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Abstrakt

Einleitung: Lipoxygenasen (LOXn) bilden eine Familie lipidperoxidierender
Enzyme, die bei Pflanzen und Tieren weit verbreitet vorkommen, zu deren biologischer
Funktion es jedoch noch kein allgemein gultiges Konzept gibt. In der vorliegenden Arbeit
wurden ausgewahlte Aspekte der Evolution von LOXn untersucht, wobei folgende Fragen
beantwortet werden sollten: 1. In welcher Verbreitung kommen LOXn in den drei
Domanen des irdischen Lebens (Bakterien, Archaeen, Eukaryonten) vor? 2. Besitzt der
Zebrafisch, der als Modellorganismus fir frihe Vertebraten angesehen wird, eine
funktionelle ALOX5 und einen intakten Leukotriensignalweg? 3. Gab es eine
systematische Evolution der Reaktionsspezifitdit der ALOX15 im Laufe der spaten
Primatenentwicklung von 12- zu 15-lipoxygenierenden Isoformen? 4. Exprimierten die
ausgestorbenen menschlichen Vorfahren (H. neanderthalensis und H. denisovan)
funktionsfahige LOXn und andere Enzyme und Rezeptoren der
Leukotriensignaltransduktion?

Methodik: Um das Vorkommen von LOXn in ausgewdéhlten Organismen zu
erforschen, welche die Entwicklung der Lebewesen auf verschiedenen Evolutionsniveaus
reprasentieren, wurden Genomdatenbanken mit speziellen Suchstrategien auf das
Vorkommen von LOX-Genen untersucht und die Eigenschaften der rekombinanten
Enzyme unter Verwendung von ortsgerichteter Mutagenese charakterisiert.

Ergebnisse: 1. LOXn kommen in < 1% der sequenzierten bakteriellen Genome
vor. In Archaeen wurden bisher keine funktionellen LOX-Gene nachgewiesen. 2. Das
Zebrafischgenom enthalt mehrere LOX-Gene. Das Gen mit der hochsten
Sequenzhomologie zur humALOX5 kodiert fur eine funktionelle ALOX5, die durch
Mutagenese in eine 15-lipoxygenierende Enzymspezies umwandelbar ist.
Phosphorylierungsmimetische Mutanten verandern nicht die Reaktionsspezifitat dieses
Enzyms. 3. Im Laufe der spaten Primatenenevolution kam es zu einer Veranderung der
Reaktionsspezifitat der ALOX15 (12-lipoxygenierend bei niederen Primaten, 15-
lipoxygenierend bei hdheren Primaten), wobei die Gibbon-ALOX15 eine Ubergangsform
mit ausgepragter dualer Reaktionsspezifitat darstellt. Als evolutionare Triebkraft dafur
kann die Optimierung der Membranoxygenase- und der Lipoxinsynthaseaktivitat
angesehen werden. 4. Im Genom ausgestorbener Frihmenschen (H. neanderthalensis,

H. denisovan) konnten intakte Gene fir alle wichtigen Enzyme und Rezeptoren der



Leukotriensignalkaskade nachgewiesen werden. Detaillierte Sequenzvergleiche und
Mutageneseuntersuchungen belegen deren Funktionalitat.

Schlussfolgerungen: Trotz der groRen Verbreitung von LOXn in hoéheren
Lebewesen sind diese Enzyme in Bakterien nur sparlich vorhanden und wurden in
Archaeen bislang nicht nachgewiesen. Diese Daten sprechen dafir, dass es bei
primitiven Lebewesen keine systematische Evolution von LOXn gegeben hat, sondern
dass die Enzyme durch horizontalen Gentransfer sporadisch ins Genom niederer
Organismen eingefihrt wurden. Auf der Grundlage der derzeit verfligbaren Daten lasst
sich der Beginn einer systematischen LOX-Evolution und die Einfihrung des
Leuoktriensignalweges bei hoheren Lebewesen nicht sicher datieren. Einen funktionellen
Leukotriensignalweg gab es jedoch bereits beim Zebrafisch, was auf deren Existenz bei

Knochenfischen im Allgemeinen hindeutet.



Abstract

Introduction: Lipoxygenases (LOXn) form a family of lipid peroxidizing enzymes,
which are widely distributed in plants and animals. Unfortunately, there is no unifying
concept for their biological role. Here, selected aspects of LOX evolution were explored
and the following questions were addressed: 1. How frequently do LOXs occur in the
three domains of terrestrial life (bacteria, archaea, eucarya)? 2. Does the zebrafish, which
Is a vertebrate model organism, exhibit functional leukotriene signaling? 3. Was there a
targeted change in the reaction specificity of ALOX15-orthologs during late primate
evolution form 12- to 15-lipoxygenating enzymes? 4. Did extinct human subspecies (H.
neanderthalensis, H. denisovan) express functional ALOX5-orthologs and other
constituents of leukotriene signaling?

Methodology: To explore the existence of LOXs in selected organisms
representing different evolutionary levels, we searched genomic databases for the
presence of true LOX-genes employing specially designed screening strategies and
characterized selected recombinant enzymes employing site-directed mutagenesis.

Results: LOXs occur in < 1% of all bacterial genomes but no true LOX sequences
have been detected in archaea. 2. The zebrafish genome involves several LOX genes
and one of them encodes for a functional zbfALOX5. This enzyme can be converted to a
15-lipoxygenating LOX by site-directed mutagenesis of its triade determinants.
Phosphorylation mimicking mutations did not alter the reaction specificity of zbfALOXS.
3. During late primate evolution there was an evolutionary switch in the reaction specificity
of ALOX15-orthologs (12-lipoxygenting in lower primates, 15-lipoxygenating in higher
primates) and gibbons express an ALOX15 with pronounced dual specificity. As driving
force for this targeted alteration improved membrane oxygenase- and lipoxin A4
synthase-activities were identified. 4. The genomes of extinct human subspecies (H.
neanderthalensis, H. denisovan) involve intact genes for all enzymes and receptors of
leukotriene signaling. Detailed sequence comparisons and mutagenesis studies
suggested their functionality.

Conclusions: Although LOXs frequently occur in higher plants and animals, they
are not widely distributed in bacteria and have not been detected so far in archaea. These
data suggest that there has not been a systematic evolution of LOX isoforms in primitive

organisms. In contrast, the enzymes characterized in lower species were most likely



introduced by horizontal gene transfer. On the basis of the currently available data it is
impossible to precisely date the introduction of LOXs and leukotriene signaling during the
evolution of higher organisms. However, leukotriene signaling was already present in

zebrafish suggesting a wider distribution of this pathway in bony fish.
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Abkirzungsverzeichnis

1

12-HETE 12-Hydroxy-5Z,8Z,10E,14Z-eicosatetraenséure
12-HpETE 12-Hydroperoxy-5Z,8Z,10E,14Z-eicosatetraenséure
12-LOX Siehe ALOX12

13(S)-HODE 13(S)-Hydroxy-9Z,11E-octadecadiensaure
15-HETE 15-Hydroxy-57,87,117,13E-eicosatetraensaure
15-HpETE 15-Hydroperoxy-5Z,8Z,11Z,13E-eicosatetraensaure
15-LOX Siehe ALOX15

15-LOX-2 Siehe ALOX15B

5

5-HETE 5-Hydroxy-6E,82Z,11Z,14Z-eicosatetraensaure
5-HpETE 5-Hydroperoxy-6E,82Z,11Z,14Z-eicosatetraensaure
5-LOX Siehe ALOXS5, Siehe ALOX5

8

8-HETE 8-Hydroxy-5Z,9E,11Z,14Z-eicosatetraensaure
8-HpETE 8-Hydroperoxy-5Z,9E,11Z,14Z-eicosatetraensaure
8-LOX Siehe ALOX8

A

AA Arachidonséure

ALOX12 Arachidonsaure 12-Lipoxygenase; 12-LOX

ALOX12B Arachidonsaure 12-Lypoxygenase, 12R-Typ; 12R-LOX
ALOX12P2 Arachidonséaure 12-Lipoxygenase Pseudogen 2
ALOX15 Arachidonséure 15-Lipoxygenase, Isoform 1; 15-LOX-1
ALOX15B Arachidonséaure 15-Lipoxygenase, Isoform 2; 15-LOX-2
ALOX5 Arachidonsaure 5-Lipoxygenase; 5-LOX

ALOX8 Arachidonsaure 8-Lipoxygenase; 8-LOX

ALOXES3 Arachidonséaure Lipoxygenase 3; ALOXe3; eLOX3;
Amp Ampicillin

ARCI Autosomal rezessive kongenitale Ichtyose

ARDS Akutes Respiratorisches Disstress-Syndrom

AS Aminoséaure(n)

ATP Adenosintriphosphat
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B

BG-1 Borngraber I-Determinante — Triadendeterminante der Positionsspezifitét
BG-II Borngraber IlI-Determinante — Triadendeterminante der Positionsspezifitat
BLT1 Leukotrien Bs-Rezeptor 1, auch LTB4R1

BLT2 Leukotrien Bs-Rezeptor 2, auch LTB4R2

C

CA Chloramphenicol

cDNA "complementary DNA" - zur RNA komplementére DNA

CED Chronisch entziindliche Darmerkrankung

CIE (nichtbullése) kongenitale ichtyosiforme Erythrodermie

COX-1 Cyclooxygenase-1

COX-2 Cyclooxygenase-2

cysLTR1 Cysteinylleukotrien-Rezeptor 1

cysLTR2 Cysteinylleukotrien-Rezeptor 2

D

den ,denisovan®— Dreibuchstabencode zur Kennzeichnung der Spezieszugehorigkeit
(H. denisovan)

DHA Docosahexaensaure

DNA Desoxyribonukleinsaure

E

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

eLOX3 Siehe ALOXE3

EPA Eicosapentaensaure

F

FLAP 5-Lipoxygenase aktivierendes Protein

G

gor ,gorilla“— Dreibuchstabencode zur Kennzeichnung der Spezieszugehdrigkeit
GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor

GSH Glutathion

H

HpETE Hydroperoxyeicosatetraensaure

HETE Hydroxyeicosatetraensaure

HPLC "high performance liquid chromatography" — hochauflésende

Flissigkeitschromatografie
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hum ,human“— Dreibuchstabencode zur Kennzeichnung der Spezieszugehdérigkeit
I

ICS inhalatives Kortikosteroid

IPTG Isopropyl-3-thiogalactopyranosid

K

kDa Kilodalton — atomare Masseneinheit (1 kDa = 1000 Da)

Km Michaelis-Menten-Konstante

KRK Kolorektales Karzinom

L

LA Linolsaure

LABA “long acting B2-agonist” — langwirksames [2-Sympathomimetikum

LAMA ‘long acting muscarinic antagonist” — langwirksames Anticholinergikum
LB-Medium Luria Bertani-Medium

LeA Linolenséaure

LOX Lipoxygenase

LOXn Lipoxygenasen

LOXs “lipoxygenases”

LT Leukotrien(e)

LTA4 Leukotrien A4-5-trans-5,6-epoxy-7E,9E,117,14Z-eicosatetraensaure

LTA4H Leukotrien As-Hydrolase

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

LTCa Leukotrien Cs4 - 5-hydroxy-6-(S-glutathionyl)-7E,9E,11Z,14Z-eicosatetraensaure
LTC4S Leukotrien Cs-Synthase

LTDa4 Leukotrien D4 - 5-hydroxy-6-(S-cysteinylglycinyl)-7E,9E,117,14Z-
eicosatetraensaure

LTE4 Leukotrien E4 . 5-hydroxy-6R-(S-cysteinyl)-7E,9E,117,14Z-eicosatetraenséure
LTRA Leukotrien-Rezeptorantagonist

LUCA last universal common ancestor — hypothetische Urform des irdischen Lebens
LxA4 Lipoxin A4 - 5(S),6(R),15(S)-TriHETE

M

MeOH Methanol

mou ,mouse”— Dreibuchstabencode zur Kennzeichnung der Spezieszugehdrigkeit
N

NaBH4 Natriumborhydrid
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NFkB Nuclear Factor kappa-B - Transkriptionsfaktor

NMD nonsense-mediated mRNA decay

O

OD Optische Dichte

P

PBS ‘phosphate buffered saline”— phosphatgepufferte Salzlosung

PC Phosphatidylcholin

PCR ,polymerase chain reaction” — Polymerasekettenreaktion

PPARYy Proliferator-aktivierter Rezeptor gamma — Transkriptionsfaktor
PUFAs “polyunsaturated fatty acids” — Mehrfach ungesattigte Fettsduren
R

RA Rheumatoide Arthritis

rab ,rabbit“ — Dreibuchstabencode zur Kennzeichnung der Spezieszugehdrigkeit
RNA Ribonukleinsaure

RP-HPLC "Reversed Phase-HPLC" — Umkehrphasen-HPLC

rpm ,revolutions per minute“— Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

S

SABA “slow acting B2-agonist” — kurzwirksames Sympathomimetikum
SAMA “slow acting muscarinic antagonist® — langwirksames Anticholinergikum
SBT Substratbindungstasche

SDS Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SL Sloane-Determinante — Triadendeterminante der Positionsspezifitat
SP-HPLC "Straight Phase-HPLC" — Normalphasen-HPLC

SRS-A ,slow reacting substance of anaphylaxis“— Gemisch von LTC4 und LTD4
T

TAE Tris-Acetat-EDTA

TGF-B ,Transforming growth factor beta“

W

WT Wildtyp

Z

Zsfg. Zusammenfassung

zbf ,zebrafish“— Dreibuchstabencode zur Kennzeichnung der Spezieszugehdorigkeit
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Nukleinsaurebasen-Abklrzungen
Adenin
Cytosin

A

C
G
T

Guanin

Thymin

Aminosaure-Abkirzungen

Ala
Asn
Arg
Asp
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Ser
Trp
Tyr

A

- I O m O Ao Z
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1 Einleitung

1.1 Definition von Lipoxygenasen und biologische Wirkprinzipien

Lipoxygenasen (LOXn) bilden eine Klasse Nichthdmeisen enthaltender Enzyme,
welche Polyenfettsduren (PUFAs) mit 1-cis,4-cis-Pentadienstruktur durch die Einfliihrung
von molekularem Sauerstoff stereospezifisch zu Hydroperoxyfettsauren oxygenieren. Sie
gehoren somit zur Familie der Dioxygenasen (Haeggstrom and Funk, 2011) und werden
in vielen Eukaryonten (Pflanzen, Tieren, Protozoen) und ausgewahlten Prokaryonten
(einigen Bakterienspezies) exprimiert (Brash, 1999). Als Substrate dienen den
pflanzlichen Lipoxygenasen vor allem Linol- (Cis:A%*?, w6) und a-Linolensaure
(C1s: A%1215 »3). Linolsaure (LA) als einfachste Polyenfettsaure kann abhangig von der
Enzymisoform an den Kohlenstoffatomen 9 und 13 peroxidiert werden, sodass
unterschiedliche Positionsisomere von Hydroperoxyfettsauren entstehen (Hamberg and
Samuelsson, 1967). Bei Saugetieren fungieren vor allem Arachidonsaure (AA) (Czo: A%,
w6), Eicosapentaensaure (EPA) (Czo: a>®111417 (y3) und Docosahexaensaure (DHA)
(C22: A*710131619 0 (43) als LOX-Substrat. Bei diesen Organismen stellt der
Lipoxygenaseweg neben dem Cyclooxygenaseweg einen wichtigen Teil des PUFA-
Stoffwechsels dar. Prinzipiell werden freie PUFAs als Substrate bevorzugt. Da die
zellulare Konzentration freier Polyenfettsauren in eukaryontischen Zellen sehr gering ist,
missen die LOX-Substrate bei Zellaktivierung aus Membranphospholipiden freigesetzt
werden. Diese Reaktion erfolgt durch die zytosolische Phospholipase A2 (Mancini and Di
Battista, 2011). Die primaren LOX-Produkte, die Hydroperoxyfettsduren (HETES),
kénnen in Folgereaktionen zu anderen bioaktiven Lipidmediatoren, wie Leukotrienen
(Savari et al., 2014), Resolvinen (Yoo et al.,, 2013), Lipoxinen (Romano, 2010),
Hepoxilinen (Pace-Asciak, 2009), Eoxinen (Sachs-Olsen et al., 2010) und Protektinen
(Serhan and Petasis, 2011) umgesetzt werden.

LOXn entfalten ihre biologische Wirkung jedoch nicht nur tber die Synthese
bioaktiver Mediatoren. Es existieren mindestens zwei alternative Szenarien, die mdgliche
Wirkprinzipien reprasentieren: i) Manche LOXn sind in der Lage, veresterte PUFAs als
Bestandteile von Phospholipiden (Schewe et al., 1975) oder Cholesterolestern (Belkner
et al.,, 1991) zu oxygenieren, auch wenn diese in Biomembranen und Lipoproteinen
integriert sind. Dadurch verandern sich die Eigenschaften dieser hochmolekularen Lipid-

Protein-Aggregate, was biologische Konsequenzen haben sollte (Kuhn et al., 2014). ii)
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Als Dioxygenasen sind LOXn Schlisselenzyme der Redoxhomdostase biologischer
Systeme. Da der zellulare Redoxstatus ein bedeutsamer regulierender Faktor der
Genexpression ist (Kim et al., 2013), beeinflusst die katalytische Aktivitdt von LOXn das

zellulare Genexpressionsmuster und damit den Funktionzustand von Zellen.

1.2 Lipoxygenase-Reaktion

Der Reaktionsmechanismus der enzymatischen Lipidperoxidation lasst sich
formal in die folgenden vier Elementarreaktionen unterteilen (Abb. 1) (lvanov et al., 2010,
Haeggstrom and Funk, 2011), wobei das enzymgebundene Nichthameisen einem
Wertigkeitswechsel unterliegt.

H H
N

WEA:/\(\/)\COOH Fet

5
" I (¢
HS Fe?

1) [n+2]

)] Wasserstoffabstraktion: Der
katalytische Zyklus der LOX-Reaktion
wird eingeleitet durch die positions-
und stereospezifische Abstraktion

eines Wasserstoffatoms von einer

\/\/\_/lc.\___/\(\,);\ COOH

R N —
CMCOOH doppelallylstandigen Methylengruppe

) l +0,
der Substratfettsaure. Das Zu

WCOOH Fe2 abstrahierende Wasserstoffatom wird

V) l CFe3+ in Form eines Protons und eines
ch” Elektrons abgespalten, wobei das

Abb. 1: Reaktionsmechanismus der Lipoxygenasen. Elektron das dreiwertige

In der oben stehenden Abbildung sind die vier
elementaren Reaktionsschritte aufgefihrt.

i) Wasserstoffabstraktion,

i) Radikalrearrangement,

i) Sauerstoffinsertion und

iv) Reduktion des entstehenden Peroxyradikals.

Nichthameisen des Enzyms reduziert.
i) Radikalverschiebung: In dieser
Teilreaktion wandert das radikalische
Elektron, das bei der
Wasserstoffabstraktion entsteht, in Abh&ngigkeit von der Enzymspezifitat formal
entweder um zwei Kohlenstoffatome in Richtung der Carboxylgruppe (n-2 Verschiebung)
oder in Richtung des Methylendes (n+2 Verschiebung). Dabei entsteht ein konjugiertes
Doppelbindungssystem welches den primaren LOX-Produkten ein charakteristisches
UV-Spektrum mit einem Absorptionsmaximun bei 235 nm verleiht. iii) Sauerstoffinsertion:
Durch die Insertion molekularen Sauerstoffs entsteht aus dem umgelagerten
kohlenstoffzentrierten Fettsaureradikal ein sauerstoffzentriertes Peroxyradikal. Auch

diese Teilreaktion verlauft positions- und stereospezifisch und erfolgt entsprechend der
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Reaktionsspezifitdt des Enzyms. iv) Radikalreduktion: In der letzten Elementarreaktion
wird das Peroxyradikal zum Peroxyanion reduziert. Dazu wird ein Elektron des
zweiwertigen Nichthameisens auf das Peroxyradikal Ubertragen, sodass das Enzym
wieder in der Kkatalytisch aktiven dreiwertigen Form vorliegt und den néchsten

katalytischen Zyklus initiieren kann.

1.3 Eigenschaften von Lipoxygenasen

1.3.1 Struktur von Lipoxygenasen

Lipoxygenasen bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette, die meist in zwei
Domanen gefaltet vorliegt. Bei niederen Organismen ist die Zweidomanenstruktur
teilweise aufgehoben (Garreta et al., 2013) und manchmal kommen die Enzyme auch als
Fusionsproteine vor (Koljak et al., 1997, Lohelaid et al., 2008, Oldham et al., 2005). Bei
den Enzymen hoherer Pflanzen und Tiere besteht die kleinere N-terminale Doméne aus
einer Anzahl parallel und antiparallel angeordneter R3-Faltblatter und wird mit der
Regulation der Enzymaktivitat und der Membranbindung assoziiert (Walther et al., 2011).
Die gréf3ere C-terminale Doméne ist hauptsachlich alpha-helikaler Struktur und enthéalt
das katalytische Nichthameisen. Derzeit liegen Kristallstrukturen fur drei der sechs
verschiedenen humanen LOX-Isoformen [ALOX12 (Tresaugues et al., unpublished),
ALOX5 (Gilbert et al., 2011) und ALOX15B (Kobe et al., 2014)] vor. Fiur die humane
ALOX12B, die ALOXE3 und die ALOX15 gibt es noch keine Kristalldaten. Dafur wurde
die Kristallstruktur der Kaninchen-ALOX15 (Choi et al., 2008), die ein gutes Modell fur die
Struktur des menschlichen Orthologs darstellt, aufgeklart. Weiterhin existiert ein
kompletter Datensatz fiir eine phosphorylierungsmimetische Mutante (Ser663Asp) der
humanen ALOX5 (Gilbert et al., 2012). Fir einige Pflanzenlipoxygenasen wurden
ebenfalls Kristallstrukturen aufgeklart (Boyington et al., 1993, Minor et al., 1996,
Skrzypczak-Jankun et al., 2004).

