch ohne das Nichthdmeisen im Enzym gebildet werden kénnen, falls
sich ohne das Eisenatom nicht der strukturelle Aufbau des aktiven Zentrums derart verédndern
wirde, dass lediglich katalytisch inaktive Enzymspezies entstehen. Wenn man dem
Expressionssystem sukzessiv Eisen entziehen wirde und trotzdem ein bestimmtes
stereospezifisches Oxygenierungsprodukt formiert wirde, konnte dies auf einen alternativen

proteinogenen Elektronendonator zuriickzufuhren sein.
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Bei Abb. 1.7 E wird ein alternativer Zugang bzw. eine Carboxyl-Terminus-voran-
Ausrichtung des Substrates als mogliche Ursache der Stereospezifitat vorgeschlagen. Um diesen
Mechanismus flr die Zebrafisch LOX1 zu bestétigen, wéren Untersuchungen mit artifiziellen
Substraten wie bei Walther et al. 2001 notwendig. Auf diese Weise kdnnte man versuchen, eine
Ausrichtung von einem der beiden Fettsdure-Pole (a- und w-Ende) zu erzwingen und somit
erfahren, welche Orientierung der 12S-H(P)ETE-Bildung zugrunde liegt. Zur Identifizierung des
Zugans zur Subsratbindungstasche wére erneut eine hochauflosende Kristallstruktur des Enzyms
ebenso notwendig wie Untersuchungen, welche mdgliche Konformationsénderungen
bertcksichtigen.

Die Zebrafisch-LOXen sind, verglichen mit den besser erforschten S&ugetier-LOXen,
phylogenetisch alter (4.4., Abb. 4.5). Fur die noch alteren LOX-Isoformen der Bakterien sind
ebenfalls keine Konzepte fur die Stereospezifitit bekannt. Daher sind funktionelle
Untersuchungen, wie in dieser Arbeit erfolgt, an phylogenetisch &lteren LOX-Isoformen
unentbehrlich, um ein unfassenderes Modell der Stereospezifitdit zu entwickeln. Fir die
Cyanothece sp. csplox2 (Andreou 2010, s.0.) wurde u.a. eine kinetische Kontrolle der
stereospezifischen Oxygenierung als Reaktionsmechanismus aufgefuhrt, auch hier wére eine
Modifizierung der Substrate notwendig, um einen derartigen Mechanismus fir die Zebrafisch

LOX1 zu verifizieren.

4.3. Bedeutung der N-terminalen [3-Doméne der Zebrafisch LOX1

Aufgrund der RB-Faltblatt-haltigen Struktur des N-Terminus wurde zunachst eine
Bedeutung dieser Domane fur die Membranbindung vermutet, analog zur C-terminalen B-
Faltblattstruktur tierischer Lipasen (Winkler 1990). Mittlerweile ist bekannt, dass der N-
Terminus vieler LOXen zwar die in vitro Membranbindung verbessert, aber nicht zwingend
erforderlich fir diese Funktion ist (Walther 2011). Vielmehr ergeben sich sukzessiv neue
mdogliche Funktionen fur diese Doméne, die bei der Kaninchen ALOX15 beispielweise 115

Aminosauren umfasst.

4.3.1. Rolle der R-Domaéne fur die Aktivitatsregulation

Die Aktivitat der humanen ALOXS5 ist auf verschiedenen Ebenen reguliert, u.a. durch
ATP. Trp-75 der N-terminalen Domane der ALOXS5 gilt als mdgliche Bindungsstelle fiir ATP.
Bei der Weichkorallen Gersemia fruticosa 11R-LOX (Eek 2012, 1.2.6.) scheint der N-Terminus
noch bedeutungsvoller fir die Enzymfunktion zu sein: Um Uberhaupt katalytisch aktiv zu sein,

muss das Enzym an Biomembranen binden und diese Membranbindung ist Ca?* -abhéngig.



-74 -

Andererseits verhindert Calcium die Aggregation der Enzyme zu Dimeren. Da sich die
spezifischen Calciumbindungsstellen in Schleifen zwischen (-Faltblattstrukturen der N-
terminalen Domane befinden, ist dieses Strukturelement fir die katalytische Aktivitat dieser
LOX-Isoform offenbar essentiell. Ein solches Verhalten wurde bisher noch fur keine andere
LOX beschrieben. Vermutlich wird auch die Membranbindung per se durch den N-Terminus
dieses Weichkorallen-Enzyms beeinflusst, was allerdings bisher weder in vitro noch in vivo
nachgewiesen werden konnte. Die Abhangigkeit der Katalyse vom N-Terminus wird dem Model
nach bei Eek et al. 2012 dem konservierten Trp-107 zugeschrieben, welches durch -Kationen-
Wechselwirkung und  Wasserstoffbriickenbindung eine  Konformationsédnderung  der
katalytischen Domane bewirkt, so dass der Zugang zur Substratbindungstasche freigegeben wird.
Wenn dem so ist, sollte die isoliert exprimierte katalytische Domane auch in Abwesenheit von
Biomembranen katalytisch aktiv sein. Leider wurde dieses Experiment als plausible Bestatigung
der Arbeitshypothese nicht durchgefiihrt. Vorherige Arbeiten (Walther 2011) haben gezeigt, dass
mehrere N-terminal trunkierte S&ugetier-Lipoxygenasen, darunter auch die alox5 der Maus,
katalytisch aktiv sind, wenngleich mit deutlich reduzierter katalytischer Aktivitat. Die
molekularen Ursachen fir die reduzierte Aktivitat sind weitgehend unklar, aber vielleicht sind
diese Enzyme v.a. deshalb katalytisch weniger aktiv, weil der N-Terminus eine
Konformationsédnderung einleitet, die fur die Substratbindungstasche relevant ist. Der C-
Terminus der Schweine ALOX15 (Xu 2012, 1.2.4.) kristallisiert mit dem Inhibitor in einer
offenen Konformation. Mdoglicherweise kann eine kondensierte Struktur, wie sie bei der
Kaninchen-LOX15 der Fall ist (Choi 2008, 1.2.3.) nicht eingenommen werden, eben weil die N-
terminale Domane deletiert wurde.

Auch die Zebrafisch LOX1 ist in ihrer Aktivitat offenbar auf die N-terminale Doméne
angewiesen, da das trunkierte Enzym keine katalytische Aktivitat aufweist (3.3.4.2.). Bei der
Interpretation von Mutagenesestudien, die zu inaktiven Enzymformen fiihren, ist aber Vorsicht
geboten. Es ist durchaus moglich, dass die katalytische Inaktivitat vor allem dadurch
hervorgerufen wird, dass sich ein N-terminal trunkiertes Enzym nicht regelgerecht faltet. In
diesem Fall wére die fehlende Aktivitat nicht priméar auf das Fehlen der N-terminalen Domane
zuruckzufiihren sondern auf eine globale Fehlfaltung des Enzyms. Erfahrungen bei der N-
terminalen Trunkation der murinen (alox5) und humanen ALOX5 haben gezeigt, dass es bei der
N-terminalen Trunkation von LOXen darauf ankommt, die Trunkation an der richtigen Stelle
vorzunehmen. Wird z.B. die murine alox5 um 114 Aminosauren N-terminal verkirzt, ergibt sich
eine katalytisch aktive Trunkationsmutante, die eine verringerte Aktivitdt und eine reduzierte
Substrataffinitdt aufweist (Hofheinz 2013). Wird die Trunkationsstelle jedoch nur wenige
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Aminosduren nach N- oder C-terminal verlagert, resultiert ein inaktives Enzym. Da bei allen
genannten Trunkationsmutanten die N-terminlae Doméane nicht vorhanden ist, kann die fehlende
Aktivitat nicht einfach auf die Abwesenheit dieses Strukturanteils zurlickgefuhrt werden. Bei
inaktiven Enzymmutanten besteht immer die Gefahr, dass die katalytische Inaktivitat nicht durch
die spezifische Mutation sondern durch einen Expressionsartefakt verursacht wird.