Neben den Kiristallstrukturen liegen  Rontgenstreudaten zu  den
Losungsstrukturen fur die Kaninchen-ALOX15 (Hammel et al.,, 2004), die humane
ALOX12 (Aleem et al., 2008) und fur die Sojabohnen-LOX1 vor (Dainese et al., 2005).
Diese Daten deuten darauf hin, dass das Kaninchenenzym strukturell deutlich flexibler ist
als die pflanzliche LOX. Obwohl die experimentellen Rohdaten der Réntgenstreuung

unterschiedlich interpretiert werden kénnen (Hammel, 2012), scheinen MD-Simulationen
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(Moin et al., 2011) und thermische Inaktivierungsstudien (Mei et al., 2008) die hohe
strukturelle Flexibilitdt des Kaninchenenzyms zu bestatigen.

Abb. 2: Kristallstruktur der ALOX15 des Kaninchens. In
Blau abgebildet ist die a-helikale katalytische Doméane mit
dem in Orange dargestellten Nichthameisen. Am aktiven
Zentrum des Enzyms ist die AA (Griin) gebunden, wobei die
. ) Carboxylgruppe Rot markiert ist. Die N-terminale R-
Faltblattdoméane ist in Gelb dargestellt. Die Proteinstruktur
wurde freundlicherweise von Dr. Thomas Horn (AG Prof.
Kuhn) modelliert und zur Verfigung gestellt.

Lange Zeit wurde vermutet, dass LOXn als Enzymmonomere katalytisch aktiv
sind. Neuere Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass die ALOX15 (lvanov et al.,
2012), die ALOX12 (Aleem et al., 2008) und die ALOXS5 (Hafner et al., 2011) in wassrigen
Losungen als katalytisch aktive Dimere vorliegen. Fir die Kaninchen-ALOX15 scheint ein
reversibles Monomer-Dimer-Gleichgewicht vorzuliegen, wobei die Lage des
Gleichgewichtes durch die Anwesenheit von Liganden beeinflusst wird (Ilvanov et al.,
2012).

1.3.2 Kinetische Besonderheiten von Lipoxygenasen

LOXn sind Zweisubstratenzyme, die nur unter bestimmten Voraussetzungen der
Michaelis-Menten-Kinetik folgen. Bei séattigenden Sauerstoffkonzentrationen wurden fur
verschiedene isolierte LOXn Ku-Werte fiir Fettsduren im mittleren uM Bereich (5-500 uM)
bestimmt (Ludwig et al., 1987, Van Os et al., 1981, Aharony and Stein, 1986). Die Ku-
Werte fur Sauerstoff liegen dagegen im unteren uM Bereich (Knapp and Klinman, 2003),
was auf eine hohe Affinitat der Enzym-Substratkomplexe fir Sauerstoff schliel3en lasst.
Dabei muss allerdings erwahnt werden, dass der Sauerstoff nicht direkt am Enzymprotein
bindet, sondern mit hoher Wahrscheinlichkeit vom enzymgebundenen Fettsaureradikal
aufgenommen wird. Die molekularen Umsatzraten von LOXn sind sehr verschieden. Fur

die Sojabohnen-LOX1 wurde eine Umsatzrate von 300 s bestimmt (Van Os et al., 1981).
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Fur die Kaninchen- bzw. die menschliche ALOX15 liegt dieser Wert in Abhangigkeit von
der Qualitat der Enzympréaparationen zwischen 5-50 s (Ludwig et al., 1987, Kiihn et al.,
1993).

Die Reaktionskinetik von LOXn ist durch eine Reihe von Besonderheiten
gekennzeichnet. Bei der Verwendung sauberer Fettsdurepraparationen als LOX-
Substrate wird eine kinetische Latenzphase sichtbar, die durch den Zusatz von H(p)ETEs
oder H(p)ODE-Isomeren unterdriickt werden kann (Ludwig et al., 1987, Zheng and Brash,
2010, Suzuki et al., 1997, Cho et al., 2007). Diese sogenannte kinetische lag-Phase ist
darauf zurtickzufuihren, dass LOXn in ihrer zweiwertigen Form katalytisch inaktiv sind und
erst durch Oxidantien in die katalytisch aktive dreiwertige Form Uberfiihrt werden mussen.
Die im Verlauf der LOX-Reaktion gebildeten Fettsdurehydroperoxide fungieren als solche
Oxidantien, sodass man in der initialen Phase der LOX-Reaktion von einem
autokatalytischen Charakter sprechen kann.

In héheren Konzentrationen fuhren H(p)ETESs zur Inaktivierung von LOXn (Hartel
et al., 1982, Rapoport et al.,, 1986, Aharony et al., 1987). Dabei induziert die
Wechselwirkung der Enzyme mit ihren Reaktionsprodukten noch nicht naher
charakterisierte Strukturverdnderungen, die mit einem irreversiblen Aktivitatsverlust
einhergehen. Der molekulare Mechanismus dieser Selbstinaktivierung ist derzeit noch
nicht bekannt. Biologisch gesehen ist diese Enzymeigenschaft fir ein destruierendes
Enzym jedoch sinnvoll, da damit eine Uberschiissige Destruktion (z.B. exzessiver

Membranabbau) verhindert wird.

1.3.3 Regulation von Lipoxygenasen

Lipoxygenasen konnen wie alle Enzyme durch Modifikationen auf
transkriptionaler, post-transkriptionaler und post-translationaler (Rakonjac et al., 2006)
Ebene reguliert werden. Aus Platzgrinden kann auf diese Mechanismen nicht umfassend
eingegangen werden. Im Folgenden sollen exemplarisch zwei Beispiele fur die
Regulation der ALOX5 (Expressionsregulation, post-translationale Modifizierung),
diskutiert werden.

In der ALOX5-Promotorregion der humanen ALOX5 sind u.a. acht GC-Boxen als
regulatorisches Element beschrieben worden, an welche die Transkriptionsfaktoren Spl
und Egr-1 binden kénnen (Schnur et al., 2007). Auf post-transkriptionaler Ebene gibt es

Hinweise darauf, dass alternatives Splicing und Kontrollmechanismen, welche trunkierte
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Transkripte erkennen und deren Expression verhindern [sog. nonsense-mediated mRNA
decay (NMD)], in die Regulation der 5-LOX-Aktivitat involviert sind (Ochs et al., 2012).
Ein zweiter Mechanismus betrifft die Beeinflussung der spezifischen Enzymaktivitat.
Diese erfolgt durch allosterische Mechanismen, durch post-translationale Modifikationen
sowie durch direkte Ruckkopplungsschleifen, wie z.B. Substrathemmung oder suizidale
Inaktivierung (siehe 1.3.2).

Als allosterische Effektoren sind in der Literatur verschiedene Substanzen
beschrieben. So wird die gereinigte humane ALOX5 durch Calcium-lonen (Ca?*) aktiviert
(Aharony and Stein, 1986, Puustinen et al., 1988). Ca?* scheint als Co-Faktor fur die
Bindung von Stimulationsfaktoren wie Coactosin-like Protein oder Phosphatidylcholin
notwendig zu sein (Basavarajappa et al., 2014). Allerdings scheint die Stress-induzierte
Aktivierung der ALOX5 in polymorphkernigen Leukozyten nicht Ca?*-abhangig
abzulaufen (Werz et al., 2002). Die ALOX15 (Walther et al., 2004) und die ALOX5 (Wong
et al., 1988) werden aufRerdem durch Translokation an Biomembranen aktiviert. Die
molekularen Mechanismen fiur diesen Vorgang sind nicht vollstandig geklart. Allerdings
wird fur die ALOX15 ein Zusammenhang zwischen der Membranbindungsfahigkeit und
der strukturellen Flexibilitat des Enzyms auf der Ebene der Tertiarstruktur vermutet (Di
Venere et al., 2013). Fur die allosterische Wirkung von Ca?* konnte auch eine positive
Beeinflussung der ALOX5-Enzymkinetik bezuglich der Metabolisierung von AA gezeigt
werden (Ku-Senkung). Fur die maximale Enzymaktivitdt scheint aul3erdem auch die
stabilisierende Wirkung von ATP hilfreich zu sein. Der allosterische Charakter von LOXn
ist neben der humALOX5 auch fir andere Isoformen (humALOX15, humALOX15B,
soyLOX1) (Falgueyret et al., 1995, Wecksler et al.,, 2008, Wecksler et al., 2009b,
Wecksler et al., 2009a) beschrieben worden. Allerdings sind Bindungsstellen der
allosterischen Effektoren derzeit noch nicht fur alle Enzyme aufgeklart und die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind nach wie vor unklar. Moglicherweise
ist die Enzymdimerisierung, wie es bereits fur die COX-Isoformen gezeigt worden ist, eine
strukturelle Voraussetzung fur das allosterische Verhalten von LOXn (Hafner et al., 2011,
Ivanov et al., 2012).

Als ein weiterer Mechanismus der post-translationalen Modifikation gilt die
Enzymphosphorylierung. In der  Struktur  der  humALOX5 sind drei
Phosphorylierungsstellen (Ser271, Ser523 und Ser663) bekannt, welche nach
Aktivierung der entsprechenden Signalkaskade durch unterschiedliche Proteinkinasen

(MAPKAP-Kinase 2, Proteinkinase A und ERK?2) phosphoryliert werden und die nukleare
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Translokation der ALOX5 beeinflussen (Radmark et al., 2015). Details zu den
molekularen Mechanismen der Phosphorylierungsreaktionen und die molekularen
Ursachen der funktionellen Konsequenzen sind noch nicht vollstandig untersucht worden.
Es gibt in der Literatur jedoch einen Hinweis auf eine mdgliche Beeinflussung der
Reaktionsspezifitdt durch die Phosphorylierung von Ser663. Diese Daten belegen, dass
eine phosphorylierungsmimetische Mutante der humALOX5 (Ser663Asp) eine
dominierende ALOX15 Aktivitat aufweist (Gilbert et al., 2012). Rontgenkristallografische
Daten scheinen eine mégliche Erklarung fur das Phanomen zu bieten. Demnach koénnte
eine umgekehrte Orientierung der AA in der Substratbindungstasche eine maogliche
Erklarung fur die beobachtete Verdnderung der Reaktionsspezifitat darstellen (Gilbert et
al., 2012). Angesichts der Tatsache, dass eine 15-Lipoxygenierung von AA (Bedeutung
bei der Synthese von antiinflammatorischen Eikosanoiden) als funktioneller Gegenspieler
der proinflammatorischen 5-Lipoxygenierung interpretiert werden kann, wirde diese
Beobachtung auf eine Inversion der biologischen Funktion der ALOX5 durch
Phosphorylierung hindeuten. Diese Beobachtungen sind insofern bedeutsam, als sie
mehrere experimentelle Daten zu den biologischen Wirkungsmechanismen der ALOX5
in einem anderen Licht erscheinen lassen wirden. Dieser Punkt wird im experimentellen
Teil der Dissertation wieder aufgegriffen (siehe 3.3.3).

In zellularen Systemen ist die Expression der ALOX5 nicht ausreichend, um
Leukotriene zu synthetisieren. Dazu bedarf es eines Aktivatorproteins, des b5-
Lipoxygenase aktivierenden Proteins (FLAP). Dieses kleine Membranprotein (Dixon et
al., 1990), das durch membranspannende Helices in der Kernmembran verankert ist
(Ferguson et al., 2007), sorgt nach der derzeitigen Auffassung dafir, dass freigesetzte
Arachidonsaure aus den Membranlipiden fur die ALOX5 zugéanglich wird. Die FLAP-
Expression wird durch Entziindungsmediatoren wie IL-5 und LPS induziert und geht mit
einer verstarkten ALOX5 Translokation an die Kernmembran einher, ohne dabei die
ALOX5 Expression zu beeinflussen. Die zugrundeliegenden Mechanismen der
Aktivitatsregulation der ALOX5 durch FLAP sind noch nicht ganzlich verstanden
(Radmark et al., 2015).

1.3.4 Reaktionsspezifitat von Lipoxygenasen
LOXn koénnen verschiedene Polyenfettsduren als Substrate verwenden. Neben

LA, AA, EPA und DHA, die fur die tierischen LOXn als Hauptsubstrate fungieren, werden
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auch alpha- und gamma-Linolensaure (LeA) und andere PUFAs akzeptiert. Allerdings
bevorzugen verschiedene LOX-Isoformen bestimmte Fettsauren, wahrend andere
PUFAs weniger gut als Substrate geeignet sind. Diese als Substratspezifitat bezeichnete
Enzymeigenschaft hangt von der Struktur der Enzyme ab, wobei die genauen
Zusammenhange noch offen sind.

Neben der Substratspezifitat spielt fir LOXn die Reaktionspezifitat eine wichtige
Rolle. Diese ist daflr verantwortlich, dass eine bestimmte Substratfettsaure durch ein
Enzym selektiv in ein bestimmtes Produktisomer umgewandelt wird, obwohl prinzipiell
die Synthese mehrerer Oxygenierungsprodukte maglich ist. Die Reaktionsspezifitat einer
LOX ergibt sich aus zwei Teilspezifitaiten, der Positionsspezifitat und der
Enantioselektivitat, die bei verschiedenen LOXn unterschiedlich sein kénnen. Unter
Positionsspezifitat versteht man die Eigenschaft einer LOX, Sauerstoff an ein bestimmtes
Kohlenstoffatom einer Fettsdure einzufihren. Wenn zum Beispiel durch ein Enzym
Sauerstoff an das Kohlenstoffatom Cis der Arachidonsaure eingefuhrt wird, spricht man
von einer 15-Lipoxygenierung. Da Fettsdureoxygenierungsprodukte ein asymmetrisches
Kohlenstoffatom enthalten, existieren fir jedes Produktpositionsisomer prinzipiell zwei
optische Isomere, das S- bzw. R-Enantiomer. Im Unterschied zu nicht-enzymatischen
Oxygenierungen bilden LOXn selektiv nur eines der beiden Enantiomere und diese
Enantioselektivitat von LOXn entscheidet dariber, ob von einem gegebenen Enzym
Produkte der S- oder R-Klasse gebildet werden.

Die molekulare Basis fur die Reaktionsspezifitdt von LOXn wurde fur mehrere
Isoenzyme untersucht. Sie hdngt von der Orientierung der Substratfettsaure am aktiven
Zentrum und vom Weg des Sauerstoffs innerhalb des Enzymmolekils ab. Obwohl vor
allem zum Schicksal des Sauerstoffs wahrend der LOX-Reaktion noch wenig bekannt ist,
wurden fur verschiedene LOX-Isoformen Hypothesen entwickelt, die deren
Reaktionsspezifitat erklaren: i) Triadenmodell: Fir die Kaninchen-ALOX15 wurde das
Triadenmodell entwickelt, das durch umfangreiche Mutageneseuntersuchungen gestiitzt
wird (Borngraber et al., 1999, Sloane et al., 1995). Dieses Modell geht davon aus, dass
der Boden der Substratbindungstasche von ALOX15-Isoformen durch die drei kritischen
Aminosaureregionen um Phe353, um Ille418/Met419 und um 11e593 gebildet wird. Der
Raumbedarf der Seitenkette dieser Aminosauren bestimmt das Volumen der
Substratbindungstasche und damit die Eintauchtiefe der Fettsdure (Volumenhypothese).
Werden diese Positionen durch kleine Aminosauren okkupiert, resultiert wegen der

groReren Eindringtiefe des Substrats ein 12-lipoxygenierendes Enzym. Sind grolRe
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Aminosauren an diesen Stellen vorhanden, wird Arachidonsdure am Cis oxygeniert
(Abb. 3).
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Abb. 3: Volumenhypothese zur Erklarung der Reaktionsspezifitit von 5-, 12- und 15-
lipoxygenierenden LOX-Isoformen. In der Abbildung sind schematisch die Substratbindungstaschen
(SBT) von 5-, 12- und 15-lipoxygenierenden LOX-Isoformen mit dem gebundenen Substrat AA dargestellt.
(A) Ist die Substratbindungstasche (SBT) wie bei der ALOX15 aufgrund grofRer Triaden-determinanten
klein, befindet sich das katalytische Nichthdmeisen in raumlicher Nachbarschaft zum Cis der AA und es
resultiert eine Oxygenierung an Cis. (B) Bei einer etwas grof3eren SBT kann die AA mit dem Methylende
ihrer Kohlenwasserstoffkette weiter in die SBT eindringen und die Oxygenierung erfolgt am Ci2. (C) Bei
ALOX5-Orthologen ist die SBT am grofdten und die Oxygenierung kann bei Cs erfolgen. Unklar bleibt bei
diesem Mechanismus allerdings die Erklarung der Enantioselektvitat der ALOX5.

Das Triadenmodell kann auf alle bisher charakterisierten ALOX15-Orthologe
angewandt werden (Vogel et al., 2010). Aul3erdem ver&ndern Mutationen der
Triadendeterminanten auch die Reaktionsspezifitaten der humanen ALOX12 und der
humanen (Schwarz et al., 2001) und murinen ALOX5 (Schwarz et al., 2001, Hofheinz et
al., 2013). Fur die Reaktionsspezifitdit der humanen ALOX5 sind vor allem Phe359,
Ala424/Asn425 und Ala603 von Relevanz (Schwarz et al., 2001). Auf die humane
ALOX15B und die murine ALOX12B ist das Konzept jedoch nicht anwendbar. Neben der
Triadentheorie existieren noch zwei weitere Modelle, welche die Reaktionspezifitat
bestimmter LOXn erklaren. ii) Das Jisaka-Konzept (Jisaka et al., 2000) erklart die
Unterschiede in der Reaktionsspezifitat zwischen humaner und muriner ALOX15B, ist
aber fur andere Saugetierorthologe dieser Enzymsubklasse nicht relevant. iii) Das Coffa-
Konzept (Coffa and Brash, 2004, Schneider et al., 2007) beschreibt den strukturellen

Unterschied zwischen R- und S-LOXn. Es besagt, dass R-LOXn an einer bestimmten
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Position ihrer Aminosauresequenz ein Gly tragen, wahrend S-LOXn an dieser Stelle ein
Ala oder einen anderen gréReren Aminosaurerest enthalten. Solche grol3eren Reste
blockieren entsprechend dieser Hypothese die R-Oxygenierung, sodass selektiv das
entsprechende S-Isomer gebildet wird. Der molekulare Hintergrund dieser Blockade ist
noch weitgehend unklar und das Konzept kann auf die Zebrafisch-LOX1 (zbfLOX1) nicht
angewandt werden. Letztere enthalt ein Gly an dieser kritischen Stelle, fungiert aber als
S-LOX (Jansen et al., 2011, Haas et al., 2011).

1.4 Klassifizierung von Lipoxygenasen und Enzymnomenklatur

LOXn bilden eine heterogene Enzymfamilie und Vertreter dieser Familie kommen
in vielen Organismen vor. Aufgrund dieser Vielfalt ist es aus Verstandnisgrinden nétig,
Klassifizierungskonzepte zu erarbeiten, aus denen sich eine leicht verstandliche
Enzymnomenklatur ableitet. Die derzeit existierenden Klassifizierungskonzepte sind

kompliziert, nicht eindeutig und verwirrend.