Die humane ALOXS5 besitzt, &hnlich wie die Weichkorallen LOX, spezifische Ca-
Bindungsstellen in der N-terminalen Domane (Hammarberg 2000 und 1.2.5., Eek 2012 und
1.2.6.). Diese Aminoséduren, die bei der ALOX15 von Kaninchen und Menschen nicht
durchgehend auftreten, sind in der Zebrafisch LOX1 groRtenteils konserviert (Abb. 4.3 und Abb.
4.4). Bei der Zebrafisch LOX1 sind aufgrund der Modellberechnungen der 3D-Struktur (Abb.
4.4.) v.a. Tyr-14, Asn-39, Asp-43, Asp-50 und Asn-78 maogliche Calciumbindungsstellen.

Ferner ist anzumerken, dass sich die isolierte katalytische Domane der Zebrafisch-LOX1
deutlich besser exprimieren lie3 als das Wildtyp-Enzym (3.4.4.1.). Eine mogliche Erklarung fur
die vermehrte Expression kénnte das Fehlen toxischer Reaktionsprodukte fur die kompetenten
Zellen darstellen. Daruber hinaus konnte die Inaktivitat der isolierten C- terminalen Domane
daran liegen, dass das Fehlen des N-Terminus zu einer Fehlfaltung des Enzyms mit

Aktivitatsverlust flhrte.

Mauz alexld  TE0EvrAGSHMEVELWL IGQHGEASLGKL- - - - - A
Mensch ALOXI1S TEASLYAGSNHNO VO LML VERHGEAALGKR - - - - -

Zebrafizch LOX]1
Miaus alox3
Mensch ATOXS

Abb. 4.3: Multiples Alignment méglicher Calcium-Bindungsstellen am N-Terminus
verschiedener LOX-Isoformen mit Clustal Omega (www.ebi.ac.uk, Sievers 2011, Zugriff am
26.6.13). Die Nummerierung ist lediglich eine grobe Orientierung und nicht direkt
anwendbar auf die LOX-Isoformen, bei der Zebrafisch LOX1 entspricht die Nummerierung
+1 oder +2 der exakten Position in der Primdrstruktur. Asn-78 der Zebrafisch LOX1, hier
Nummerierung 80, aligniert beispielsweise mit der Calciumbindungsstelle Asp-79 der
humanen 5 LOX (Hammarberg 2000), die hier Nummerierung 80 trdgt. Die ALOX15-
Isoformen hingegen tragen an dieser Stelle aliphatische Reste.

Bei der Weichkoralle scheint das hochkonservierte — Trp-107 an ausgedehnten
Konformationsédnderung beteiligt zu sein, Trp-102 des Zebrafisch-Enzyms aligniert mit Trp 107
der Weichkoralle (nicht gezeigte Daten). Mdglicherweise wird wie bei Weichkoralle anhand
dieses Restes eine katalytisch relevante Konformationsanderung ausgeldst. Dennoch drangt sich
die Frage auf, warum der N-Terminus fur einige LOX-Isoformen essentiell ist und fir andere
nicht. Vielleicht gibt es einen Zusammenhang zwischen Komplexitat der Regulierung einer
LOX-Isoform und ihrer Abhangigkeit vom N-Terminus, je komplexer die Regulierung, desto

mehr wird der N-Terminus bendtigt. Die Zebrafisch LOX1 ist obligat fir eine lebensfahige
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Entwicklung eines Zebrafisches (Haas 2011, 1.1.3.6., 4.4.2.), womdglich deshalb vielféltig
reguliert und hochgradig abhéngig von ihrem N-Terminus. Bei hoher entwickelten Sdugetieren
wie beispielsweise der Maus ist anhand von knock-out-Studien belegt, dass die ausgeschaltete
12/15-LOX die Lebensfahigkeit dieser Organismen nicht gefahrdet (Funk 2002, Sun 1996).
Madglicherweise besteht daher eine weniger umfangreiche Regulierung und somit kdnnte der N-

Terminus fir die reine Katalyse weniger relevant sein.