1.4.1 Spezifitatsbasiertes Klassifizierungskonzept

Zu Beginn der Forschungen zu tierischen LOXn wurden diese Enzyme
entsprechend ihrer Reaktionsspezifitat mit Arachidonséure in 5-LOX, 12-LOX und 15-
LOX eingeteilt. Dieses Konzept war einfach und verstandlich, wurde aber mit der
ansteigenden Vielfalt charakterisierter LOXn unpraktikabel. AuRerdem berlcksichtigt das
Konzept die evolutionaren Verwandtschaftsverhaltnisse der Enzyme nicht. Dies fuhrte in
der jingeren Vergangenheit zunehmend zu Missverstandnissen und Fehlinterpretationen
experimenteller Ergebnisse bei der Verwendung von isoformspezifischen LOX-
Hemmstoffen (Horn et al., 2015, Kuhn et al., 2015). An dieser Stelle seien nur 3 Probleme
kurz skizziert, die sich aus der alleinigen Verwendung des spezifititsbasierten
Klassifizierungskonzeptes ergeben: i) Die humane ALOX15 setzt Arachidonsaure vor
allem zu 15(S)-H(p)ETE (Sloane et al., 1991) um und wird damit als 15-LOX klassifiziert.
Das othologe Enzym der Maus bildet jedoch vorwiegend 12-H(p)ETE und ist damit eine
12-LOX (Sun and Funk, 1996). Es ist eine wesentliche Nomenklaturschwéche, dass
orthologe Enzyme verschiedener Spezies, die aufgrund ihres orthologen Charakters
ahnliche biologische Funktionen ausiben sollten, in verschiedene Enzymklassen
eingeteilt werden. Ahnliche Probleme ergeben sich bei der Klassifizierung der humanen
und murinen ALOX15B (Jisaka et al., 2000). Hier produziert die humane ALOX15B 15-
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H(p)ETE, wahrend 8-H(p)ETE Hauptprodukt der murinen Alox15b ist. ii) Fur einige
pflanzliche LOXn ist Arachidonsaure ein schlechtes Substrat und das Muster der
entsprechenden Oxygenierungsprodukte ist sehr komplex. Auf diese Enzyme lasst sich
die Arachidonsaure-basierte Nomenklatur nicht sinnvoll anwenden und deshalb werden
Linolsaure-basierte Klassifizierungskonzepte fur pflanzliche LOXn bevorzugt (Feussner
and Wasternack, 2002, Andreou and Feussner, 2009). iii) Die Reaktionsspezifitdt von
LOXn ist aulerdem keine absolute Enzymeigenschaft, sondern hangt von der
Substratstruktur (Kihn et al.,, 1990) und den Reaktionsbedingungen (Gardner, 1989,
Walther et al., 2009) ab.

1.4.2 Sequenzbasiertes Klassifizierungskonzept

Um einige dieser Probleme zu vermeiden, wurden in der jingsten Vergangenheit
alternative Klassifizierungskonzepte entwickelt, die auf dem Vergleich der Genstrukturen
basieren. Das Mausgenom enthalt sieben (Alox15, Alox15b, Alox12, Alox12b, Alox5,
Aloxe3, Aloxel2) unterschiedliche LOX-Gene, die fur unterschiedliche Isoenzyme
kodieren. Eine vergleichbare Genstruktur findet man auch bei anderen Nagetieren
(Ratten) und bei hoheren Primaten (Horn et al., 2015). Das menschliche Genom enthélt
sechs (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B, ALOX5, ALOXE3) unterschiedliche
LOX-Gene. Hier liegt das ALOXE12 Gen als funktionsloses Pseudogen vor (Funk et al.,
2002). Um Saugetier-LOXn eindeutiger zuordnen zu kénnen und vor allem den
orthologen Charakter verschiedener Gene bei unterschiedlichen Tierspezies
aufzuzeigen, sollten heute die Genbezeichnungen fir die Benennung der
entsprechenden Enzyme verwendet werden. Bisher hat sich zur eindeutigen
Kennzeichnung der Spezieszugehorigkeit etabliert, dass humane Orthologe grof3- und
murine Orthologe kleingeschrieben werden. Da dieses Vorgehen allerdings auf zwei
Spezies beschréankt ist, kann durch einen zusétzlichen Dreibuchstabencode, welcher der
Genbezeichnung voran gestellt wird, die entsprechende Tierspezies gekennzeichnet
werden. Um Enzyme von den entsprechenden Genen abzugrenzen, konnten die
Enzymnamen kursiv geschrieben werden. So wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit das
Enzym, das durch die Expression des menschlichen ALOX15-Gens synthetisiert wird, als
humALOX15 bezeichnet. Entsprechend wird die LOX, die aus dem Maus-Alox12 Gen
hervorgeht als mouAlox12 bezeichnet. Obwohl auch diese Nomenklatur nicht frei von

Problemen ist (so ist es z.B. nicht moglich eine LOX zu klassifizieren, die in ihrer
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Genstruktur nicht eindeutig einem humanen LOX-Gen zugeordnet werden kann),
ermdglicht sie zumindest bei Sdugetier-LOXn meist eine eindeutige Zuordnung.

1.5 Evolution von Lipoxygenasen

1.5.1 Einteilung irdischer Lebewesen

Das Leben auf unserem Planeten begann vor geschatzten 3,5-4 Milliarden
Jahren und hat seitdem eine grol3e Artenvielfalt hervorgebracht. Seit mehr als 2000
Jahren versucht man diese Vielfalt entsprechend unterschiedlicher Konzepte zu
systematisieren, wobei alle Systeme auf subjektiv ausgewéhlten Kriterien beruhen, die
nach Auffassung der Autoren wichtiger sind als andere. Ein heute haufig angewandtes
Klassifizierungsmodell ist das Dreidomanenmodell des irdischen Lebens (Abb. 4). Es
basiert auf dem strukturellen Vergleich der Gene, die fur die verschiedenen Arten
ribosomaler RNA kodieren (Woese et al., 1990). Es gibt durchaus laufende Debatten
bezuglich der biologischen Sinnhaftigkeit dieses Klassifizierungskonzeptes (Gupta,
1998) und alternative Vorschlage zur Kategorisierung der irdischen Lebensformen
wurden ebenfalls entwickelt (Cavalier-Smith, 1998). Trotzdem wird das
Dreidomanenkonzept haufig verwendet und erfreut sich einer breiten Akzeptanz.

Bacteria Archaea Eucarya
(LOXs present) (LOXs absent) (LOXs present)

Abb. 4. Dreidomanenmodell des irdischen Lebens und
Vorkommen von LOXn in den Doménen. LOXn kommen in 2
der 3 Domanen des irdischen Lebens vor. LUCA (last universal
common ancestor) bezeichnet eine hypothetische Urform des
irdischen Lebens, aus der alle heute existierenden Lebensformen
hervorgegangen sind [modifiziert nach (Horn et al., 2015)].

Last universal
common ancestor

Nach dem derzeitigen Wissensstand kommen Lipoxygenasen in zwei der drei Doméanen

des irdischen Lebens, namlich in Eukaryonten und Bakterien, vor.

1.5.2 Lipoxygenasen in Bakterien

Bakterien lassen sich in die funf Subgruppen (Proteobacteria, Cyanobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, CFB-Gruppe) unterteilen (Wu et al., 2009). Lange Zeit wurde
vermutet, dass LOXn in Bakterien nicht vorkommen. Erst zu Beginn des jetzigen

Jahrtausends wurden vereinzelt LOXn in verschiedenen Bakterienstdmmen
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nachgewiesen. So konnte eine LOX im y-Proteobacterium Pseudomonas aeruginosa
(Busquets et al., 2011) oder im Cyanobacterium Nostoc punctiforme (Koeduka et al.,
2007) charakterisiert werden. Die biologischen Funktionen bakterieller LOXn sind
allerdings heute noch voéllig unklar. Zwar wurde eine Beziehung der LOX zum
Infektionsmechanismus von P. aeruginosa vermutet (Garreta et al., 2013), Beweise daftr
gibt es allerdings noch nicht. Fir Cyanobakterien ist eine Rolle der LOXn bei der
Modifizierung von Weizenproteinen im Rahmen der Pflanzeninfektion postuliert worden
(Zhang et al., 2012) und jingere experimentelle Befunde unterstitzen diese Hypothese
(Wang et al., 2014b, Wang et al., 2014c). Fur Stickstoff-metabolisierende Bakterien
wurde eine Beziehung zum Stickstoffstoffwechsel vermutet (Koeduka et al., 2007), aber
hier ist die Beweislage eher durftig. In den letzten Jahren war es aufgrund der steigenden
Anzahl komplett sequenzierter Bakteriengenome mdglich, auch in anderen Bakterien
Sequenzen nachzuweisen, die eine Ahnlichkeit mit LOXn (LOX-like sequences)
aufweisen. Eine systematische Recherche nach madglichen Lipoxygenase-Sequenzen in
Bakterien-Genomen ist bisher allerdings noch nicht erfolgt und wird in dieser Arbeit

durchgefuhrt.

1.5.3 Moagliches Vorkommen von Lipoxygenasen in Archaeen

Archaeen bilden mit Bakterien die Superdoméne der Prokaryonten und ahneln
Bakterien hinsichtlich ihres prinzipiellen Aufbaus. Auf molekularem Niveau sind sie
jedoch ndher mit Eukaryonten verwandt (Woese et al., 1990). Man findet sie haufig in
extremen Lebensraumen (hohe Temperaturen, saurer pH, hohe Salzkonzentrationen),
allerdings kommen Archaeen auch unter weniger extremen Bedingungen, z.B. am
Meeresboden, im menschlichen Kolon und am menschlichen Zahnfleisch vor (DelLong,
1998, Nguyen-Hieu et al., 2013). Kdurzlich wurden in den Genomen dreier
Archaeenspezies (Methanococcus voltae, Methanococcus jannaschii und Halorubrum
kocurii) genomische Sequenzen nachgewiesen, die fir echte LOXn kodieren kénnten
(Horn et al., 2015). Aufgrund mangelnder funktioneller Daten bleibt derzeit aber noch
unklar, ob es sich dabei wirklich um LOX-kodierende Sequenzen handelt. Das Fehlen der
fur viele LOXn charakteristischen Eisenbindungscluster spricht eher gegen eine LOX-
Identitat (Horn et al., 2015).
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1.5.4 Lipoxygenasen in Eukaryonten

Zu den Eukaryonten gehdren alle ein- bzw. mehrzelligen Organismen, die einen
Zellkern besitzen. Dazu zahlen auf der einen Seite Algen, Pilze und héhere Pflanzen, auf
der anderen Seite alle tierischen Organismen wie Protozoen, Metazoen, Wirbellose und
Wirbeltiere. Letztere umfassen auch alle Saugetiere inklusive der Primaten und des
Menschen.

1.5.4.1 Vorkommen von Lipoxygenasen in pflanzlichen Organismen

Algen bilden eine Gruppe primitiver pflanzen&hnlicher Organismen, die aufgrund
ihrer Diversitat nicht immer eindeutig von anderen pflanzlichen Lebensformen abgegrenzt
werden konnen. Es gibt einzellige und mehrzellige Algen, die sich sexuell und/oder
asexuell vermehren koénnen. Die meisten Algenarten haben einen autotrophen
Metabolismus, es gibt jedoch auch heterotrophe Algen. Algen haben einen aktiven
PUFA-Stoffwechsel und sind zur Synthese von Oxylipinen fahig (Gerwick, 1994, Gerwick
et al.,, 1999). Daran sind neben LOXn auch andere Enzyme wie Diolsynthasen,
Peroxygenasen und CYP450-Hydroxylasen beteiligt (Garscha et al., 2007, Hoérnsten et
al., 1999).

Auch viele Pilzarten kdnnen Oxylipine synthetisieren (Van Dyk et al., 1994) und
funktionelle LOXn sind in einigen Pilzarten wie z.B. Saprolegnia parasitica (Hamberg,
1986), Thermomyces lanuginosus (Li et al., 2001), Pleurotus ostereatus, Terfezia
claveryi(Pérez-Gilabert et al., 2005), Aspergillus flavus (Horowitz Brown et al., 2008) und
Fusarium oxysporum (Brodhun et al., 2013) nachgewiesen worden. Eine der gut
charakterisierten fungalen LOXn ist die Mn-enthaltende LOX aus Gaeumannomyces
graminis (Hamberg et al., 1998, Su and Oliw, 1998), die sich im Reaktionsmechanismus
von anderen LOXn unterscheidet. Trotzdem kommen LOXn nicht ubiquitar in Pilzen vor.
So sind z.B. in den Genomen von Saccharomyces cerevisiae (eukaryontischer
Modellorganismus) und von Candida albicans (humanpathogener Pilz) keine LOX-
Sequenzen enthalten. Auch bei Pilzen ist die biologische Rolle von Oxylipinen und der
an deren Synthese beteiligten Enzyme noch nicht wirklich verstanden. Diskutiert wird
eine Beteiligung an der Sporulation, der Biosynthese von Myco- und Aflatoxinen und der
Sklerotienbildung (Scarpari et al., 2014).

Das Genom des Moosmodellorganimus Physcomitrella patens enthalt LOX-

ahnliche Sequenzen und das zugehoérige Enzym wurde hinsichtlich seiner enzymatischen
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Eigenschaften charakterisiert (Wichard et al., 2004, Senger et al., 2005). Diese Daten
belegen, dass auch in Moosen echte LOXn vorkommen.

In héheren Pflanzen sind LOXn weit verbreitet und metabolisieren bevorzugt Cis-
Fettsauren wie LS, alpha-LeS und gamma-LeS. lhre biologischen Funktionen sind sehr
vielfaltig und reichen von der Regulation der Germination (Feussner et al., 2001), Gber
die Geschlechtsdeterminierung (Acosta et al., 2009), die Stressantwort (Grebner et al.,
2013), Wachstums- und Abwehrmechanismen (Vellosillo et al., 2007), Seneszenz
(Prakash et al., 1990), den Reifungsprozess (Zhang et al., 2006), bis hin zur Bildung von
Aromastoffen (Shen et al., 2014). Im Gegensatz zu den meisten Tieren haben hdhere
Pflanzen haufig eine grof3ere Anzahl unterschiedlicher LOX-Isoformen, die meist durch
Genduplikationen und Transpositionen (Kong et al., 2007) entstanden sind. LOXn
hoherer Pflanzen kénnen hinsichtlich ihrer Positionsspezifitat in Bezug auf LS in 9- und
13-oxygenierende Isoformen unterteilt werden. LS 13-LOXn werden auf der Grundlage
ihrer Sequenzeigenschaften in zwei Subtypen unterteilt: Typ 1-13-LOXn enthalten kein
Transitpeptid fur Chloroplasten und weisen untereinander eine hohe Sequenzhomologie
auf. Typ Il 13-LOXn enthalten ein solches Transpeptid, weisen aber untereinander nur
einen geringen Grad an Sequenzhomologie auf (Feussner and Wasternack, 2002). Ein
Sequenzvergleich einer grol3en Anzahl pflanzlicher LOXn deutet darauf hin, dass die
LOXn niederer Pflanzen evolutiondr eine eigene Gruppierung darstellen (Horn et al.,
2015).

1.5.4.2 Vorkommen von Lipoxygenasen in Protozoen und niederen Metazoen

Protozoen sind einzellige tierische Lebewesen, die entsprechend der Art ihrer
Fortbewegung in vier Gruppen (Ciliata, Flagellata, Sporozoa, Rhizopodia) unterteilt
werden konnen. LOX-Sequenzen konnten bisher nur in zwei Ciliata-Spezies
nachgewiesen werden (Horn et al., 2015), was darauf hindeutet, dass LOXn in Protozoen
nicht weit verbreitet vorkommen.

Als Metazoen werden alle vielzelligen Tiere zusammengefasst. Heute sind ca.
1,2 Millionen Metazoenarten bekannt, ihre Gesamtzahl wird aber auf 10 bis 20 Millionen
geschatzt. Gliederful3er (Arthropoda), Weichtiere (Mollusken) und Wirbeltiere
(Vertebrata) tragen zu 80%, 10% bzw. 5% zu den Metazoen bei. In verschiedenen
niederen Metazoen sind in der Vergangenheit funktionelle LOXn beschrieben worden. So

wurden in Oozyten von Seesternen (Brash et al., 1991), Eiern von Seeigeln (Hawkins
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and Brash, 1987), einigen Muschel- (Coffa and Hill, 2000) und Korallenarten (Eek et al.,
2012, Koljak et al., 1997) LOXn entdeckt. Weiterhin sind LOX-Sequenzen bei Krebstieren
(Hampson et al.,, 1992) und anderen Wirbellosen (Yuan et al.,, 2014) nachgewiesen
worden. Die Genome der Modellorganismen  Drosophila  melanogaster
(Modellorganismus fur Athropoden) und Caenorhabditis elegans (Modellorganismus flr

Nematoden) hingegen enthalten keine LOX-Sequenzen (Horn et al., 2015).

1.5.4.3 Vorkommen von Lipoxygenasen in Chordaten

Chordaten zahlen zu den hoheren Metazoen. Sie zeichnen sich durch das
Vorhandensein der namensgebenden Chorda dorsalis, einem elastischen Strang aus
speziell differenzierten mesodermalen Zellen, der als Endoskelett wirkt, aus und
schlieBen Tunicata (Manteltiere), Cephalochordata (Schadellose) und Vertebrata
(Wirbeltiere) ein. Das Lanzettfischchen (Branchiostoma) ist der einzige Uberlebende
Stamm der Cephalochordata (Putnam et al., 2008) und gilt heute als lebendes Fossil. Im
Genom von Branchiostoma belcheri und Branchiostoma floridae wurden je zwei LOX-
ahnliche Sequenzen gefunden. Im Genom von Ciona intestinalis (Modellorganismus von
Tunicata) wurden sieben LOX-ahnliche Sequenzen gefunden (Horn et al., 2015, Yuan et
al., 2014).

Zu den Vertebrata zahlen Knorpel- und Knochenfische, Vogel, Reptilien,
Amphibien und Saugertiere. In den Genomen der meisten Modellorganismen, die als
Reprasentanten fur diese Tiergruppen charakterisiert wurden, lassen sich LOX-ahnliche
Sequenzen nachweisen. Im Genom des Neunauges (Modellorganismus fir
Cyclostomata) wurde eine LOX-ahnliche Sequenz identifiziert, die eine hohe
Sequenzhomologie zur humanen ALOX5 aufweist (Horn et al., 2015). Im Genom der
Seekatze (Callorhinchus milii), die als Modellorganismus fir Knorpelfische betrachtet
wird, konnen ebenfalls einige ALOX5-dhnliche Sequenzen gefunden werden
(XM_007904532.1, XM_007911833.1). Knochenfische lassen sich in Strahlenflosser
(Actinopterygii) und Fleischflosser (Sarcopterygii) einteilen. Zu den Strahlenflossern
gehort der Zebrafisch (Danio rerio), welcher aufgrund der Lichttansparenz seiner
Embryos als Modellorganismus fir die Embryonalentwicklung von Wirbeltieren genutzt
wird. Das komplette Zebrafisch-Genom ist seit mehr als einem Jahr bekannt (Howe et al.,
2013) und Datenbankrecherchen deuten auf die Existenz von mindestens neun

verschiedenen LOX-Genen hin. Bisher wurde jedoch nur eine der Zebrafisch-LOXn
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(zbfLOX1) néher charakterisiert. Fur die auf Chromosom 7 befindliche zbfLOX1 konnte
auf der Basis ihrer Sequenz keine eindeutige Zuordnung zu einer humanen Isoform
getroffen werden (Jansen et al., 2011). Die gezielte Inaktivierung der Expression des
entsprechenden Gens induziert bei Zebrafischembryonen eine Deformation von Gehirn,
Auge und Schwanzflosse und daraus schlossen die Autoren, dass es sich bei diesem
Enzym um das Ortholog der humALOX12B oder der ALOXE3 handeln kénne (Haas et
al., 2011). Das Enzym wurde als rekombinantes Protein in E. coli exprimiert und
hinsichtlich seiner enzymatischen Eigenschaften charakterisiert (Jansen et al., 2011),
wobei sich einige Besonderheiten hinsichtlich seiner Reaktionsspezifitat ergaben.

Der den Fleischflossern zugehorige Quastenflosser (Latimeria chalumnae), der
sich in seiner Urform in der geochronologischen Periode des Devons entwickelte, stellt
eines der ersten Lebewesen dar, das mit seinen vier durch Knochen gestiutzten Flossen
Anpassungsversuche an ein Leben auf festem Grund aufweist. Er wird als interessanter
Modellorganismus fur die Landbesiedlung der Fische als evolutionares Schlisselereignis
angesehen und bildet gemeinsam mit den uns naher verwandten und letztlich
erfolgreicher angepassten Lungenfischen die Ausgangsgruppe der Landwirbeltiere. Mit
dem Vorhandensein einer ALOX5-8hnlichen Sequenz scheint er zur Biosynthese von
Leukotrienen in der Lage zu sein. Die Vermutung der Existenz eines funktionsfahigen
LOX-Stoffwechsels wird durch die Identifizierung von LOX-Metaboliten in Makrophagen
und Blutplattchen von Knochenfischen bestatigt (Pettitt et al., 1991).

Amphibien sind unmittelbare Nachfahren der Lungenfische und reprasentieren
damit die stammesgeschichtlich altesten Tetrapoden. Der Krallenfrosch Xenopus
tropicalis wird als Modellorganismus fir Amphibien angesehen und sein Genom enthalt
eine ALOX5-dhnliche Sequenz (XM_004915925.1) sowie Gene fur LT-Rezeptoren
(XM_004910745.1, XM_002934324.2, XM_004916899.1). AuRerdem weisen
metabolische Daten, die mit Zellen anderer Froscharten erhalten wurden, darauf hin,
dass Amphibien einen aktiven LOX-Stoffwechsel aufweisen (Shen and Herman, 2000).
Uber die funktionelle Bedeutung des LOX-Weges in Amphibien liegen nur wenige Daten
vor, wobei eine Rolle bei Geweberegeneration und Wundheilung (Menger et al., 2011),
sowie bei der Oozytenreifung (Ortiz et al., 2013) postuliert wurde. Zu den Reptilien
gehoren auch Schildkroten, Schlangen und Krokodile. Letztere enthalten drei LOX-
ahnliche Sequenzen, die fur Orthologe der humanen ALOX5 und epidermalen LOXn
kodieren kénnten (XM_006263694.1, XM_006272396.1, XM_006038032.1).
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Auch bei Vogeln wurden LOX-ahnliche Sequenzen gefunden und
Sequenzvergleiche deuten darauf hin, dass es sich dabei um Orthologe der ALOX5
(XM_003641512.2) und der epidermalen humanen LOX-Isoformen (XM_423676.4)
handelt. Diese Daten wurden durch Metabolituntersuchungen an Thrombozyten und
Gefal3zellen (Einzig et al., 1985) sowie an neuronalem Gewebe (Greenberg-Levy et al.,
1992) und Muskelzellen (Grossman et al., 1988) bestatigt. Obwohl auch in diesen
Organismen die biologische Rolle von LOXn nur wenig untersucht ist, wurde eine Rolle
beim Knochenstoffwechsel postuliert (Flynn et al., 1999).

Saugetiere gibt es seit ca. 270 Millionen Jahren auf der Erde. Sie kénnen in die
drei Subgruppen der Kloakentiere (Monotremata), Beuteltiere (Marsupiala) und die
Plazentatiere (Eutheria) untergliedert werden. Das Schnabeltier (Ornithorhynchus
anatinus) dient als Modellorganismus fir Kloakentiere und der Tasmanische Teufel
(Sarcophilus harrisii) reprasentiert die Beuteltiere. Die Genome beider Spezies enthalten
LOX-&hnliche Sequenzen (XM_003430106.1, XM_003768728.1, XM_003768727.1), die
sich aufgrund ihrer Sequenzhomologie verschiedenen menschlichen Isoformen
zuordnen lassen. Mangels fehlender Aktivitatsnachweise bleibt jedoch unklar, ob aus den
vorhandenen Genen wirklich funktionsfahige LOXn hervorgehen (Horn et al., 2015). Zu
den Plazentatieren gehdren u.a. Nager, Primaten und letztlich auch der Mensch. Im
Genom der Maus (Mus musculus) existieren sieben LOX-Gene: Alox5, Aloxe3, Alox12,
Alox12B, Aloxel2, Alox15 und Alox15B (Waterston et al., 2002). Trotz einer hohen
Sequenzhomologie zu den Isoformen des Menschen (Homo sapiens) unterscheiden sich
die enzymatischen Eigenschaften teilweise von denen der menschlichen Enzyme (siehe
1.4.1). Das Vorhandensein einer funktionellen murinen Alox5 (Balcarek et al., 1988)
sowie der Leukotrien-Rezeptoren BLT1/2 und cysLTR1/2 (Martin et al., 2001, Hui et al.,
2001) deuten darauf hin, dass LT in Mausen ahnlich wie beim Menschen eine
physiologische bzw. pathophysiologische Rolle spielen.

Bislang konnte noch nicht geklart werden, warum bei hdéheren Pflanzen und
Tieren eine so grof3e Vielfalt unterschiedlicher LOX-Isoformen vorkommt, warum sich
diese Vielfalt entwickelt hat und weshalb sie in der Evolution bewahrt wurde. Diese
Strukturvielfalt der LOX-Genfamilie sollte jedoch nicht ausschliel3lich als Zeichen
funktioneller Redundanz gewertet werden. So fihrt z.B. die vollstandige Inaktivierung
eines LOX-Gens bei der Maus nur selten zur Hochregulation der Expression einer
anderen LOX, wie es bei echter funktioneller Redundanz zu erwarten ware. Weiterhin

besitzen die menschlichen LOX-Isoformen so deutlich unterschiedliche enzymatische

33



Eigenschaften, dass nicht davon ausgegangen werden kann, dass sie sich funktionell
ersetzen kénnen. So ist die ALOX5 flr die Biosynthese proinflammatorischer LT der 5,6-
Serie essenziell und diese Funktion kann nicht von anderen Isoformen tGbernommen
werden. Weiterhin fihrt der Knockout des Alox5-Gens zu einem véllig anderen Phanotyp
(Chen et al., 1994) als die Inaktivierung des Alox12- (Johnson et al., 1999, Bleich et al.,
1999), Alox12b- (Epp et al., 2007) oder Aloxe3-Gens (Krieg et al., 2013).

1.5.4.3.1 Entwicklung der ALOX15 wahrend der Sadugetierevolution

Die ALOX15 des Menschen, als am hochsten entwickelter Sauger, zeigt eine
duale Positionsspezifitat (Kiihn et al., 1993). Ahnliches gilt fur die ALOX15 des Orang-
Utans (Pongo pygmaeus) (Vogel et al., 2010). Niedere Saugetiere hingegen wie Maus
(Sun and Funk, 1996), Ratte (Watanabe and Haeggstrom, 1993, Watanabe et al., 1993),
Rind (De Marzo et al., 1992), Schwein (Yoshimoto et al., 1990), Fledermaus (Brash,
1999), aber auch niedere Primaten wie Rhesusaffen (M. mulatta) exprimieren 12-
lipoxygenierende ALOX15-Orthologe (Vogel et al., 2010). Die Kaninchen-ALOX15 ist
entsprechend ihrer Sequenz als 15-lipoxygenierendes Enzym einzustufen und
Metabolituntersuchungen am isolierten Enzym aus Retikulozyten bestéatigen diese
Schlussfolgerung (Bryant et al., 1982). In peripheren Monozyten wird dieses Enzym
jedoch als 12-lipoxygenierendes Protein exprimiert (Berger et al., 1998), wobei die
molekulare Basis fiur die unterschiedliche Reaktionsspezifitat noch unklar ist. Die
Beobachtung, dass niedere Saugetiere und Makaken 12-lipoxygenierende ALOX15-
Orthologe exprimieren, wahrend hohere Primaten 15-lipoxygenierende Orthologe
besitzen, lasst vermuten, dass es wahrend der spaten Primatenevolution zu einer
gezielten Veranderung der Reaktionsspezifitat der ALOX15 gekommen ist (Abb. 5). Fir
eine Verifikation dieser Hypothese fehlen allerdings fir eine Reihe von ALOX15-
Orthologe verschiedener Spezies experimentelle Daten zur Positionsspezifitat der
rekombinanten Enzyme. Die Betrachtung der phylogenetischen Verhéltnisse von
Primaten unter der Berlcksichtigung der bisher bekannten ALOX15-Positionsspezifitaten
lasst vermuten, dass der Ubergang der Cercopithecoidea (z.B. M. mulatta) zu den
Hominoidea einen wichtigen Entwicklungsschritt darstellt. Der Erforschung der ALOX15
des Gibbons (N. leucogenys) als ndchsthdéhere Spezies nach den Makaken (M. mulatta)
mit 12-lipoxygenierenden ALOX15-Isoformen kommt dabei eine besondere Bedeutung
zu. Fir die Schimpansen-ALOX15 ware rein evolutionar betrachtet ein 15-
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lipoxygenierendes ALOX15-Ortholog plausibel. Sollte die ALOX15 des Schimpansen ein
jedoch 12-lipoxygenierendes Enzym sein, ware die postulierte Beziehung von LOX-
Spezifitat und phylogenetischer Stellung der Primatenspezies (Johannesson et al., 2010)

nicht mehr zu halten.

Papio anubis — ?

Cercopithe- Macaca mulatta — 12-HETE
coidea
Catarrhini— NOnTaECUs
Hylobatidae leucogenys e
Hominoidea

_[Pongo abelii — ?

Hominidae |LPongo pygmaeus— 15-HETE

_[Pan troglodytes — ?
Pan paniscus — ?

— Homo sapiens — 15-HETE

Abb. 5: Phylogenetische Systematik der Primaten und bisher bekannte ALOX15-
Reaktionsspezifitdten. Die Verwandtschaftsverhdltnisse der Primaten mit ihren ALOX15-
Produktspezifitaten sind dargestellt, soweit funktionelle Daten zur Reaktionsspezifitat der entsprechenden
Enzyme vorliegen. Die lateinischen Namen der Spezies sind im Folgenden erlautert. Catarrhini:
Altweltaffen oder Schmalnasenaffen; Cercopithecoidea: Meerkatzenverwandte; Hominoidea:
Menschenartige; Hylobatidae: Gibbons; Hominidae: Menschenaffen; Papio anubis: Pavian; Macaca
mulatta: Makake/Rhesusaffe; Nomascus leucogenys: Nordlicher WeilRwangen-Schopfgibbon ,Gibbon®;
Pongo abelii und Pongo pygmaeus: Orang-Utans; Pan troglodytes und Pan paniscus: Schimpansen; Homo
sapiens: Mensch. Die Fragezeichen visualisieren fehlende Daten zur Reaktionsspezifitat der ALOX15-
Orthologe.

1.5.4.3.2 Vorkommen von Lipoxygenasen in Hominiden und Menschen

Wie Charles Darwin bereits 1871 in seinem Werk ,The Descent of Man® (Loy,
1997) vermutete, hat der heute lebende moderne Mensch, Homo sapiens, seine
Urspriinge im tropischen Afrika. Von dort migrierten die ersten modernen Menschen vor
40.000-60.000 Jahren nach Eurasien und ersetzten mit der Zeit ihre dort lebenden
Vorfahren (Hershkovitz et al., 2015). Als nachste evolutionare Verwandte des Menschen
sind unter den Hominiden der ,Neandertaler* (Homo neanderthalensis) und der
,Denisovan-Mensch® (Denisova hominin oder Homo denisovan) bekannt.
Unterschiedliche Fossilienfunde des Neandertalers belegen, dass er bereits vor 400.000
Jahren Westasien besiedelte. Seit 30.000 Jahren gilt der H. neanderthalensis als
ausgestorben (Krause et al., 2007). Aufgrund morphologischer Ahnlichkeiten und durch
Genomvergleiche der beiden menschlichen Subspezies (H. sapiens vs. H

neanderthalensis) wurde eine mdgliche Kreuzung vermutet und seitdem kontrovers
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diskutiert (Gibbons, 2014a, Gibbons, 2014b, Lohse and Frantz, 2014). Der
Kreuzungszeitpunkt wird auf einen Zeitraum vor 50.000-60.000 Jahren geschétzt und ein
55.000 Jahre alter Fossilienfund von H.sapiens in Israel belegt, dass moderne Menschen
zu dieser Zeit neben Neandertalern am gleichen Ort gelebt haben missen (Hershkovitz
et al., 2015). Erste Fossilien des H. denisovans wurden 2010 in einer Hohle in Stdsibirien
gefunden und das extrahierte Genom eines H. denisovan-Individuums wurde in hoher
Qualitat sequenziert (Reich et al., 2010). Auch fur den Denisovan-Menschen wird eine
maogliche Kreuzung mit einer anderen Hominidenart, die jedoch nicht H. sapiens oder H.
neanderthalensis ist, postuliert. Die Genome des Neandertalers und des Denisovan-
Menschen wurden in dieser Arbeit auf das Vorkommen von LOX-Sequenzen durchsucht.
Die Ergebnisse sind in Kapitel 3.6 dargestellt.

Das menschliche Genom enthalt funf funktionelle LOX-Gene auf dem kurzen (p)
Arm des Chromosom 17 (ALOX12, ALOX12B, ALOX15, ALOX15B und ALOXE3) sowie
ein ALOX5-Gen auf dem langen Arm (q) von Chromosom 10 (Funk, 2001). Weiterhin
existiert im LOX-Gencluster auf dem Chromosom 17 das funktionslose ALOX12P2-

Pseudogen. Deren biologischen Funktionen sind im Folgenden dargestellt.

1.6 Biologische Rolle von Lipoxygenasen

LOXn haben in verschiedenen biologischen Systemen unterschiedliche
biologische Funktionen und auf die mogliche biologische Rolle der Enzyme in Pflanzen
und niederen tierischen Organismen wurde im Kapitel 1.5 bereits eingegangen. An dieser
Stelle sollen die derzeitigen Kenntnisse zur biologischen Rolle von LOXn bei hdéheren
Saugetieren und beim Menschen zusammengefasst werden. Diese Ergebnisse basieren
vor allem auf Experimenten mit Isoform-spezifischen LOX-Inhibitoren und derzeit
verfugbaren LOX-Knockout-Mausen. Dabei muss allerdings erwéhnt werden, dass die
Isoformspezifitat der meisten LOX-Inhibitoren noch nicht wirklich geklart ist, und dass
Ergebnisse von Experimenten mit LOX-Knockout-Mausen aufgrund der
unterschiedlichen Eigenschaften von murinen und humanen LOX-Orthologen nicht eins

zu eins auf den Menschen tbertragbar sind.
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1.6.1 Physiologische Funktionen von Lipoxygenasen
1.6.1.1 Zelldifferenzierung und Organogenese

LOXn spielen bei der Differenzierung verschiedener Zellen (erythroide und
epidermale Differenzierung) (Schewe and Kihn, 1991, Eckl et al., 2009) eine wichtige
Rolle. So scheint die ALOX15 wahrend der Differenzierung von Kaninchenretikulozyten
am reifungsabhangigen Abbau der Mitochondrien beteiligt zu sein (Schewe et al., 1986).
Alox15-Knockout-Mause zeigen allerdings keine Zeichen einer dysregulierten
Erythropoiese (Sun and Funk, 1996), sodass dieser Reifungsvorgang auch in
Abwesenheit des Enzyms ohne signifikante Ausfallerscheinungen ablauft. Dazu sollte die
Tatsache Dbeitragen, dass es neben dem LOX-abhéngigen zytosolischen
Mitochondrienabbau noch andere Mechanismen (z.B. Extrusion) gibt, die zur
Eliminierung der Mitochondrien wahrend der Retikulozyten-Erythrozyten-Transition
beitragen. Biologisch wichtige Prozesse, wie es der Mitochondrienabbau wahrend der
Retikulozytenreifung einer ist, werden evolutionar sehr haufig mehrfach abgesichert,
sodass der Ausfall eines Mechanismus nicht gleich zum Tod des gesamten Organismus
fuhrt (Schewe et al., 1986).

Bei der Entwicklung des Skelettsystems korreliert die Aktivitat der ALOX15 in
Tierversuchen invers mit der Knochendichte. Eine Hemmung des Enzyms auf
enzymatischer und genetischer Ebene fihrt zu einer gestérten Osteoklastenreifung, die
durch eine Substitution mit den Alox15-Metaboliten 12- und 15-HETE behoben werden
kann (Kronke et al., 2009b). Obwohl die in vivo-Wirkung der verwendeten LOX-
Hemmstoffe nicht genau quantifiziert werden konnte, deuten die Ergebnisse auf eine
Rolle des Enzyms bei der Osteogenese hin. Beim Menschen konnten Polymorphismen
im ALOX12-Gen mit der postmenopausalen Osteoporose assoziiert werden (Urano et al.,
2005, Ichikawa et al., 2006). Demnach konnten Inhibitoren der ALOX12 Einzug in die
Behandlung der Osteoporose und Osteopenie-assoziierter Erkrankungen, wie
beispielsweise der Rheumatoiden Arthritis (RA), finden.

Die funktionelle Inaktivierung der Gene Alox12b und Aloxe3 fuhren bei der Maus
zu einer gestorten epidermalen Differenzierung (Krieg et al., 2013, Epp et al., 2007).
Neugeborene von Alox12b-defizienten Mausen sterben innerhalb der ersten Stunden
nach der Geburt an exzessiver Dehydratation. Dies liegt vor allem an einer
ungeniugenden kovalenten Verkntpfung der epidermalen Ceramide, welche der Haut ihre

barrierebildende Eigenschaft verleiht (Brash et al.,, 2007). Bei Menschen flihren
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Mutationen der ALOX12B und ALOXE3-Gene zu einer Hauterkrankung, die als ARCI
(autosomale rezessive kongenitale Ichtyose) bezeichnet wird (Eckl et al., 2009).
Traditionell wurde diese Gruppe in die lammelaren Ichtyosen (LI) und die (nichtbullose)
kongenitale ichtyosiforme Erythrodermie (CIE) eingeteilt, fir die die ALOX12B und
ALOXES3 ursachlich sind. Allerdings werden heute unter ARCI noch andere ichtyosiforme
Hauterkrankungen eingeschlossen, mit denen insgesamt Mutationen in sechs
verschiedenen Genen (TGM1, ALOXES3, ALOX12B, NIPAL4, CYP4F22, und ABCA12)
assoziiert werden (Rodriguez-Pazos et al., 2013). Der Knockout des Alox12-Gens fuhrt
ebenfalls zu einem hohen epidermalen Wasserverlust, wobei die Symptome weniger
gravierend sind (Johnson et al., 1999).

Es gibt auch Hinweise auf eine Beteiligung von LOXn in der Adipozytenreifung.
Adipozyten, als der wesentliche Zelltyp des Fettgewebes, entwickeln sich aus
mesenchymalen Stammzellen in einem komplexen hormongesteuerten Prozess, der die
sequentielle Aktivierung verschiedenster Signalmolekile und Transkriptionsfaktoren
einschliel3t. Ein wesentlicher Transkriptionsfaktor der Adipogenese ist der Peroxysomen-
Proliferator-aktivierte Rezeptor gamma (PPARYy), der flr die Regulation und Expression
einer Reihe von Enzyme des anabolen und katabolen Lipidstoffwechsels verantwortlich
ist (Janani and Ranjitha Kumari, 2015). Dem LOX-Pathway wird eine Bedeutung fir die
Synthese PPARYy-aktivierender Liganden zugeschrieben. Hinweise darauf ergaben sich
aus Experimenten mit den LOX-Inhibitoren Baicalein und Nordihydroguajaretsaure
(NDGA), welche in vitro die Differenzierung muriner 3T3-L1-Praadipozyten zu
insulinsensitiven reifen Adipozyten hemmen. Eine Zugabe des PPARy-Agonisten
Rosiglitazon zu diesen Zellen fuhrte zu einer erfolgreichen Induktion der
Adipozytenreifung, was eine essenzielle Rolle von PPARYy in diesem Prozess impliziert
(Madsen et al., 2003). Dieser nukledre Transkriptionsfaktor wird scheinbar durch
Produkte des Alox12-, Alox15- und Aloxe3-Stoffwechsels aktiviert, was sich
beschleunigend auf die Adipozytendifferenzierung auswirkt (Hallenborg et al., 2010).
Diese Schlussfolgerung wird durch weitere in vitro-Untersuchungen gestutzt, die
einerseits die Akkumulation von Hepoxilinen in der frihen Phase der Adipozytenreifung
und andererseits eine direkte Bindung an PPARy nachgewiesen haben (Hallenborg et
al., 2010). Die Genexpressionsprofile von braunem und wei3em Fettgewebe belegen die
Expression der Alox12, der Alox15 und der Aloxe3, wobei die MRNA-Spiegel der Aloxe3
am hdchsten sind. Weiterhin kann durch eine forcierte Aloxe3-Expression oder Zugabe

von Aloxe3-Produkten (Hepoxilinen) zu Zellkulturen die Adipogenese stimuliert werden

38



(Hallenborg et al., 2010). Leider liegen derzeit noch keine detaillierten in vivo-
Untersuchungen zur Adipogenese bei Alox15- und Alox12-defizienten Mausen vor und
auch die Rolle der Aloxe3 konnte bisher aufgrund des letalen Phanotyps der Alox3e™
M&ause noch nicht detailliert in vivo untersucht werden.

Fur Knock-out oder Knock-down-Experimente nicht-epidermaler LOXn im
Mausmodell konnten bisher keine gravierenden Funktionsverluste bei erwachsenen
Tieren nachgewiesen werden. Ein Knockdown der Expression des Zebrafisch-LOX1-
Gens, das fur eine 12-lipoxygenierende LOX-Isoform kodiert, flihrt zu Defekten in der
Embryonalentwicklung. Der mittels Morpholino-Oligonukleotiden herbeigefiihrte
zbfLOX1-Expressionsarrest fuhrte in der frihen Embryonalentwicklung zu
Entwicklungsstérungen, die sich vor allem im Bereich des Kopfs und der Schwanzregion
manifestierten. Als Entwicklungsdefizite konnten im Myenzephalon und im
Mesenzephalon weniger Neuronen-Zellschichten nachgewiesen werden. Dadurch ergab
sich eine retardierte Entwicklung des Myezephalons. Zudem konnten fir LOX1-defiziente
Zebrafische kleinere Augen und eine fast vollstandige Aplasie der Retina aufgezeigt
werden. Es kam auRerdem zu einer Entwicklungsstorung der Basalplatte, einer gestdrten
Organisation der Somiten sowie zu Perikardergiissen und Dottersackddemen im Bereich
der spateren Darm- und Nierenregion (Haas et al., 2011).

1.6.1.2 Zellproliferation und Apoptose

Lipoxygenasemetaboliten beeinflussen in einer Reihe von zellularen in vitro-
Systemen die Proliferationsrate von Zellen, wobei sowohl pro- als auch antiproliferative
Effekte beschrieben worden sind (Kuhn et al., 2015). Ob diese in vitro-Effekte von
biologischer Relevanz in Ganztiermodellen sind, ist haufig jedoch nicht untersucht
worden. AuBerdem bleibt oft unklar, ob die fur die Proliferationsregulation nétigen
Konzentrationen der LOX-Metaboliten in vivo tUberhaupt erreicht werden. Als Beispiel fur
einen in vitro proliferationsférdernden LOX-Metaboliten kann 12-HETE genannt werden,
der bei Mausen durch die Alox12, Alox12b und die Alox15 gebildet wird. Antiproliferative
Eigenschaften wurden fur Metabolite der ALOX15B beschrieben (Bhatia et al., 2003),
obwohl auch hier der zugrunde liegende Mechanismus noch unklar ist.