Abb. 4.4: 3D-Model der Zebrafisch LOX1 mit
einer Auswahl méglicher Calcium-
Bindungsstellen am N-Terminus. Man beachte
die rédumliche Ndhe zum C-Terminus, auf
welchen eine mégliche
Konformationsénderung weitergegeben
werden kénnte. Anders gedreht wiirde man
erkennen, dass die dargestellten Calcium-
Bindungsstellen, wie bei der Weichkorallen
11R-LOX (Eek 2012, 1.2.6.), in den Schleifen
zwischen den f-Faltbldttern liegen, hier
gezeigt Tyr-14 und Asn-78. Quellenangabe:
Wass MN, Kelley LA, Sternberg MJ.
3DLigandSite: predicting ligand-binding sites
using similar structures. NAR 2010;38:W469-
73.

Ein anderes Beispiel fur eine regulatorische Bedeutung der N-terminalen Domaéne fur die
Katalyse stellt die Sojabohnen LOX-1 dar (Maccarrone 2001). Proteolytische Verkurzung dieser
LOX flhrte zu einer mini-LOX mit einer deutlich erhdhten Reaktionsgeschwindigkeit, obwohl
die Affinitat zum Substrat (Linolsdaure) im Vergleich zum Wildtyp deutlich vermindert wurde.
Fur dieses Enzym scheint die N-terminale Doméne die katalytische Aktivitdt des Enzyms zu
vermindern, was bisher fur keine tierische LOX gezeigt werden konnte.

4.3.2. Rolle der R-Doméane fur die Membranbindung

Neben der katalytischen Aktivitat der N-terminal trunkierten LOX-Isoformen ist noch das
Membranbindungsverhalten von Interesse. Die trunkierte Kaninchen ALOX15 ist weiterhin in
der Lage, an Biomembranen zu binden (Walther 2002, Walther 2011), obwohl das
Bindungsverhalten deutlich herabgesenkt ist. Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass die N-
terminale Domaéne nicht essentiell fiir die in vitro Membranbindung von LOXen ist. In der
katalytisch aktiven C-terminalen Doméne wurden oberflachenexponierte hydrophobe
Aminoséduren identifiziert, die als potentielle Membrananker der C-terminalen Doméne dieses
Enzyms fungieren (Walther 2004).
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Auch die Zebrafisch LOX1 bedarf generell nicht ihres N-Terminus, um in vitro mit
Biomembranen zu interagieren (3.4.). Allerdings bindet das trunkierte Enzym, &hnlich wie
ALOX15-Isoformen, in geringem Umfang an Membranen. Fir die in vitro Membranbindung ist
der N-Terminus der Zebrafisch LOX1 also entbehrlich, fir die Katalyse jedoch nicht.
Prokayotische LOXen besitzen erst gar keine R-Faltblatter am N-Terminus (Hansen 2013),
obwohl ihre Funktion u.a. die Beeinflussung der Membranzusammensetzung bzw. Regulation
der Membranfluiditat sein soll (1.1.3.6.).

4.4. Evolutiondre Aspekte der LOX
4.4.1. Vorkommen von LOXen in irdischen Lebensformen

LOXen wurden bisher in 2 der 3 Doménen belebter Natur und 5 Konigreichen
nachgewiesen (lvanov 2010, 1.1.2. Abb 1.3), jungst wurde von Kuhn et al. jedoch eine
potentielle LOX-Sequenz bei einem Archaebakterium gefunden (Kihn et al., unverdffentlicht).
Wenn sich diese Vermutung bestétigen sollte, wéren alle Doménen des irdischen Lebens mit
LOXen versehen. Zu ergéanzen ist, dass das Auffinden von LOX-Sequenzen in entsprechenden
Datenbénken erschwert wird durch die strukturelle Heterogenitat. Wie auch in dieser Arbeit wird
oftmals eine Protein-Sequenz in der Nédhe von Eisen-bindenden Liganden gewahlt (2.2.1.). Doch
selbst die Anwesenheit von LOX-Sequenzen im Genom eines beliebigen Organismus ist kein
Garant fur das Vorhandensein aktiver Enzymspezies, derartige Beweise sind funktionell per
HPLC (2.3.2.) zu fuhren.