Verschiedene antiinflammatorische LOX Metabolite wie Resolvine (Yoo et al.,
2013), Lipoxine (Romano, 2010) und Protektine (Serhan and Petasis, 2011) sind in der

Lage, in Zielzellen Apoptose zu induzieren. Ahnliche Daten liegen fir den
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Linolsduremetaboliten  13(S)-HODE vor, der uber die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren PPARy (Cimen et al., 2011) und PPARS (Shureiqi et al., 2003) zur
Apoptoseinduktion fahig ist.

1.6.1.3 Hirnentwicklung und interneuronale Kommunikation

Die ALOX15 (Watanabe et al., 1993, Nishiyama et al., 1992) und ALOX12B (Sun
et al., 1998) werden im Gehirn verschiedener Saugetierspezies exprimiert und ihre
Metaboliten 12/15-H(p)ETE und 12/15-H(p)ETE spielen bei der Gehirnentwicklung eine
regulatorische Rolle. Sie fungieren als Mediatoren des Axonwachstums und modulieren
die Wirkung des zentralen Botenstoffs Semaphorin 3A (Mikule et al., 2002).

Zusatzlich zu diesen Effekten beeinflussen ALOX15- und ALOX12-Metabolite die
synaptische Transmission (Normandin et al., 1996, Piomelli et al., 1987) Uber eine durch
die 12-H(p)ETE vermittelte Regulation der Leitfahigkeit von L-Typ Calciumkanélen
(DeCostanzo et al., 2010). Weder Alox15- noch Alox12-Knockout-M&ause zeigen jedoch
neuronale Defizite und diese Daten deuten auf die Existenz bisher nicht bekannter
Kompensationsmechanismen hin. Da beide Enzyme zur Bildung von 12-H(p)ETE in der
Lage sind, konnte der Knockout eines Isoenzyms durch die Hochregulation anderer 12-
lipoxygenierender muriner LOX-Isoformen kompensiert werden. Da bei der Maus mit
Ausnahme der Alox5, der Aloxe3 und der Alox15b alle LOX-Isoformen 12-
lipoxygenierend wirken, konnten theoretisch alle diese Isoformen einen Alox12- bzw.
Alox15-Knockout kompensieren. Diese Hypothese wird durch den Nachweis von 12-
H(p)ETE im Gehirn von Alox15-defizienten Mausen unterstitzt (Feinmark et al., 2003).
Leider wurden die Gehirne von Mehrfach-LOX-Knockout-M&ausen noch nicht hinsichtlich
ihrer Funktionalitat und ihres 12-H(p)ETE-Gehalts getestet.

1.6.1.4 Hamostase

Die Alox12, die in groBen Mengen in Blutplattchen vorkommt, scheint bei der
Regulation der Hamostase bedeutsam zu sein (Kaur et al., 2010). Die Thrombozyten von
Alox12-Knockout-Mausen zeigen ein abgeschwéchtes Aggregationsverhalten, wenn sie
mit AA, Kollagen oder Thrombin stimuliert werden (Johnson et al., 1998). Trotzdem

zeigen die Tiere keine signifikant verzogerte Blutgerinnung, sodass man schlussfolgern
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muss, dass ein Defekt der Alox12 durch andere metabolische Veranderungen

gegenreguliert wird.

1.6.2 Pathophysiologische Funktionen von Lipoxygenasen

LOXn spielen bei der Pathogenese inflammatorischer, hyperproliferativer,
neurodegenerativer und metabolischer Erkrankungen eine wichtige Rolle, wobei
verschiedene Organsysteme (Lunge, Knochen, Blutgefal3e, Geschlechtsorgane,

Fettgewebe, ZNS etc.) betroffen sein kénnen.

1.6.2.1 Entzindungsreaktion

Unter einer Entziindung versteht man die lokale oder systemische Reaktion des
Organismus auf innere oder auf3ere Reize mit dem Ziel, diese Reize zu eliminieren. Dabei
handelt es sich um einen komplexen Prozess der Aktivierung des Immunsystems, der
durch eine Vielzahl von Botenstoffen (Entzindungsmediatoren) reguliert wird.
Eikosanoide bilden eine Klasse entziindlicher Botenstoffe, wobei tiber den LOX-Weg der
Arachidonsaurekaskade sowohl pro- als antiinflammatorische Mediatoren gebildet
werden (Savari et al., 2014, Yoo et al., 2013, Romano, 2010, Pace-Asciak, 2009, Sachs-
Olsen et al., 2010, Serhan and Petasis, 2011). Unabh&ngig von ihrer Rolle bei der
Mediatorsynthese sind LOXn auch durch die Beeinflussung des Redoxstatus im
entziindeten Gewebe an der Pathogenese der Entziindungsreaktion beteiligt (Forman et
al., 2014).

AA Abb. 6: Biosynthese der

Leukotriene. Durch

+0, $ ALOX5 zweimalige katalytische
Aktivitat der ALOX5 entsteht

5S-HpETE tber das Zwischen-produkt
5S-H(p)ETE LTAs. Dieses

-H,0 $ ALOX5 kann Uber die LTA4H zu den
TA, cysteinylfreien LT  (LTBa)

hydrolysiert werden, oder
TActydrolase | /7 ;.o\ | MG Sunthase mittels der LTC4S durch
Kopplung von  Glutathion
) LTB, LTc, (GSH) zum cysteinylhaltigen
Cysfreie LTs —[ Gl * +GT LTCa4. Durch Abspaltung der
"""""" AS Glu und Gly werden LTD4
LTD, Cvs-LTs  ynd LTEs gebildet. Abb.
-Gly * Dipeptidase-2 modifiziert nach (Kuhn et al.,

2015).

LTE,
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Leukotriene (LT) sind proinflammatorische Eikosanoide, die Uber den ALOX5-
Weg der AA-Kaskade gebildet werden (Haeggstrom and Funk, 2011). In der obigen
Abbildung (Abb. 6) ist die Biosynthese und die Einteilung der LT zusammengefasst,
welche man in zwei Hauptklassen, die cysteinylfreien LT (Cysfreie LT) und die Cysteinyl-
LT (Cys-LT) untergliedern kann. Die Cysteinyl-LT sind an der Pathogenese des Asthma
bronchiale (Singh et al., 2013, Cobanoglu et al., 2013) und anderer allergischer
Atemwegserkrankungen beteiligt und werden in Kapitel 1.6.2.2 thematisiert. LTBa ist ein
starker proinflammatorischer Mediator, der Uber die Bindung an G-Protein gekoppelte
Oberflachenrezeptoren (BLT1 und BLT2) chemotaktisch auf Entziindungszellen wirkt
(Palmblad et al.,, 1981) und den Stoffwechsel von Immunzellen aktiviert (Yokomizo,
2011).

In den meisten Fallen heilt eine akute Entziindung nach der Eliminierung des
entztindungserregenden Reizes vollstdndig aus (Reststitutio ad integrum), kann aber
auch in eine chronische Entziindung Gibergehen. Die Entziindungsheilung ist aber mehr
als das einfache Nachlassen des entziindungserregenden Reizes. Es ist ein hochgradig
regulierter aktiver Prozess, der durch ein komplexes Muster von Regulatoren beeinflusst
wird. In der akuten Entzindungsphase kommen im entziindeten Gewebe vor allem
neutrophile Granulozyten und M1-Makrophagen vor, wahrend in der Heilungsphase M2-
Makrophagen dominieren. Ahnliche Veranderungen lassen sich im Muster der
Entzindungsmediatoren nachweisen. Im entzindeten Gewebe wird vor allem das
proinflammatorische LTB4 nachgewiesen, wahrend in der Heilungsphase Resolvine (Yoo
et al., 2013), Lipoxine (Romano, 2010) und Protektine (Serhan and Petasis, 2011)
vorherrschen. Diese werden aus AA, EPA und DHA Uber den LOX-Weg gebildet und
binden ebenfalls an G-Protein-gekoppelte Oberflachenrezeptoren (GPCR). Sie vermitteln
eine Reduktion der Expression von Adhasionsmolekilen auf Entzindungszellen,
normalisieren verénderte vaskulare Permeabilitatseigenschaften, induzieren Apoptose in
neutrophilen Granulozyten und aktivieren M2-Makrophagen, die zur Phagozytose von
nekrotischem Gewebe und apoptotischen Granulozyten befahigt sind (Headland and
Norling, 2015). Auch fur andere Produkte des LOX-Weges [15(S)-HETE, 13(S)-HODE]
sind antiinflammatorische Wirkungen beschrieben worden (Kihn, 1996). Ein alternatives
Konzept fur die Erklarung der antiinflammatorischen Wirkung bestimmter LOXn stellt die
Hypothese dar, dass durch die LOX-katalysierte  Oxygenierung von
Membranphospholipiden das proinflammatorische Signaling tber toll-like Rezeptoren

(TLRs) gehemmt wird, was in einer verminderten Immunantwort resultiert (Oskolkova et
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al., 2010).

Akute und chronische Entzindungen konnen in allen Organsystemen auftreten
und fahren dort zu organspezifischen Funktionsverlusten. So konnte bei der Analyse
resezierter Darmabschnitte von  Patienten mit chronisch  entziindlichen
Darmerkrankungen (CEDs) ein Defizit an antientzindlichen Lipidmediatoren
nachgewiesen werden (Mangino et al., 2006). Weiterhin zeigten Mausexperimente im
DSS-induzierten Colitismodell einen signifikant schlechteren Krankheitsverlauf unter
Behandlung mit einem ALOX15-Hemmstoff, was auf die Hemmung der Biosynthese
resolutorischer LOX-Produkte zurtickgefuihrt werden kdnnte (Mangino et al., 2006).

Knochen- und Gelenkentzindungen spielen eine zunehmende Rolle in
Morbiditatsstatistiken der entwickelten Industrielander. In zwei unabhangigen
Mausarthritismodellen konnte gezeigt werden, dass ein Knockout des ALOX15-Gens zu
einer unkontrollierten Entziindung fuhrt (Krénke et al., 2009a). Zwar konnten die diesen
Effekten zugrunde liegenden molekularen Mechanismen noch nicht aufgeklart werden,
eine Herunterregulation der Biosynthese resolutorischer Eikosanoide scheint jedoch

maoglich.

1.6.2.2 Lungenerkrankungen (Asthma bronchiale, ARDS)

Die ,slow reacting substance of anaphylaxis“ (SRS-A) spielt bei der Pathogenese
allergischer Erkrankungen der Atemwege, vor allem beim Asthma bronchiale, eine
wichtige Rolle (Liu and Yokomizo, 2015). SRS-A ist ein Gemisch der Leukotriene C4 und
D4. Diese Mediatoren induzieren eine starke Bronchokonstriktion (Dahlén et al., 1980),
erhohen die GefaRpermeabilitit postkapillarer Venolen und fuhren damit zum
Bronchialodem (Dahlén et al., 1981). AuRRerdem férdert LTCs die bronchiale
Mukussekretion und erhoht die Viskositat des Bronchialschleims (Peatfield et al., 1982).
Antileukotriene Medikamente, wie der Leukotrienrezeptorantagonist Montelukast
(Matsuse and Kohno, 2014, Amlani et al.,, 2011), und Hemmstoffe der ALOX5, wie
Zileuton, das in den USA als Antiasthmatikum zugelassen ist (Rossi et al., 2010), werden
derzeit zur Pharmakotherapie des Asthma bronchiale eingesetzt. Dabei muss allerdings
darauf hingewiesen werden, dass eine Antileukotrientherapie nicht bei allen Formen des
Asthma bronchiale klinisch sinnvoll zu sein scheint. Die aktuelle Therapieempfehlung in
Deutschland sieht diese Medikamente als Add-on-Medikation in Kombination mit

inhalativen Kortikosteroiden (ICS) und Langzeitbetasympathomimetika (LABA) vor, wenn
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durch die beiden anderen Therapieoptionen keine ausreichenden Effekte erzielt werden.
Aufgrund der vorhandenen Studienlage gilt die Empfehlung, im Kleinkindalter LTRA und
im Schul- bzw. Jugendalter LABA als Add-on-Therapie zu ICS zu bevorzugen. Als
Monotherapie besteht eine Zulassung von Montelukast fir Anstrengungsasthma bei
Kindern, Jugendlichen und Erwachsenen (Bundesarztekammer et al., 2009, zuletzt
geandert: August 2013).

Neben dem Asthma bronchiale, bei dem der ALOX5-Weg der AA-Kaskade im
Vordergrund steht, spielt die ALOX15 eine Rolle bei der Pathogenese des Akuten
Respiratorischen Disstress-Syndroms (ARDS). Diese heterogene Lungenerkrankung,
die durch ein akutes Lungenversagen infolge eines plotzlichen Lungentdems
(schlagartiger Anstieg der Kapillarpermeabilitdt) und durch eine Abnahme der
Lungencompliance gekennzeichnet ist, entwickelt sich bei ALOX15-Knockout Mausen
weniger stark als bei entsprechenden Kontrolltieren (Zarbock et al., 2009).
Untersuchungen an knochenmarkchimaren Mausen deuteten darauf hin, dass die
Expression der ALOX15 in hamatopoietischen Zellen, vor allem in
Monozyten/Makrophagen, fir diesen Effekt eine wesentliche Rolle spielt (Zarbock et al.,
2009, Rossaint et al., 2012).

1.6.2.3 Nierenerkrankungen

Im Bereich der Nierenerkrankungen scheint weniger der proinflammatorische
Effekt der Leukotriene als vielmehr die protektiven Funktionen der Lipoxine von
Bedeutung zu sein. Lipoxine kénnen tber mehrere transzellulare Wege der Biosynthese
unter Mitwirkung verschiedener LOX-Isoformen gebildet werden, wobei mindestens ein
5- und ein 15-lipoxygenierender Reaktionsschritt beteiligt ist. Zu ihren Wirkungen
gehoren sowohl antiinflammatorische (z.B. Hemmung der Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten, Modulation der Vasomotorik, Regulation der Zytokinfreisetzung), als auch
proresolutorische Funktionen (z.B. Clearance apoptotischer Neutrophiler und
Antiproliferation des Mesangiums) (Kieran et al., 2004). In einem experimentellen
Glomerulonephritismodell der Ratte konnte gezeigt werden, dass ein somatischer
Gentransfer der ALOX15 zu einer signifikanten  Abschwachung der
Entzindungssymptome fuhrt und die Nierenfunktion deutlich verbessert werden kann
(Munger et al., 1999). Der molekulare Mechanismus fur die gemessenen Effekte wurde

nicht ndher untersucht. Es scheint jedoch durchaus moéglich zu sein, dass durch den
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Gentransfer die Produktion antiinflammatorischer und proresolutorischer LOX-Produkte
hochreguliert wird (siehe 1.6.2.1). Beim akuten Nierenversagen ischamischer Genese
konnte im Tiermodell der protektive Effekt eines stabilen Lipoxin-Analogons
nachgewiesen werden (Leonard et al., 2002). Der gleiche Effekt scheint auch durch das
Triggern der Lipoxinsynthese mittels Aspirin erzielt werden zu kdnnen. Der Mechanismus
der Aspirin-getriggerten Lipoxinsynthese (ATL) beruht auf der 15-Lipoxygenaseaktivitat
der acetylierten COX-2 (Serhan, 2005). Bei der Nierenfibrose (Borgeson et al., 2011)
werden ebenfalls Assoziationen zu Lipoxinen hergestellt und der Mechanismus einer
Lipoxin As-vermittelten Hemmung des TGF-3-Signalwegs beschrieben (Brennan et al.,
2013).

Nierenzellkarzinome (NCC) als haufigste Nierentumoren im Erwachsenenalter
weisen eine erhdhte Expression der ALOX5 und der ALOX12 auf (Gohara et al., 2012).
Wahrend die ALOX15B beim Prostatakarzinom als Tumorsuppressor (DuBois, 2003)
angesehen wird, scheint dieses Enzym beim NCC zur Tumor-assoziierten Entziindung
und Immunevasion beizutragen und damit prokarzinogen zu wirken. Obwohl vereinzelte
experimentelle Daten zur molekularen Basis dieses prokarzinogenen Effektes der
ALOX15B vorliegen (z.B. Erhdéhung der Expression des Makrophagen-
Chemoattraktorproteins-1 und von IL-10 in tumorassoziierten Makrophagen sowie
Erhéhung der CTLA4- und FOXP3-Expression), bleiben die genauen Mechanismen

weiterhin unklar (Daurkin et al., 2011).

1.6.2.4 Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Die ALOX15 und ALOX15B scheinen bei der Blutdruckregulation und damit bei
der Pathogenese hypertensiver Erkrankungen eine Rolle zu spielen (Chawengsub et al.,
2009, Zhu and Ran, 2012), wobei besonders Trihydroxyeikosanoide als Mediatoren
fungieren (Pfister et al., 1998). ALOX15-Knockout Mause zeigen zwar, verglichen mit
entsprechenden Kontrolltieren, keine erhdhten systemischen Blutdruckwerte, zeichnen
sich aber durch eine erhdhte Resistenz gegentber der Induktion einer Hypertonie durch
L-NAME-Injektion bzw. Salzbelastung aus (Kriska et al., 2012).

Die Atherosklerose ist die haufigste GefalRerkrankung und hauptverantwortlich
fur Herzinfarkt und Schlaganfall. Drei LOX-Isoformen (ALOX5, ALOX15 und ALOX15B)
scheinen zur Pathogenese dieser Erkrankung beizutragen. Expressionsprofile von

fortgeschrittenen humanen atherosklerotischen Lasionen belegen die Expression der drei
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LOX-Isoformen, wobei die ALOX15 nur in geringen Mengen nachweisbar ist (Gertow et
al., 2011). Wenn Alox5-Knockout-Mause mit einer fettreichen Diat gefittert werden,
entwickeln sie zwar keine ausgepragteren atherosklerotischen L&sionen als
entsprechende Kontrolltiere, zeigen jedoch eine deutlich héhere Tendenz zur
Aneurysmabildung (Zhao et al., 2004). Diese Daten deuten darauf hin, dass die ALOX5
weniger an der Plaquebildung per se beteiligt zu sein scheint, sondern mehr fur das
kompensatorische GefaBwandremodeling bedeutsam ist (Kuhn et al., 2007). Im
Gegensatz dazu wird die Aneurysmabildung in einem anderen Mausmodell durch
genetische und pharmakologische Beeinflussung der Leukotrienbiosynthese nicht
beeinflusst (Cao et al., 2007).

Alox15-Knockout-Mause sind in mehreren murinen Atherosklerosemodellen vor
der Ausbildung atherosklerotischer Lasionen geschitzt (Cyrus et al., 1999, George et al.,
2001, Cyrus et al., 2001, Huo et al., 2004, Zhao et al., 2005, Poeckel et al., 2009). Auf
der anderen Seite konnte in zwei Kaninchen- und einem Mausmodell, in welchen die
ALOX15 uberexprimiert wurde, ebenfalls ein atheroprotektiver Effekt beschrieben werden
(Shen et al., 1996, Trebus et al., 2002, Merched et al., 2008). Die mdglichen molekularen
Ursachen fiir die kontroversen Effekte des ALOX15-Knockouts und der Uberexpression
des Enzyms in tierischen Atherosklerosemodellen wurden eingehend diskutiert (Kiihn et
al., 2005, Wittwer and Hersberger, 2007). Auch fur die ALOX15B wurde eine Rolle bei
der Atherogenese postuliert. Diese Hypothese beruht u.a. auf der Tatsache, dass das
Enzym in humanen Lé&sionen exprimiert wird (Gertow et al., 2011, Hultén et al., 2010),
und dass ein Polymorphismus im Gen der menschlichen ALOX15B mit der Haufigkeit der

koronaren Herzerkrankung korreliert (Wuest et al., 2014).

1.6.2.5 Karzinogenese

Wie bei den entziindlichen Erkrankungen scheint die Rolle der verschiedenen
LOX-Isoformen bei der Karzinogenese sehr komplex zu sein und sowohl prokarzinogene
als auch antikarzinogene Effekte werden bei verschiedenen LOXn und Tumorentitaten
beschrieben (Faronato et al., 2007, Hayashi et al., 2006, Wen et al., 2014, Matsuyama
and Yoshimura, 2008, Celenk et al., 2013, Krzyzankova et al., 2014). Die ALOX5 und
ihre Metaboliten gelten als prokarzinogen (Meng et al., 2013, DuBois, 2003), da sie die
Zellproliferation erhdéhen, die Neoangiogenese fordern (Romano et al., 2001) sowie die

Migration (Magi et al., 2014) und Invasion metastasierender Tumorzellen verbessern
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(Bishayee and Khuda-Bukhsh, 2013). Ahnliche Effekte wurden dem ALOX12- bzw.
ALOX12B-Metaboliten 12-HETE zugeschrieben (Nie et al., 1998, Liu et al., 1996).

Die Rolle der ALOX15 und ALOX15B wird bei verschiedenen Krebsarten
kontrovers diskutiert. Beim kolorektalen Karzinom sowie beim Prostata- und
Osophaguskarzinom wird eine antikarzinogene Wirkung der ALOX15B vermutet (Tang et
al., 2007, Shappell et al., 1999, Xu et al., 2003). Die Uberexpression der ALOX15 in einer
Prostatakrebszelllinie steigert die Proliferationsrate, sodass ein prokarzinogener Effekt
der ALOX15 postuliert wurde (Kelavkar et al., 2001).

Besonders gut wurde bisher die Rolle von LOXn bei der Pathogenese
kolorektaler Karzinome (Bhattacharya et al., 2009, Janakiram and Rao, 2014) und beim
Prostatakarzinom (Gao et al., 1997, Matsuyama and Yoshimura, 2008) untersucht. Aus
Platzgrinden wird an dieser Stelle nur ndher auf das kolorektale Karzinom (KRK)
eingegangen. Im Vergleich zu gesundem Gewebe konnte bei Kolonkarzinomen eine
Uberexpression an ALOX5-mRNA gezeigt werden und die Behandlung von Tumoren in
vivo und in vitro mit dem ALOX5-Inhibitor Zileuton resultiert in einem signifikant
verringerten Tumorwachstum (Melstrom et al., 2008). Diese prokarzinogenen Wirkungen
werden den Lipidmediatoren LTB4 und 5-HETE zugeschrieben. Ein Knockdown der
entsprechenden Rezeptoren und eine Hemmung der ALOX5 fiihren in vitro zu einer
Suppression der Zellproliferation und zur Zunahme der Apoptose (lhara et al., 2007).
AuBerdem korrelieren der Plasmaspiegel von LTBs4 und die Expression des LTBus-
Rezeptors 1 (BLT1), wie auch der zellulare Gehalt an ALOX5-mRNA mit dem
Malignitatsgrad der veranderten Darmmukosa (Wasilewicz et al., 2010, lhara et al.,
2007). Weiterhin  wird die  Aktivierung bestimmter  wachstumsrelevanter
Transkriptionsfaktoren (PPARs, NFkB) durch ALOX5-Produkte im Sinne einer
prokarzinogenen Aktivitat reguliert (Michalik et al., 2004, Li et al., 2013).

Die Rolle der ALOX15 bei der Kanzerogenese wird kontrovers diskutiert. In
Kolonkarzinomzellen wird die Zellproliferation durch die Expression des Enzyms
herunterreguliert, was auf einer vermehrten nukledren Translokation der
Tumorsuppressorproteine p65 und p50, einer verringerten NFkB-Aktivitdt und einer
Aktivierung von PPARYy durch 13-HODE beruhen kénnte (Cimen et al.,, 2011). Diese
Daten implizieren eine antikarzinogene Wirkung der ALOX15. Andererseits induziert die
Behandlung der gleichen menschlichen KRK-Zelllinie (HCT-116) mit dem LOX-Inhibitor
NDGA einen Anstieg des Tumorsuppressorproteins p21 und dieser Effekt l&sst sich durch
die Behandlung der Zellen mit dem ALOX15 Metabolit 13(S)-HODE unterdriicken. Eine
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Uberexpression der ALOX15 induziert vermehrtes Zellwachstum durch Aktivierung des
MEK-ERK-1/2-Signalwegs und einen damit einhergehenden Abfall des
Tumorsuppressorproteins p21 (Yoshinaga et al., 2004). Diese Daten hingegen
implizieren prokarzinogene Wirkungen der 15-LOX.

Maligne Tumore werden haufig von einer entzindlichen Umgebungsreaktion
begleitet, die Ausdruck einer Immunreaktion gegen den Tumor ist. Andererseits kbnnen
chronische Entziindungen zur malignen Entartung normaler Zellen fiihren, sodass die
Entziindung sowohl Ursache als auch Folge der Tumorentwicklung sein kann. Deshalb
konnen chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CEDs) wie Colitis Ulcerosa (CU) und
Morbus Crohn (MC) als Prakanzerosen angesehen werden und eine Metaanalyse
ermittelt ein proportional zur Erkrankungsdauer ansteigendes Kumulativrisiko fir die
Entwicklung eines KRK bei CU-Patienten (Eaden et al., 2001). Demnach werden flr
CED-Patienten mit einer Mindesterkrankungsdauer von acht Jahren prophylaktische
Koloskopien empfohlen. Allerdings sei erwéhnt, dass diese Ansichten durch neuere
Studien, deren Ergebnisse von bisherigen Erwartungen abweichen, durchaus infrage
gestellt werden (Jess et al., 2012, Nguyen and Bressler, 2012). Durch den
wechselseitigen Zusammenhang von Entzindung und Tumor kommt allen
Entzindungsmediatoren demnach potentiell auch eine Rolle bei der Karzinogenese zu.
Unter diesem Aspekt kénnen auch die antikanzerogenen Effekte verschiedener
resolutorischer Lipidmedatoren diskutiert werden (Wendel and Heller, 2009). Demnach
koénnte eine verminderte Synthese proresolutorischer Eikosanoide an der Entstehung von
Tumoren als Langzeitkomplikation chronischer Inflammationszustédnde beteiligt sein.
Wesentliche Quelle der proresolutorischen Eikosanoide bzw. Dokosanoide sind omega-
3-Fettsauren, deren Hauptvertreter DHA und EPA vor allem in Fischdlen enthalten sind.
Karzinoprotektive Wirkungen einer Fischol-reichen Erndhrung wurden mehrfach
beschrieben (Lovegrove et al., 2015, Abel et al., 2014). Dieser Zusammenhang geht
ursprunglich auf die Entdeckung zurlick, dass Gronland-Inuits eine signifikant geringere
kardiovaskulare Mortalitat aufweisen (Leaf, 2008). Fur fat-1-transgene Mause, welche
endogen erhdhte Spiegel an omega-3-Fettsauren aufweisen, konnte in einem chemisch
induzierten  Kolontumormodell  (Azoxymethan) eine  signifikant erniedrigte
Tumorwachstumsrate gemessen werden (Nowak et al., 2007). Dies ging mit einer
verstarkten zellularen NFkB-Aktivitat, hoheren systemischen TGF-3-Spiegeln und einer
verringerten Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase in den Tumoren

einher. AulRerdem gibt es Hinweise darauf, dass omega-3-Fettsduren die Effizienz und
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Vertraglichkeit herkdmmlicher Chemotherapiekonzepte im Rahmen der Krebstherapie
verbessern (Cockbain et al., 2014).

1.6.2.6 Neurologische Erkrankungen

Die Expression verschiedener LOX-Isoformen im ZNS ist stark speziesabhangig.
Im Gehirn von Ratten (Watanabe et al., 1993) und Hunden (Nishiyama et al., 1992) wird
die ALOX15 exprimiert, wahrend die ALOX12 bei Ratten (Hada et al., 1994) kaum
nachweisbar ist. Obwohl einige Hinweise zur biologischen Rolle verschiedener LOX-
Isoformen bei der Gehirnfunktion existieren (Pekcec et al., 2013, Kang and Vanderhoek,
1998), wurden diese Funktionen bislang noch nicht systematisch untersucht. Das liegt
vor allem auch daran, dass Knockout-Mause mit dysfunktionellen Alox15-, Alox12-,
Alox5-, Alox12b- und Aloxe3-Genen keine Auffalligkeiten in der embryonalen
Gehirnentwicklung und im Falle von Alox15-, Alox12- und Alox5-defizienten Mausen auch
keine Funktionsverluste bei erwachsenen Tieren aufweisen.

Bei der periventrikularen Leukomalazie und bei zerebraler Ischémie
(Schlaganfall) scheinen jedoch die ALOX5 und die ALOX15 von pathophysiologischer
Relevanz zu sein. Die periventrikulare Leukomalazie ist eine Erkrankung der weil3en
Hirnsubstanz, die als haufige Ursache motorischer und kognitiver Defekte bei
Frihgeborenen auftritt. Sie manifestiert sich durch nekrotische Lasionen der weil3en
Substanz und fuhrt zu einer Vermehrung der Mikroglia. In diesen Lasionen kommt es zu
einer verstarkten Expression der ALOX15 (Haynes and van Leyen, 2013). Obwohl die
genauen Zusammenhange zwischen der ALOX15-Expression und der Pathogenese der
Erkrankung noch nicht eindeutig geklart sind, deutet die zellulare Verteilung des Enzyms
darauf hin, dass durch die ALOX15-Expression der apoptotische Untergang der Zellen
eingeleitet wird, was der ALOX15 als proapoptotisches Enzym eine pathogenetische
Bedeutung zuweist.

Bei zerebraler Ischamie scheint die ALOX5 keine wichtige Rolle zu spielen, da
Experimente mit Alox5-defizienten Mausen in zwei unabhangigen Ischamiemodellen
keine signifikanten Unterschiede zu entsprechenden Kontrolltieren ergaben (Kitagawa et
al., 2004). Demgegenuber wurde in verschiedenen epidemiologischen
Korrelationsuntersuchungen ein statistischer Zusammenhang zwischen einem
Polymorphismus im Gen des ALOX5-aktivierenden Proteins (FLAP) und einem erhghten

Schlaganfallsrisiko postuliert (Helgadottir et al., 2004) und dieser Zusammenhang wurde
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in der Folge mehrfach bestatigt (Domingues-Montanari et al., 2010, Kostulas et al., 2007,
Wang et al., 2014a, Bevan et al., 2008). Es gab jedoch auch Untersuchungen, bei denen
diese Korrelationen nicht oder nur teilweise nachvollzogen werden konnten (Barral et al.,
2012, Kaushal et al., 2007).

Die ALOX15 scheint hingegen bei der Pathogenese des Schlaganfalls,
insbesondere bei der Entwicklung der Sekundéarveranderungen, eine grof3ere Bedeutung
zu haben (van Leyen, 2013). Die Expression des Enzyms wird in den Hirnregionen
deutlich hochreguliert, die den unmittelbaren Infarktbereich umgeben. ALOX15-defiziente
Mause entwickeln deutlich reduzierte Sekundarschaden im Verlaufe einer
experimentellen zerebralen Ischamie (van Leyen et al., 2006, Khanna et al., 2005) und
dieser protektive Effekt konnte auch bei der Ischamie-induzierten Verschlechterung der
Blut-Hirn-Schranke und der Hirnédembildung nachgewiesen werden (Jin et al., 2008).
Pharmakologische Interventionen mit neuen ALOX15-Hemmstoffen, die keine
antioxidativen Eigenschaften besitzen, reproduzieren die protektiven Effekte des ALOX-
Knockouts, auch wenn die Hemmstoffe erst vier Stunden nach Initiation der zerebralen
Ischamie gegeben werden (Yigitkanli et al., 2013). Obwohl bisher unklar ist, welchen
molekularen Mechanismen der protektive Effekt der Ischamie-induzierten ALOX15-
Expression folgt, wurde auch hier die Synthese neuroprotektiver ALOX15-Metaboliten
(z.B. Neuroprotektin D1) diskutiert (Bazan, 2009). Unterstitzt wird diese Hypothese auch
dadurch, dass die Infusion von DHA, die als Substrat fir die Neuroprotektin D1-Synthese
fungiert, ebenfalls protektive Konsequenzen hat (Bazan et al., 2012).

Bei der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung spielen die ALOX5, ALOX12
und ALOX15 eine Rolle (Rao et al., 2011), wobei auch hier kontroverse Daten vorliegen.
Die ALOX15 wird im Gehirn von Alzheimer-Patienten verstarkt exprimiert (Pratico et al.,
2004) und erhohte Mengen der ALOX15-Metaboliten 12-HETE und 15-HETE wurden im
Liguor entsprechender Patienten gefunden (Yao et al.,, 2005). Im Gegensatz dazu,
scheint die Expression der ALOX5 im Hippocampus von Alzheimer-Patienten
herunterreguliert zu sein. In einer anderen Untersuchung wurde eine verringerte
ALOX15-Expression bei Alzheimer-Patienten gefunden und diese Daten korrelierten mit
einer geringeren Neuroprotektin D1-Synthese (Lukiw et al., 2005). Auch in zelluléren
Alzheimermodellen gibt es widersprichliche Daten hinsichtlich der Expression und der
Funktion der ALOX15 (Lebeau et al., 2004, Lebeau et al., 2001, Zhao et al., 2014).

Auch bei der Multiplen Sklerose scheinen die ALOX15 und ALOX5 eine

pathophysiologische Rolle zu spielen. In einem murinen in vivo-Modell dieser Erkrankung
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konnte sowohl fur Alox5-, als auch fur Alox15-Knockout-Mause eine Verschlechterung
des Gesundheitszustandes der Versuchstiere nachgewiesen werden (Emerson and
LeVine, 2004). Es blieb in dieser Studie jedoch véllig unklar, warum der Knockout der
beiden Enzyme &hnliche Wirkungen verursacht, da ALOX5 und ALOX15 sich sonst

haufig gegenlaufig verhalten.

1.6.2.7 Metabolische Erkrankungen

Die ALOX15 scheint bei der Pathogenese des Diabetes mellitus (Typ-1 und Typ-
2) beteiligt zu sein. Die Expression des Enzyms ist in Diabetestiermodellen hochreguliert
(Dobrian et al., 2011) und Alox15-Knockout-M&ause sind gegenuber der Entwicklung
diabetischer Symptome geschiitzt, wenn sie mit NOD-Mausen (nonobese diabetic mice)
gekreuzt werden (McDuffie et al., 2008). Weiterhin sind Alox157-Mause resistenter
gegenuber der Induktion von Typ-1 Diabetes mellitus (T1DM) durch Streptomycin (Bleich
et al.,, 1999), was ebenfalls fir einen pro-diabetischen Effekt der ALOX15 spricht.
Aufgrund der unterschiedlichen enzymatischen Eigenschaften von humanen und
murinen ALOX15-Orthologen sind diese in Mausmodellen erhaltenen Daten aber nur
bedingt auf den Menschen zu tbertragen. In menschlichen Systemen gibt es bisher noch
keine systematischen Untersuchungen zur Rolle der ALOX15 beim T1DM.

Die ALOX15 ist an der Adipozytendifferenzierung beteiligt (Chakrabarti et al.,
2009). Die Produkte der murinen Alox15 (12-H(p)ETE) induzieren bei 3T3-Praadipozyten
eine Insulinresistenz, ein charakteristisches Merkmal peripherer Zellen beim Typ-2
Diabetes mellitus (T2DM). Diese Daten deuten darauf hin, dass die ALOX15 auch bei der
Pathogenese des T2DM, der Adipositas und beim metabolischen Syndrom eine Rolle
spielt. Neben dieser LOX-Isoform scheinen aber auch die ALOX5, ALOX12 und die
ALOXE3 bedeutsam zu sein, da alle vier Enzyme im weil3en Fettgewebe exprimiert
werden (Hallenborg et al., 2010, Cole et al., 2013). In einer begrenzten (1215 Teilnehmer)
Korrelationsstudie konnte gezeigt werden, dass ein Polymorphismus im ALOX12-Gen
(rs2073438) mit der totalen und relativen Fettmasse signifikant korreliert (p=0.007 und
p=0.012). Da die Adipositas derzeit als eine chronisch entzindliche Erkrankung des
Fettgewebes angesehen wird, sollten klassische proinflammatorische Enzyme wie die
COX-2 und die ALOX5 bedeutsam fur deren Pathogenese sein. In der Tat gibt es
experimentelle Hinweise darauf, dass das LT-Signaling bei der

Adipozytendifferenzierung bedeutsam zu sein scheint (lyer et al., 2010, Hirata et al.,
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2012). Aber auch die Produkte des ALOX15-, ALOX12- und ALOX12B-Stoffwechsels,

besonders die Hepoxiline spielen dabei eine wichtige Rolle (Pace-Asciak, 2009).

1.7 Fragestellung

Lipoxygenasen bilden eine Familie lipidperoxidierender Enzyme, die in vielen
irdischen Lebensformen vorkommen. Leider gibt es aber noch kein Konzept hinsichtlich
der Evolution dieser Enzyme. So konnte bisher nicht geklart werden, auf welchem
Entwicklungsniveau Lipoxygenasen evolutionar erstmalig aufgetreten sind, welche
Verwandtschaftsbeziehungen sie untereinander aufweisen und Uber welche konkreten
Mechanismen sich die Vielfalt dieser Enzymfamilie entwickelt hat. In der vorliegenden
Arbeit wurden ausgewahlte Aspekte der Evolution von LOXn untersucht, wobei vier
konkrete Fragen beantwortet werden sollten.

1. In welcher Verbreitung kommen funktionelle LOXn in den drei Doméanen des
irdischen Lebens (Bakterien, Archaeen und Eukaryonten) vor? Fir diese
Untersuchungen wurden genomische Sequenzen ausgewahlter Modellorganismen nach
LOX-&hnlichen Sequenzen durchsucht und deren Funktionalitat durch ein mehrstufiges
Filtrationskonzept abgeschatzt.

2. Besitzt der Zebrafisch, der ein Modellorganismus fir Vertebraten darstellt, eine
funktionelle ALOXS5, die fir die Leukotrienbiosynthese essenziell ist? Zur Beantwortung
dieser Frage wurde eine ALOX5-Isoform des Zebrafisches kloniert, exprimiert und
hinsichtlich ihrer Eigenschaften charakterisiert. Ein Vergleich mit den orthologen
Enzymen hoéherer Vertebraten offenbarte trotz gro3er evolutionarer Distanz markante
Ahnlichkeiten.

3. BesalRen die ausgestorbenen menschlichen Subspezies H. neanderthalensis
und H. denisovan funktionelle LOXn und welchen Ahnlichkeitsgrad wiesen die
verschiedenen LOX-Isoformen der Frihmenschen mit denen des modernen Menschen
auf? FUr die Beantwortung dieser Fragen wurden LOX-Sequenzen aus den Genomen
der Frihmenschen extrahiert und die cDNA-Sequenzen der humanen Enzyme durch
ortsgerichtete Mutagenese neandertalisiert bzw. denisovanisiert.

4. Gab es eine systematische Evolution der Reaktionsspezifitdt der ALOX15 im
Laufe der spaten Primatenentwicklung? Hoch entwickelte Primaten (z.B. Menschen)
exprimieren 15-lipoxygenierende ALOX15-Isoformen, wahrend weniger weit entwickelte
Sauger (z.B. Maus) uber 12-lipoxygenierende Orthologe verfiigen. Aus diesen Daten
ergab sich die Frage, ob diese Unterschiede in der Reaktionsspezifitat das Ergebnis einer
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systematischen Proteinevolution ist oder rein zufalligen Charakter aufweist. Sollte sich im
Ergebnis der initialen Arbeiten herausstellen, dass es sich hierbei um einen
systematischen  Evolutionsprozess  handelt, bestand fir  weiterfihrenden
Untersuchungen die Aufgabe darin, den Zeitpunkt der evolutionédren Veranderung und
dessen Triebkraft naher zu charakterisieren. Es sollte herausgefunden werden, welchen
Evolutionsvorteil eine  15-lipoxygenierende ALOX15 gegenuber einem 12-

lipoxygenierenden Enzym hat.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid (Rotiphorese 30)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Agarose

Promega (Mannheim, Deutschland)

Ampicillin-Natrium

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Antifoam 204

Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Antikorper Anti-His G-HRP

Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)

Arachidonsaure

Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

ATP

Roche (Mannheim, Deutschland)

B-Mercaptoethanol-Probenpuffer
Load)

(Roti-

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Fraktion V Serva (Heidelberg,
Deutschland)

Calciumchlorid

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Chloramphenicol

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Cobalt-Sepharose (TALON Metal affinity
Resin)

Clontech (Saint-Germain-en-Laye,

Frankreich)

Diazald (zur Herstellung von Diazomethan)

Sigma (Dreisenhofen, Deutschland)

dNTP-L6sung

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

EDTA

Sigma (Dreisenhofen, Deutschland)

ETYA (5,8,11,14-eicosatetraynoic
acid)

Sigma (St Louis, MO, USA).