Womadglich entwickelten sich pro- und eukaryotische LOXen aus einem gemeinsamen
Vorldufer. Alternativ konnten LOXen auch durch horizontalen Gentransfer nach ihrer
Entstehung in Eukaryonten in Prokaryonten eingefiihrt worden sein. Die grof3e strukturelle
Heterogenitat der LOXen zwischen den irdischen Domanen des Lebens und die unterschiedliche
Anzahl an LOX-Genen in verschiedenen Lebensformen ist jedoch mit der Theorie des
horizontalen Gentransfers nicht hinreichend zu erklaren. Die bisher altesten Organismen, bei
denen LOXen vermutet werden, sind Cyanobakterien, die u.a. im Rahmen der
Endosymbiontentheorie als Ursprung der Chloroplasten dienen (Sagan 1967, Mereschkowski
1905). Nun ist bekannt, dass Plastid-Gene in das nukledre Genom integriert werden kdnnen
(Huang 2003, Maliga 2003, Timmis 2004, Martin 1998) und weiter, dass einige LOX-Sequenzen
bei Pflanzen in den Plastiden lokalisiert sind (Barsan 2010). Auf diese Weise kdnnte das
Vorkommen von LOXen bei Pflanzen erklart werden, analoge Riickschlisse auf tierische
Organismen auf dem Boden der Endosymbiose von Rickettsien und Alphaproteobakterien zu

Mitochondrien sind allerdings nicht begriindet, da in beiden Organismen keine LOX-Sequenzen
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nachzuweisen sind. Wie schon zuvor (Garreta 2011) festgestellt, bilden bakterielle, tierische und
pflanzliche LOXen in aller Regel klar voneinander zu trennende Verwandtschaftsverhéltnisse.
Einige Ausnahmen wurden mit horizontalem Gentransfer in Verbindung gebracht. Die
Akkumulierung von Variationen ist bei bakteriellen LOXen auflerdem abgeschlossen, bei
eukaryotischen LOXen nicht. Offensichtlich waren prokaryotische LOX-Gene uber einen
langeren Zeitraum keinem hohen Selektionsdruck ausgeliefert (Hansen 2013). Vergleichende
Untersuchungen der bisher bekannten prokaryontischen LOX-Sequenzen kamen zu dem
Ergebnis, dass bakterielle LOXen in drei Enzym-Subfamilien eingruppiert werden kdnnen, die
haufig nicht der A vs G-Hypothese (Coffa 2004) folgen (Hansen 2013, Andreou 2008, 4.2.2.).

Die hier untersuchte LOX des Modelorganismus Zebrafisch zeigt in einem Spezies-
bezogenen LOX-Phylogramm mit Bakterien-LOXen, Pflanzen-LOXen, Pilz-LOXen und
Wirbeltier-LOXen die grofite verwandtschaftliche Beziehung zu den Wirbeltier-LOXen
(Abb.4.5, Garreta 2011). Die Homologie der Zebrafisch LOX1 zu humanen LOX-Isoformen lag
nur knapp Uber 40% (3.1.2., 4.1.2.). Trotz ihrer phylogenetischen Néhe zu Wirbeltier-LOXen
folgt die Zebrafisch LOX1 nicht den Modelvorstellungen, die beispielweise fiir die humane
ALOX15 bzw. ALOX5 erarbeitet wurden. Demnach besitzt das Zebrafischenzym eine andere
Struktur-Funktionsbeziehung als die besser untersuchten Saugetier-LOXen. Wie aus Abb. 4.5
ersichtlich, sind die Zebrafisch LOX-Gene unter Wirbeltieren phylogenetisch alt. Scheinbar
folgen die phylogenetisch jlingeren LOXen eher den bisherigen Modellvorstellungen der LOX-
Reaktion. Eine Ausnahme bildet z.B. die Korallen 8R-LOX, die wie in Abb. 4.5 gezeigt, wohl
durch horizontalen Gentransfer den bakteriellen LOXen sehr nahe steht und zugleich dem A vs
G-Konzept folgt (Coffa 2004, 1.2.2.2.). Es ist jedoch davon auszugehen, dass sich dieses Enzym
stark in der Koralle Plexaura homomolla weiterentwickelte, da die Korallen 8R-LOX einen B-
Faltblatt- haltigen N-Terminus besitzt (Neau 2009), prokaryontische LOXen aber eher eine a-
helikale Struktur der N-terminalen Domdne (Hansen 2013). Die Weichkorallen 11R-LOX
(1.2.6.) hingegen steht laut eines nicht dargestellten Phylogrammes den tierischen LOXen
wiederum néher.