Essigsaure Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Ethanol Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Glucose Roth (Karlsruhe, Deutschland)

HEPES Sigma (Dreisenhofen, Deutschland)
Hexan Baker (Deventer, Niederlande)
HPLC-Standards 5-, 8-, 9-, 11-, 12-, 15- | Cayman Chem., Ann Arbor, USA, per
HETE (R/S) Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland)
Imidazol Serva (Heidelberg, Deutschland)

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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Isopropanol

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Kaliumchlorid

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Kaliumdihydrogenphosphat

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Kanamycinsulfat

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Magnesiumchlorid

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Magnesiumsulfat

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Methanol VWR Chemicals (Darmstadt,
Deutschland)
Milchpulver Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumacetat

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumborhydrid

Serva (Heidelberg, Deutschland)

Natriumchlorid

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumhydrogenphosphat

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Natronlauge

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Ovalbumin

Sigma (Dreisenhofen, Deutschland)

Phosphatidylcholin

Sigma (Dreisenhofen, Deutschland)

Ponceau S Sigma (Dreisenhofen, Deutschland)
Salzséaure Roth (Karlsruhe, Deutschland)

TEMED Serva (Heidelberg, Deutschland)

Tris Merck (Darmstadt, Deutschland)
Trypsin/EDTA PAN-Biotech (Aidenbach, Deutschland)
Tryptanblau Merck (Darmstadt, Deutschland)
Tween 20 Roth (Karlsruhe, Deutschland)

2.1.2 Nahrmedien, Puffer und Lésungen

Nahrmedien:
EnPresso Tablet Set BioSilta (Berlin, Deutschland)
LB-Agar Roth (Karlsruhe, Deutschland)
LB-Medium Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Opti-MEM | Reduced-Serum Medium

Life Technologies (Carlsbad, USA)

TransIT-LT1 Transfection Reagent

Mirus (Madison, USA)

Zellkulturmedium

PAN-Biotech (Aidenbach, Deutschland)
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Pufferzusammensetzungen und Lésungen:

CP-HPLC-Laufmittel

Hexan (100%), Isopropanol (5%), Essigsaure (0,1%) und
Hexan (100%), Isopropanol (4%), Essigsaure (0,1%)

HEPES-Puffer A

HEPES (50 mM; pH=7,4), NaCl (150 mM), CaClz (0,1
mM), DTT (0,1 M)

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

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

PBS Natriumchlorid (150 mM), Dinatriumhydrogenphosphat (8

mM), Kaliumchlorid (3 mM), Kaliumdihydrogenphosphat
(1,5 mM), pH=7,0

RP-HPLC-Laufmittel

Methanol (85%), Wasser (15%), Essigsaure (0,05%)

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

SDS-PAGE  Stackinggel | (37% Acrylamid + 0,8% Bisacrylamid) (14%),

4% Stackinggelpuffer (0,5 M Tris (30,285 g/500 ml) pH 6,75;

0,4% SDS) (25%), Ammoniumpersulfatiésung 10% (1%),
TEMED (0,2%), Wasser (60%)

SDS-PAGE Trenngel 10%

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

Acrylamid + Bisacrylamid)

SDS-Puffer

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

SP-HPLC-Laufmittel

Hexan (100%), Isopropanol (2%), Essigsaure (0,1%)

TAE-Puffer (fur Agarose-
Gele)

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

Puffer fur die Cobalt-Sepharose-Affinitatschromatografie:

Waschpuffer

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

8,0

50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH=

Zusatze fur Aktivitatsassays mit der ALOX5

ATP/EDTA

1 mMATP,1 mM EDTA

CaCl/PC

4 mM CacClz, 14 pg/ml PC

2.1.3 Enzyme und Kits

Advantage PCR-Mix

Clontech (Saint-Germain-en-Laye,

Frankreich)

Blut-RNA-Extraktions-Kit

Qiagen (Venlo, Niederlande)

DNA Ligase, Bacteriophage T4

Roche (Mannheim, Deutschland)

DNA Polymerase Thermus aquaticus (Taq)

Promega (Madison, USA)

EnPresso Tablet Cultivation Set

BioSilta (St. Ives, Grof3britannien)

GeneJET Gel extraction kit Thermo Scientific (Dreieich,
Deutschland)
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific (Dreieich,

Deutschland)

LigaFastTM rapid DNA Ligation

Promega (Madison, USA)

Plasmid DNA Purification Nucleobond

XtraMidi

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

Premium Reverse Transkriptase

QIA RNeasy KIT

Restriktionsendonukleasen

Thermo Scientific (Dreieich,
Deutschland)

Qiagen (Venlo, Niederlande)

Thermo Scientific (Dreieich,
Deutschland)

Roti-Quant

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Western Lightning Plus ECL

PerkinElmer Inc. (Boston, USA)

2.1.4 Plasmide und Oligonukleotide

pET-28b

Merck (Darmstadt, Deutschland)

pME

Biomatik (Cambridge, Canada)
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PRSET A Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)
TOPO 2.1 Life Technologies (Darmstadt,
Deutschland)

Oligonukleotide/Primer BioTez (Berlin, Deutschland)

Alle Primer fur die ortsgerichtete Mutagenese und reverse Transkription von
MRNA wurden durch die Firma BioTez (Berlin, Deutschland) synthetisiert. Die

Sequenzierungen erfolgten durch Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland).

Folgende Primer wurden zur Insertion der Xho-I-Schnittstelle in den pET-15b-
Vektor verwendet, um die Umklonierung der Zebrafisch ALOX5 vom pET-15b Vector in
den pRSET-A-Vektor zu ermdglichen.

Up-Primer 5°CGC GGC AGC CAT ATG CTC GAG ATG CCC AGC TAC ACG 3’
Dw-Primer 5°CGT GTA GCT GGG CAT CTC GAG CAT ATG GCT GCC GCG 3’

Folgende Primer wurden zur Erstellung der Zebrafisch ALOX5-Mutanten fur die Versuche

zur Untersuchung der Anwendbarkeit des Triadenkonzeptes verwendet:

Up A603I 5 TGG CAT CTG GGA ATAGTT TGG GCCCTC &

Dw A603lI 5 GAG GGC CCA AAC TAT TCC CAG ATG CCA &

Up N425M 5 TTT GAC AAG GCT ATG GGG ACA GGT GGA 3

Dw N425M 5 TTC ACC TGT CCC CAT AGC CTT GTC AAA 3

Up 5 GGA CTC TTT GAC AAG ATA ATG GGG ACA GGT GGA GGT &
A4241+N425M

Dw 5 ACC TCC ACC TGT CCC CAT TAT CTT GTC AAAGAG TCC &
A4241+N425M

Up F359W 5 AGA TCT TCA GAC TGG CAC GTC CAT CAG 3’

Dw F359W 5 CTG ATG GAC GTG CCA GTC TGAAGATCT 3’

Up A424F 5 GGA CTC TTT GAC AAG TTT AAT GGG ACA GGT GG 3’
Dw A424F 5 CC ACC TGT CCC ATT AAA CTT GTC AAAGAG TCC 3’
Up A425F 5 CTC TTT GAC AAG GCT TTT GGG ACA GGT GGA GG &

Dw A425F 5 CC TCC ACCTGT CCC AAAAGC CTT GTC AAAGAG 3’
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Folgende Primer wurden zur Erstellung der Zebrafisch ALOX5-

Phosphorylierungsmutanten verwendet:

UpT271D &5 T CTG GAG AGG GGT CTC GAT CTG GAA GAG GAG CTC AAG 3’
DwT271D & CTT GAG CTC CTC TTC CAG ATC GAG ACC CCT CTC CAGAC 3
Up S663D 5 TG CCT TAC TAC TAT CTG GAT CCA GAC AGAATCCCAAT
Dw S663D 5 T TGG GAT TCT GTC TGG ATC CAG ATAGTAGTAAGGCAJ

Folgende Primer wurden zur spezifischen Amplifikation der Primaten-ALOX15 per PCR

verwendet:
Up-Primer 5°"CCC CGT CGA CAT GGG TCT CTACCG C 3
Dw-Primer 5 CCCCAAGCTTTTAGATGGCCACACTGTTZ3

Die folgenden Primer wurden zum Entfernen der internen Hind IlI-Schnittstelle im Insert

der ALOX15 des Schimpansen verwendet:

Up-Primer 5 CCT ATC TTC AAG CTC ATAATT CCC CAC 3
Dw-Primer 5 GTG GGG AAT TAT GAG CTT GAA GAT AGG 3

Die folgenden Primer wurden verwendet, um die humALOX15 zu gibbonisieren. Dabei
wurden die sich aus den Sequenzalignments ergebenden unterschiedlichen
Aminosauren der gibALOX15 durch ortsgerichtete Mutagenese in das humane Enzym

eingefihrt.

Up M419T & TTC GAC CAG ATA ACG AGC ACT GGT GGG 3’
Dw M419T & CCC ACC AGT GCT CGT TAT CTG GTC GAA 3’
UpT593V & T CTC CAG ATG TCC ATC GTT TGG CAG CTG GGC AGAC 3’
Dw T593V 5" G TCT GCC CAG CTG CCA AAC GAT GGA CATCTG GAG A 3

Die folgenden Primer wurden fiir die Erstellung der Primaten-Mutanten fir die Versuche

zur Untersuchung der Anwendbarkeit des Triadenkonzeptes verwendet:
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Fur den Gibbon:

Up-Primer 5 G GGAATT TTC GAC CAG GCA ACG AGC ACT GGT GGG G 3’
1417A

Dw-Primer 5 C CCC ACC AGT GCT CGT TGC CTG GTC GAAAATTCCC 3

1417A

Up-Primer 5 G GGAATT TTC GAC CAG TTT ACG AGC ACT GGT GGG G 3

1417F

Dw-Primer 5 C CCC ACC AGT GCT CGT AAACTG GTC GAAAATTCCC ¥

1417F

Fur den Schimpansen:

Up-Primer 5 G GGA ATT TTC GAC CAG GCA ATG AGC ACT GGT GGG G 3
1417A

Dw-Primer 5°C CCC ACC AGT GCT CAT TGC CTG GTC GAAAAT TCC C 3’
1417A

2.1.5 Nukleotid- und Proteinsequenzen

NCBI- und ENSEMBL-

Genomdatenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov; http://www.ensembl.org) extrahiert:

Die folgenden Sequenzen wurden aus der

Spezies Enzym- | Nukleotidsequenz | Proteinsequenz
Isoform

Danio rerio (Zebrafisch) | ALOX5a | XM_005156644.2 | ENSDARG00000057273;
NP_001290191.1

Homo sapiens (Mensch) | ALOX15 | NM_001140.3 NP_001131.3

Homo sapiens (Mensch) | ALOX5 | NM_000698.3 NP_000689.1

Mus musculus (Maus) ALOX15 | NM_009660.3 NP_033790.3

Mus musculus (Maus) | ALOX5 | NM_009662.2 NP_033792.1

Nomascus leucogenys | ALO15 | XM_003277854.1 | ENSNLET00000022140.1

(Gibbon)

Pan troglodytes | ALOX15 | XM_003315313.2 | XP_003315361.1

(Schimpanse)
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Die Sequenzen (ALOX12, ALOX12B, ALOX15, ALOX15B, ALOX5, ALOX5AP, ALOXES3,
ALOXel2, COX-1/PTGS1, COX-2/PTGS2, CLTR1, CLTR2, LTA4H, LTB4R, LTB4R2,

neanderthalensis und H. denisovan wurden aus der

LTC4S) des H. UCSC-

Genomdatenbank (http://genome.ucsc.edu/) extrahiert.

2.1.6 Bakterienstamme

XL-1 Blue

Stratagene (La Jolla, USA)

BL21(DE3)pLysS

Agilent
Deutschland)

Technologies  (Waldbronn,

2.1.7 Eukaryontische Zellstamme

HEK-293

LGC Standards (Wesel, Deutschland)

2.1.8 Geréate

2050 MIDGET Electrophoresis Unit

Hoefer (Sulzbach, Deutschland)

BioPhotometer plus

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Brutschrank

Binder (Tuttlingen, Deutschland)

Centrifuge 5417 R

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Centrifuge 5804 R

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Fastblot B44

Biometra (Gottingen, Deutschland)

HPLC-Autoinjektor

Shimadzu (Duisburg, Deutschland)

HPLC-CP-Saule: Chiralcel OB (12-HETE)

Daicel Chem. (Tokyo, Japan)

HPLC-CP-Séaule: Chiralcel OD (15-HETE)

Daicel Chem. (Tokyo, Japan)

HPLC-Diodenarray-Detektor 1040 A

Hewlett-Packard (Berlin, Deutschland)

HPLC-RP-Sé&aule: Nucleosil C18

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

HPLC-SP-Saule: Zorbax-SIL

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

Inkubationsschiittler

Gallenkamp (Loughborough,

Grol3britannien)

Inkubationsschiittler

Infors HT (Einsbach, Deutschland)

Laminarflow/Sterilwerkbank

Antares (Haag, Deutschland)

Liquid Chromatograph LC-10AD

Shimadzu (Duisburg, Deutschland)

Niederspannungs-Power Pack P25

Biometra (Gottingen, Deutschland)
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Pipet-aid XL Drummond Sci. (Philadelphia, USA)
PS500XT DC Power Supply Hoefer (Sulzbach, Deutschland)

Protran BA85 Nitrozellulosemembran GE Healthcare (Freiburg, Deutschland)

Sonifier W-250 D/Ultraschall-Desinegrator Branson (Dietzenbach, Deutschland)
Sonorex Super RK 512 H Bandelin (Berlin, Deutschland)

Sorvall Evolution RC Superspeed Centrifuge | Thermo Scientific (Dreieich,
Deutschland)

Sorvall SS-34-Rotor Thermo Scientific (Dreieich,
Deutschland)

T3 Thermocycler Biometra (Gottingen, Deutschland)

TL100 Tabletop-Ultrazentrifuge Beckman Coulter (Krefeld,
Deutschland)

Vortex-Genie 2 Scientific Industries (New York, USA)

2.2 Molekularbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Arbeiten erfolgten nach Standardprotokollen aus der
Literatur bzw. entsprechend der Herstellerangaben. Hierzu zahlen

e die (RT-)PCR

e die Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

e die Agarosegelelektrophorese

e die Praparative und analytische DNA-Praparation

e die Ligation

e die punktgerichtete Mutagenese und Transformation mit E. coli.

2.2.1 Klonierungen und Ligationen

2.2.1.1 Klonierung der Zebrafisch-ALOX5

Die initiale Klonierung der zbfALOX5 erfolge freundlicherweise durch Mitarbeiter
der AG Kuhn. Dafir wurde aus dem Homogenisat einer kommerziellen Zebrafisch-
Praparation (ImaGenes GmbH, Berlin, Deutschland; Cat. No. LOC573013) Gesamt-
MRNA extrahiert und revers transkribiert. Aus der gewonnenen cDNA wurde unter
Verwendung spezifischer Primer gezielt die ALOX5 mRNA per PCR amplifiziert und in

den Vektor TOPO 2.1 subkloniert. Die dazu verwendeten Primer wurden anhand der
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Zebrafisch-Datenbanksequenz (XM_005156644.2) ermittelt und durch BioTez (Berlin,
Deutschland) synthetisiert. Durch die Verwendung einer Tag-Polymerase, welche die
Bildung eines 3‘-Poly-A-Endes férdert, wird die Klonierung in den TOPO-Vektor
erleichtert. Da Klonierungsvektoren auf Grund ihrer Struktur nicht fir eine effiziente
Expression rekombinanter Proteine geeignet sind, erfolgte zur rekombinanten Expression
des Enzyms eine Umklonierung in den Expressionsvektor pET-15b. Dieses Konstrukt
wurde durch Eurofins MWF-Operon (Ebersberg, Deutschland) komplett sequenziert und
die Klonierungsartefakte wurden an die genannte Datenbanksequenz der zbfALOX5

durch ortsgerichtete Mutagenese angepasst.

2.2.1.2. Umklonierung der Zebrafisch ALOX5 vom pET-15b in den pRSET-A-Vektor

Um eine bessere Ausbeute bei den prokaryontischen Expressionen zu erzielen,
wurde die im Vektor pET-15b vorliegende zbfALOXS in den Vektor pPRSET-A umkloniert.
Dieser enthalt den Phagen-Promotor T7, der nach Induktion der T7-RNA-Polymerase
mittels IPTG eine hohe Expressionsrate des Inserts ermdglicht. Au3erdem ist dem Insert
ein N-terminaler Polyhistidin-tag vorgeschaltet, welcher mit der LOX als Fusionsprotein
exprimiert wird. Dadurch wird einerseits die einfache Aufreinigung des Proteins per
Affinitatschromatografie und andererseits dessen Detektion im Western Blot durch einen
Anti-His-tag-Antikorper ermdglicht. Fir die Umklonierung der zbfALOX5 durch
praparative Plasmidspaltung musste zuerst per ortsgerichteter Mutagenese (siehe 2.2.2)
die fehlende Xho-I-Restriktionsschnittstelle vor das Startcodon der zbfALOX5 im pET-
15b eingefigt werden.

Daraufhin erfolgte ein Restriktionsverdau der zbfALOX5 im pET-15b und eines
leeren pRSET-A Vektors mittels Xho | und Hind Ill. Es folgte eine praparative Agarose-
Gelelektrophorese mit Gelextraktion des Inserts zbfALOX5 und des Leervektors mit Hilfe
des GeneJET Gel extraction kits (Thermoscientific - Dreieich, Deutschland). Die Ligation
dieser extrahierten DNA-Fragmente erfolgte mittels des LigaFastTM rapid DNA Ligation-
Kits von Promega (Madison, USA).

2.2.1.3. Umklonierung der Zebrafisch ALOX5 in pRSET-A in pcDNA 3.1
Fur die Expressionen im eukaryontischen Expressionssystem musste eine
Umklonierung der im pRSET-A vorliegenden zbfALOX5 und ihrer Mutanten in einen daftr

geeigneten Vektor, den pcDNA 3.1, erfolgen. Hierzu bediente man sich ebenfalls der
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praparativen Plasmidspaltung und Ligation nach dem oben beschriebenen Schema. Als

Restriktionsendonukleasen dienten ebenfalls Xho | und Hind III.

2.2.1.4. Klonierung der Schimpansen-ALOX15 und der Gibbon-ALOX15 in pET-28b

Die initiale Klonierung der Schimpansen-ALOX15 in den TOPO-Vektor erfolgte
freundlicherweise durch Mitarbeiter der AG Kuhn. Dafir erfolgte zunéchst die Isolation
von Gesamt-RNA mittels des Blut-RNA-Kits von Qiagen (Venlo, Niederlande) aus
Schimpansenblut. Anschlielend wurden alle RNA-Molekile durch reverse Transkription
in die entsprechenden cDNAs umgeschrieben. Die ALOX15-cDNA wurde unter
Verwendung spezifischer Amplifizierungsprimer mittels PCR gezielt vervielfacht und nach
Spaltung mit geeigneten Restriktionsendonukleasen in den TOPO-Vektor einkloniert. Fur
die Umklonierung der ALOX15 in den gewinschten Expressionsvektor pET-28b musste
durch eine stumme Mutation eine interne Hind llI-Schnittstelle, welche sich in der
ALOX15-Sequenz des Schimpansen befand, eliminiert werden. Dies geschah durch
einen gezielten Nukleotidaustausch (siehe 2.2.2), der zwar die Erkennungssequenz des
Restriktionsenzyms veranderte, nicht aber die Aminosauresequenz des Enzyms
beeinflusste.

Die ALOX15 des Gibbons wurde anhand der in der Datenbank PubMed/Medline
veroffentlichten Sequenz (XM_003277854.1) von der Firma Biomatik durch chemische
Totalsynthese hergestellt. Bei der Synthese wurde vor dem Startmethionin eine Sal I- und
nach dem Stopkodon eine Hind Il Stelle eingefiigt. Nach Spaltung des gelieferten
Plasmids mit Sal | und Hind Il wurde das resultierende Restriktionsfragment in den
Expressionsvektor pET-28b eingefliigt. Zum Ausschluss von Sequenzierungs- und
Klonierungsartefakten sind beide Plasmide durch Eurofins MWG-Operon (Ebersberg,

Deutschland) komplett sequenziert und mit der Datenbanksequenz abgeglichen worden.

2.2.2 Ortsgerichtete Mutagenese

Fur die ortsgerichtete Mutagenese wurden DNA-Primer konstruiert, die am
gewunschten Codon einen mismatch aufweisen, sich jedoch trotzdem an die DNA
anlagern und durch die Pfu Turbo Polymerase transkribiert werden. Der PCR-Ansatz fur
die Mutagenese erfolgt nach Herstellerangaben (QuickChange, Stratagene, La Jolla,
USA) und enthalt nach einer Anzahl von durchlaufenen PCR-Zyklen eine Mischung von

DNA-Doppelstrangen maternaler Herkunft und solchen, die die gewiinschte Mutation
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enthalten. Letztere unterscheiden sich von den parentalen Strdngen durch ihre
Eigenschatft, nicht wie die urspringlich bakteriell synthetisierte DNA methyliert zu sein.
Durch einen Verdau mit der Restriktionsendonuklease Dpn-lI kann gezielt nur die
methylierte Mutterstrang-DNA, welche die gewilnschte Mutation nicht enthalt, verdaut
werden. Dieser Ansatz steht anschlielend zur Transformation von kompetenten

Bakterien zur Verfugung.

2.2.3 Transformation von E. coli

Fur die weitere molekulargenetische Verwendung der DNA-Konstrukte
(Kontrollspaltung und Agarose-Gelelektrophorese, Sequenzierung, DNA-Aufreinigung
etc.) ist eine Vervielfaltigung der DNA nétig. Fur diesen Zweck erfolgt eine Transformation
der DNA mit XL1-blue kompetenten E. coli-Bakterien. Daflr werden 8 pl der mit Dpn-I
gespaltenen DNA zu ca. 100 pl Bakterien gegeben und fur 20-30 min. auf Eis inkubiert.
Daraufhin folgt ein Hitzeschock fur 45 Sekunden bei 45°C und weitere 3 min. Inkubation
auf Eis. Dadurch wird die als Plasmid mit Ampicillin-Resistenz vorliegende DNA in die
Bakterien aufgenommen. Diese werden auf LB-Agarplatten mit 100 mg/ml Ampicillin
(Amp) als Selektionsfaktor ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Das Amp dient
der Selektion jener Bakterien, welche das Plasmid aufgenommen haben. Am nachsten
Tag konnen Klone isoliert und als Flussigkultur mit ebenfalls 100 mg/ml Amp angezichtet
werden.