Um funktionelle Konzepte fur phylogenetisch &ltere LOX-Isoformen wie die Zebrafisch
LOX1 zu entwickeln, bedarf es kunftig sowohl funktioneller Untersuchungen der
entsprechenden LOXen als auch ihrer Kristallstrukturen. Bisher wurde lediglich eine LOX von

Pseudomonas aeruginosa kristallisiert (Garetta 2011).
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Abb. 4.5: Phylogramm verschiedener LOX-Isoformen aus 2 Domdénen und 5 Kénigreichen der
belebten Natur (Garetta 2011). Die Zebrafisch LOXen (blaue Gruppe, Tiere) sind
verwandtschaftlich den Wirbeltier-LOXen am ndchsten. Schwarze Gruppe=Pilze, rote
Gruppe=Pflanzen, griine Gruppe=Bakterien. Bis auf einige wenige Ausnahmen sind tierische
LOXen, pflanzliche LOXen und bakterielle LOXen klar voneinander getrennt. Das
Phylogramm ist nicht als reprdsentativ zu erachten.
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4.4.2. Multiplizitat von 12-lipoxygenierenden LOXen bei Wirbeltieren

Die Gesamtanzahl an aktiven LOX-Isoformen varriert in der belebten Natur zwischen
verschiedenen Spezies, ebenso die Anzahl von 12-lipoxygenierenden LOXen. Im menschlichen
Genom sind die Gene ALOX12, ALOX12B und ALOXel12 enthalten, wobei letztgenanntes Gen
ein inaktives Pseudogen darstellt. Womdglich waren die Transkripte von ALOXel12 nicht mehr
essentiell fur unsere Spezies, weil ALOX12B deren Funktion tibernahm, zumal ALOX12B und
ALOXe3 bei uns funktionell verbundene Stoffwechselwege aufweisen (Krieg 2013, Epp 2007).
Laut Haas et al. 2011 sei die Zebrafisch LOX1 die einzige 12-lipoxygenierende LOX-Isoform
des Zebrafisches, wobei dies lediglich anhand multipler Alignments abgleitet wurde. Laut eines
Alignments hatte die Zebrafisch LOX1 auch eine R-LOX sein miissen (Coffa 2004, 1.2.2.2.), so
dass diese Vermutung wage erscheint. Wenn dies allerdings zutreffen sollte, arbeitet die
Zebrafisch LOX1 als 12S-lipoxygenierende LOX, entspricht aber funktionell einer 12R-
lipoxygenierenden LOX aufgrund der schweren Ausfallserscheinungen nach knock-out-
Versuchen (4.1.2.). Mdoglicherweise ist die Zebrafisch LOX1 also eine Wegmarke der
stammesgeschichtlichen Entwicklung 12-lipoxygenierender LOXen in Richtung einer hoheren
Multiplizitat von 12-lipoxygenierender LOX-Isoformen oder falls die LOX-Verbreitung in der
belebten Natur von hdéher entwickelten Lebensformen in Richtung niederer Lebensformen
verlaufen sollte, konnte die Zebrafisch LOX1 auch eine Rationalisierung von zwei 12-
lipoxygenierenden LOXen zu einer LOX-Isoform darstellen. Tatsachlich positioniert sich die
Zebrafisch LOX1 in einem phylogenetischen Baum genau zwischen die ALOX 12- und
ALOX12B- Isoformen von S&ugetieren (Abb. 4.6) und somit zwischen rezente 12S- und 12R-
lipoxygenierende LOXen von Saugetieren. Bereits zuvor (lvanov 2010, 1.1.2., 4.4.1.) wurde
erortert, dass die weitlaufige Verbreitung von LOXen in der Natur vermutlich nicht von héheren
Lebensformen in Richtung der niederen Lebensformen verlaufen ist. Demnach stellt sich die
Frage, ob die Zebrafisch LOX1 als Représentant der niederen Wirbeltiere einen
phylogenetischen Entwicklungsschritt in Richtung der Saugetier 12R-lipoxygenierenden LOXen
darstellt. Bei diesem Gedanken wirde sich ergeben, dass das Zebrafisch-Enzym zuerst die
Funktion einer S&ugetier 12R-lipoxygenierende LOX wie der humanen ALOX12B oder einer
Epidermis-Typ-LOX Ubernahm (4.1.2.), ohne die stereospezifischen Reaktionsprodukte einer
rezenten Sdugetier 12R-lipoxygenierende LOX (ALOX12B) zu bilden. Die Lokalisation des
Zebrafisch LOX1-Gens in einer syntenischen Region der humanen ALOX12- und ALOX15-
Gene (3.1.3.) deutet also darauf hin, dass die Sdaugetier ALOX12B-lsoenzyme und/oder die
Epidermis-Typ-LOXen aus den Saugetier ALOX12- oder ALOX15-Genen hervorgegangen sein
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konnten und weiter, dass die Zebrafisch LOX1 einen Zwischenschritt bei dieser Entwicklung

darstellen kdnnte, welcher offenbar bei niederen Wirbeltieren stattfand.

— Mensch ALOXIZE
! L Mausaloxl2b

Zebrafisch LOX1
Mensch ATOXI12
Iviauz alox]2

Abb. 4.6: Phylogramm von Séugetier ALOX12- und ALOX12B-Isoformen und der Zebrafisch
LOX1 mit Clustal Omega (www.ebi.ac.uk, Sievers 2011, Zugriff am 26.6.13). Da die
Zebrafisch LOX1 genau zwischen den 12S-lipoxygenierenden LOXen (ALOX12) und 12R-
lipoxygenierenden LOXen (ALOX12B) eingeordnet ist, stellt sich die Frage, ob die Zebrafisch
LOX1 einen Vorldufer der rezenten 12R-lipoxygenierenden LOXen von Sdugetieren darstellt.

4.4.3. 12-lipoxygenierende LOXen bei anderen marinen Lebensformen

Zuvor (3.1.2.) wurde bereits festgestellt, dass die Zebrafisch LOX1 Homologiegrade von
knapp Uber 40% zu den humanen LOX-lIsoformen besitzt. Die hdchsten Homologiegrade
bestehen jedoch zu bisher uncharakterisierten LOXen anderer Fische (www.uniprot.org, The
UniProt Consortium 2013, Zugriff am 26.5.13): 76% Homologie zu einer mutmaiilichen LOX
des Buntbarsches Oreochromis niloticus, 75% zu den mutmaBlichen LOXen des Stichlings
Gasterosteus aculeatus und des Zahnkarpflings Xiphophorus maculatus, 72% zu einer
mutmaBlichen LOX des Reisfisches Oryzias latipes. Die hohen Homologiegrade lassen ebenfalls
12-lipoxygenierende LOX-Isoformen erwarten, allerdings wurde noch kein Enzym funktionell
untersucht.
Bereits 1987 wurde von Hawkins et al. eine 11R- und 12R- produzierende LOX-Isoform beim
Purpur-Seeigel Strongylocentrotus purpuratus beschrieben, die bei der Reifung von Oozyten
mitwirkt. Bei der Regenbogenforelle wurde eine 12-lipoxygenierende LOX in Thrombozyten
und Kiemen nachgewiesen (Hill 1999, German 1986), auBerdem soll 12-HETE der Forelle
zusammen mit anderen lokalen Gewebsmediatoren bei der Phagozytose und der Mobilisierung
von Calcium mitwirken (Knight 1993). Bei letztgenannten Studien standen eher die inhaltlichen
Aussagen zu den Gewebetypen im Vordergrund und keine funktionellen Charakteristika der
LOX-Isoformen, auch erfolgten keine knock-out-Versuche, so dass die Zebrafisch LOX1
momentan zusammen mit der Korallen 8R-LOX (Coffa 2004) und der Weichkorallen 11R-LOX
(Eek 2012, 1.2.6.) als am besten untersuchte LOX-Isoformen des Meeres gelten diirfte.
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