Fur die rekombinante Expression der Proteine bereits molekulargenetisch
gesicherter DNA erfolgt die Transformation ebenfalls nach dem oben beschriebenen
Protokoll mit kompetenten E. coli-Bakterien des Stamms BL21LysS. Diese enthalten
zusatzlich ein bakterieneigenes Plasmid mit einer Chloramphenicol(CA)-Resistenz. Die

Selektion erfolgt demnach mit Amp und CA.

2.2.4 Prokaryontische Expressionen mit E. coli

2.2.4.1 Expression der Zebrafisch-ALOX5 in E. coli

Nach Transformation von BL21LysS-E. coli mit dem rekombinanten Expressions-
plasmid werden die Bakterien vereinzelt und auf einer Agarplatte mit je 100 mg/ml der
Antibiotika Amp (Amp-Resistenz auf dem Vektor pRSET-A) und Chloramphenicol

(mitgebrachte Resistenz der kompetenten Zellen BL21LysS) als Selektionsmarker
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angezichtet. Am nachsten Morgen werden einzelne Klone von der Agar-Platte isoliert
und eine 1 ml-Vorkultur mit LB-Medium und den gleichen Antibiotika angesetzt. Es folgt
eine Inkubationszeit von 6h bei 37°C unter standigem Schitteln. Danach wird
entsprechend der Informationen des Herstellers des EnPresso-Expressionssystems je
50 ml steriles Wasser mit den Vorkulturen beimpft. Weitere Zugaben sind 100 pl 1:20
verdinntes Antifoam 204 gegen Schaumentwicklung in der Kultur, EnBase-
Nahrmediumtabletten und 50 pl EnZ I’'m-Ldsung (600 U/L). Diese enthélt sterilfiltrierte
Enzyme, welche wahrend der folgenden Inkubationszeit limitiert Glucose aus den
gelosten Polysacchariden freisetzen, die im Nahrmedium enthalten sind. Die Hauptkultur
wird Uber Nacht bei 30°C und 250 rpm inkubiert, sodass nach ca. 18 Stunden einer
Zelldichte von ODeoo (photometrische Messung bei 595 nm) um die 14 erreicht wird. Dann
erfolgt die Induktion der Expression des rekombinanten Proteins mit 50 pl 1 M IPTG und
die Zugabe einer Booster-Tablette fur die Regulation des pH-Wertes in der Kultur sowie
weiteren 250 yl EnZ I'm. Wahrend einer weiteren 24h dauernden Inkubationsperiode (bei
RT und 250 rpm) wird das rekombinante Protein synthetisiert. Mit diesem
enzymkontrollierten Prinzip der Proteinexpression sollen Sauerstoffdepletion und pH-
Entgleisungen in den Kulturen besser kontrolliert werden, sodass hohe Zelldichten und
Zellproduktivitaten erreicht werden kénnen (Krause et al., 2010). Nach Beendigung der
Kultivierung lasst sich eine Zelldichte von ODsco um die 12-24 sowie mittels
Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) eine Gesamtproteinkonzentration
von 20-50 mg/ml im Zelllysat herstellen. Dieses erhalt man durch Aufarbeitung der
Kulturen. Dafiir werden die Anséatze nach Beendigung der Inkubationszeit zunachst bei
4°C und 4500 rpm fur 15 min zentrifugiert und die Pellets in je 4 ml PBS resuspendiert
(Waschschritt). AnschlieBend werden die Zellmembranen mittels einer Ultraschallsonde
zerstort, sodass man ein Zelllysat erhalt. Bei 14.000 rpm und 4°C werden die Zelltrimmer
fur 30 min. abzentrifugiert. Aus den klaren Lysatiberstanden wurde das rekombinante
ALOX5-Protein anschlielend mittels Affinitatschromatographie (siehe 2.2.6) aufgereinigt.

2.2.4.2 Expression der Primaten-ALOX15-Orthologe in E. coli

Die Expression der Primaten-ALOX15 erfolgte analog zur Expression der
zbfALOX5, jedoch wurde als Selektionsmarker fir erfolgreich transformierte
Bakterienstdamme 100 mg/l Kanamycin statt Ampicilin  verwendet, da das
Expressionsplasmid pET28b der ALOX15 ein Resistenzgen fur Kanamycin enthélt. Die

Proteinausbeute der ALOX15-Expressionen war stets besser, als die der ALOX5-
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Expressionen, was den unterschiedlichen biologischen Funktionen geschuldet sein
konnte. Durch die relativ hohen Expressionsraten enthalt der Zelllysatuberstand eine
hohe Konzentration gelésten ALOX15-Proteins und kann ohne Konzentrierung fir
weitere analytische Methoden, wie z.B. Western Blots (siehe 2.2.7) oder Aktivitdtsassays

(siehe 2.2.9) verwendet werden.

2.2.5 Eukaryontische Expressionen der zbfALOX5 in HEK293-Zellen

Die eukaryontischen Expressionen fur die zbfALOX5 erfolgte in der humanen
Zelllinie HEK 293 (Human Embryonic Kidney), welche ein Transformationsprodukt
menschlicher embryonaler Nierenzellen mit dem Adenovirus 5 darstellen. Es handelt sich
dabei um hypotriploide Epithelzellen, die adhérent wachsen und tumorigen sind.

Einen Tag vor der Transfektion der Zellen mit dem rekombinanten Plasmid erfolgt
die Einsaat von je 2-4 x 10° Zellen pro 2 ml Komplettmedium in 6-well-Platten. Die Zellen
sollen sich fur die Transfektion in der logarithmischen Wachstumsphase befinden und
idealerweise zu 50-70% konfluent sein. Die Transfektion erfolgt am darauffolgenden Tag
nach einem Mediumwechsel mit einem zuvor in serumfreiem Medium hergestellten
LT1/DNA-Komplex mit einem Mischungsverhéltnis von 6:2 (6 pl LT1 und 2 pg DNA in
einem Endvolumen von 200 pl). Die Zellen werden bei 37°C fir 48h inkubiert und nach
einem Waschschritt in 500 ul PBS abgel6st und fir einen Aktivitdtsassay (siehe 2.2.9)

verwertet.

2.2.6 Enzymaufreinigung

Durch eine Affinitatschromatographie an einer mit Cobalt-lonen beladenen
chromatographischen Matrix besteht die Mdoglichkeit, Multi-His-Tag-Fusionsproteine
aufzureinigen. Dies erfolgte in dieser Arbeit fir die in E. coli exprimierte rekombinante
ALOXS5. Dafiir wurde Zelllysat-Uberstand einer 50 ml-Fliissigkultur fiir 45 min in einem
Uberkopfschiittler bei 4°C mit 0,4 ml Cobalt-Sepharose inkubiert. An diese binden sich
die rekombinanten Proteine mit ihrem Multi-His-Tag-Peptid. AnschlieRend wird eine
chromatographische Saule unter Fluss mit der beladenen Cobalt-Sepharose gepackt. In
zwei Waschschritten mit je 0,8 ml Waschpuffer ohne Imidazol werden nur schwach
gebundene Proteine von der Cobalt-Sepharose abgelost und weggewaschen.

Anschliel3end werden die stark gebundenen rekombinanten Proteine mittels Imidazol-
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haltigem Puffer (250 mM) in funf Elutionsfraktionen (E1-E5) a 0,2 ml eluiert. Zur
Kryoprotektion wird so viel Glycerin zugegeben, dass eine Endkonzentration von 10%
eingestellt wurde. Die Aufreinigung erfolgt im Kuhlraum bei 3°C und die Lagerung der
Enzyme bei -80°C.

2.2.7 Western Blot

Der Western Blot dient der Quantifizierung der ALOXS5-Expression unter
Verwendung eines spezifischen Antikdrpers. Dazu bedarf es zuerst einer SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zur GrdlRentrennung der enthaltenen
Proteine (Laemmli, 1970). Dafiur wird Zelllysat oder eine Elutionsfraktion der
Affinitatschromatographie in 4-fach konzentriertem Probenpuffer mit reduzierendem -
Mercaptoethanol aufgenommen, 5 min bei 95°C erhitzt und auf ein 10%-Polyacrylamidgel
(fur Proteine um die 70 kDa geeignet) aufgetragen. Anschlie3end wird ein elektrisches
Feld angelegt, welches die denaturierten Proteine bei 90-120 V nach ihrer Molekilmasse
auftrennt. AnschlieRend kann das Gel mit Commassie angefarbt oder im Western Blot
weiterverarbeitet werden. Dafur wird in einer Blotkammer ein senkrecht zum Gel
orientiertes elektrisches Feld angelegt, durch welches die Proteine 1h bei 10 V auf eine
in Richtung der Anode befindliche Nitrozellulose-Membran transferiert werden. Diese
lasst sich temporar mit 0,2% Ponceau S anfarben und gibt Aufschluss Uber das in der
Probe vorhandene Gesamtproteinmuster. Vor der Immundetektion werden die freien
Proteinbindungsstellen der Nitrozellulosemembran durch Inkubation mit 5%
Magermilch/1x PBS/Tween 20 (0,1%) blockiert. AnschlieRend wird die Blotmembran mit
einem Anti-His-HRP-Antikorper (1:5.000) in 5% Magermilch fiur eine Stunde bei RT
inkubiert. Dieser Antikérper bindet mit hoher Affinitdt die in den Enzympraparaten
enthaltenen His-tag Fusionsproteine und enthalt selbst eine konjugierte Peroxidase
(HRP, horseradish peroxidase). Diese Markerenzym katalysiert bei Behandlung des Blots
mit Western Lightning Plus-Reagenz eine Chemilumineszenzreaktion, bei der Luminol
oxidiert und Licht im blauen Spektralbereich (425 nm) emittiert wird. Dieses lasst sich im
Fotolabor durch Auflegen eines Rontgenfilms (Kodak) oder mit einem Imager digital
visualisieren. So kann selektiv das LOX-Protein in einer komplexen Proteinmischung
nachgewiesen werden. Da die Intensitat des Fluoreszenzsignals proportional der LOX-
Menge ist, kann durch densitrometrische Auswertung des Blots die Mengen an

exprimierten LOX-Proteins quantifiziert werden.
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2.2.8 Membranbindungsassay

Der in dieser Arbeit angewandte Membranbindungsassay quantifiziert die
Membranbindungseigenschaften von LOXn. Dafir wurden als Multi-His-Tag-
Fusionsproteine exprimierte ALOX15-Isoformen verwendet. Vor den
Membranbindungsexperimenten wurde zunéchst die rekombinante ALOX15 (2,2 uM) in
Anwesenheit bzw. Abwesenheit des LOX-Hemmstoffs ETYA fur 5 min bei RT in CaClz-
haltigem HEPES-Puffer (pH 7.4) inkubiert. Die Hemmstoffkonzentration wurde so
gewahlt, dass im Vorinkubationsansatz ein molares Verhaltnis zwischen ALOX15 und
ETYA von 1:5 und 1:50 eingestellt wurde. AnschlieRend wurden 15 pl dieser
Vorinkubationsansétze fur weitere finf Minuten bei RT mit 10 ul einer 20 mg Protein/ml
enthaltenen Suspension von Rinderherzmitochondrien als Modellmembranen inkubiert.
Wahrend dieser Inkubationszeit kann die ALOX15 an die Membran binden Nach der
Inkubation wurden die Proben mit 0,1 ml eines HEPES Puffers unterschichtet, der 500
mM Saccharose enthielt, und anschlieend fur 20 min bei 60.000 rpm und 4°C
ultrazentrifugiert. Der Sucrose-haltige Puffer diente als Dichtebarriere, sodass der
Uberstand des Inkubationsansatzes durch Zentrifugation sicher vom Membranpellet
abgetrennt werden konnte. So lassen sich die Membranpartikel mit den gebundenen
LOXn vom Uberstand abgrenzen, welcher die nicht membrangebundenen LOX-Anteile
enthalt. Der Uberstand der Zentrifugationsproben wurde abpipettiert und die Proteine
durch Zugabe von 200 pl 20%iger Trichloressigsaure prazipitiert. Um die zur
erfolgreichen Proteinfallung notwendige Gesamt-Proteinkonzentration zu erreichen,
erfolgte zuvor die Anreicherung des Uberstands mit 75 pl einer 0,3 mg/ml Ovalbumin-
Lésung. Das Proteinprazipitat wurde nach einer 15minitigen Inkubation auf Eis durch
einen Zentrifugationsschritt abgetrennt und das Uberstand-Pellet, ebenso wie das
Membranpellet, in 4x-Probenpuffer mit reduzierendem B-Mercaptoethanol resuspendiert.
Mit den vorbereiteten Proben erfolgte anschlielend eine PAGE mit 10%igem SDS mit
darauffolgendem Western-Blot, um die ALOX15-Verteilung zwischen Membranpellet und
Membraniberstand zu quantifizieren. Die Quantitdt der unterschiedlich mit dem
Hemmstoff ETYA behandelten LOXn im Membranpellet und im Uberstand gibt
Aufschluss daruber, inwiefern sich die durch ETYA induzierte Enzyminaktivierung auf die
Membranbindungsfahigkeit der ALOX15 auswirkt. Die Quantifizierung der Immunoblots

erfolgte mithilfe des Programms Adobe Photoshop.
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2.2.9 Aktivitatsassay

Der Aktivitatsassay stellt einen standardisierten Reaktionsansatz dar, in dem die
zu untersuchende LOX unter definierten Umweltbedingungen mit einem Substrat
inkubiert wird und ihre Kkatalytische Aktivitdt ausiben kann. Die gebildeten
Reaktionsprodukte konnen mittels HPLC quantifiziert werden, woraus sich die
enzymatische Aktivitat errechnen lasst (Produktmenge pro Zeiteinheit).

2.2.9.1 Aktivitatsassay der zbfALOXS5 aus prokaryontischer Expression

Die Aktivitatsmessungen der ALOX5 erfolgten mit einem Aliquot von je 25 pl
aufgereinigten LOX-Proteins in 450 pl PBS-L6sung, in der 0,4 mM Calciumchlorid
(CaClz), 0,2 mM EDTA, 0,1 mM Adenosintriphosphat (ATP) und 1,4 pg/ml
Dipalmitoylphosphatidylcholin (PC) enthalten waren. Die Reaktion wird mit Zugabe von
2,2 ul 33 mM AA gestartet und der Ansatz fir 10 min bei Raumtemperatur RT inkubiert.
Daraufhin erfolgt die Reduktion der entstandenen H(p)ETEs mittels NaBH4 zu den
stabileren HETEs und die Ansduerung des Testansatzes mit 50 ul Essigsaure auf einen
pH-Wert von ca. 3,5. Durch die abschlieende Zugabe von 500 ul Methanol (MeOH)
werden die Proteine ausgefallt und der klare Uberstand kann direkt zur Quantifizierung
der Reaktionsprodukte mittels HPLC eingesetzt werden.

2.2.9.2 Aktivitatsassay der zbfALOXS5 aus eukaryontischer Expression

Dieser Assay erfolgt analog zum unter 2.2.9.1. beschriebenen ALOX5-
Aktivitatsassay. Allerdings fand die Zugabe von 2,2 ul AA und der Additiva (PC, CaClz,
ATP, EDTA) zu den in PBS resuspendierten HEK-Zellen (500 pl) statt. Die Reaktion
beginnt mit der Homogenisierung der Zellen per Ultraschallsonde. Nach einer
Inkubationszeit von 10 min bei RT werden die gebildeten Hydroperoxyfettsauren
reduziert, der Ansatz angesauert und die Proteine mittels Zugabe von 0,5 ml MeOH
ausgefallt. Der klare Uberstand der Proteinfallung wurde direkt fur die HPLC Analyse

verwendet.

2.2.9.3 Aktivitatsassay der ALOX15 aus prokaryontischer Expression
Fur die Aktivitdtsmessungen der Primaten-ALOX15-Ortholge sind aul3er der Zugabe von
AA keine weiteren Zusatze notig. Die Reaktion wird mit Zugabe von 2,2 ul 33 mM AA

(entspricht einer Endkonzentration des Substrats von 0,145 mM im Reaktionsansatz) zu
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250 pl Lysatuberstand mit 250 pl PBS gestartet und der Ansatz fur 15 min bei 30°C im
Thermomixer inkubiert. Die Beendigung der Reaktion erfolgt durch Zugabe von NaBHa,

Ansauerung mit Essigsaure und Proteinfallung (0,5 ml MeOH).

2.3 Analytische Methoden
2.3.1 Analyse des Produktspektrums mittels HPLC

Die Analyse der Enzymaktivitdt erfolgte durch die Quantifizierung der
Oxygenierungsprodukte mittels High Performance Lipid Chromatography (HPLC). Nach
erfolgtem Aktivitatsassay wird das Proteinprazipitat abzentrifugiert und Aliquots des
klaren Uberstandes werden an einer Nucleosil C18-Saule von Macherey und Nagel in
der reverse-phase-HPLC (Umkehrphasen-HPLC, RP-HPLC) mit einer Flussrate von 1
ml/min analysiert. Dabei koénnen die verschiedenen Produktisomere aufgrund
unterschiedlicher Retentionszeiten identifiziert und voneinander getrennt werden. Die
verschiedenen HPLC-Trennprinzipien unterscheiden sich durch ihre Trennsdule und der
Zusammensetzung des verwendeten Losungsmittelgemisches. Letztere sind im Kapitel
2.1 naher aufgezeigt. So lasst sich in der RP-HPLC der relative Anteil von 5-, 8/12- und
15-HETE in einem komplexen Produktgemisch bestimmen. Da die Absorption bei 235
nm mit der Menge der HETEs Kkorreliert, ist die Quantifizierung der
Arachidonsaureoxygenierungsprodukte durch Integration der chromatographischen
Peaks maoglich. Diese wurden in dieser Arbeit stets durch Subtraktion entsprechender
Integrale der Negativkontrollen (nichtenzymatische Oxygenierungsprodukte, die bei der
Lagerung der AA entstanden sind) korrigiert.

Um bestimmte Produkte mit anderen HPLC-Verfahren weiter analysieren zu
kénnen, wurden die Peaks der RP-HPLC préapariert. Das Ldosungsmittel wurde unter
Vakuum verdampft und die zurtick gebliebenen HETEs wurden in Laufmittel aufgelost,
das fur die anschlie3ende HPLC-Methode geeignet war. Da 8- und 12-HETE in der RP-
HPLC unter unseren analytischen Bedingungen ahnliche Retentionszeiten aufweisen,
bedurfte es fur die Differenzierung dieser beiden HETE-Isomere einer zusatzlichen
Analyse mittels straight-phase-HPLC (Normalphasen-HPLC, SP-HPLC). Fir dieses
Verfahren wird eine Zorbax-SIL-S&ule verwendet. So kann der relative Anteil von 8- und
12-HETE am gemeinsamen 8/12-HETE Peak der RP-HPLC getrennt quantifiziert

werden.
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Zur Ermittlung der R/S-Enantiomerenverteilung innerhalb der HETE-Peaks wurde
die chiral-phase-HPLC (Chiralphasen-HPLC, CP-HPLC) eingesetzt. Fiur die Ermittlung
der Enantiomerenverteilung von 5- und 8-HETE mussten die Positionsisomere zuvor mit
Diazomethan methyliert werden. Die Trennung der Enantiomere erfolgte dann an einer
Chiralcel OB-Séaule von Daicel Chem. (Tokyo, Japan). Fur die Enantiomerentrennung von
15-HETE ist der zuséatzliche Methylierungsschritt nicht notwendig. Die CP-HPLC kann in
diesem Fall ohne Methylierung an einer Chiralcel OD-Saule von Daicel Chem. (Tokyo,

Japan) erfolgen.

2.3.2 Statistische Datenauswertung

Fur die statistische Auswertung der Analysedaten erfolgten pro Enzymvariante je
vier bis funf voneinander unabhangige Expressionen mit jeweils zwei
Aktivitatsmessungen pro Expression. Bei den Expressionen wurde stets ein Wildtyp-
Enzym als Positivkontrolle mitexprimiert sowie bei den jeweiligen Aktivitdtsassays eine
weitere Positivkontrolle (aktives Enzym) und Negativkontrolle (Zugabe von PBS bei
prokaryontischer Expression oder Lysat einer mock-Transfektion bei eukaryontischer
Expression statt Enzym-Probe) durchgefiihrt. Vor den statistischen Auswertungen
wurden von allen ermittelten Flacheneinheiten der Proben die Flacheneinheiten der
jeweiligen  Negativkontrollen  subtrahiert, um  Resultatsverfalschungen durch
nichtenzymatisch entstandene Autoxidationsprodukte im Substrat auszuschlieBen. Es
erfolgte die Bestimmung der relativen Anteile, Mittelwerte und Standardabweichungen
mittels Microsoft Excel 2013 und nach Uberpriifung der Varianzgleichheit zweier
Stichproben mittels Levene-Test oder F-Test die Anwendung des zweiseitigen T-Tests
fur zwei Stichproben mit unterschiedlicher Varianz (heteroskedatisch) mittels SPSS (IBM,

Version 22). Bei einem p-Wert von <0,05 wird von statistischer Signifikanz ausgegangen.

2.4 Recherchestrategien

Im Rahmen dieser Arbeit sind zwei systematische Recherchen im Zeitraum
Oktober 2013 bis August 2014 zum Vorkommen madglicher Lipoxygenasesequenzen in
Bakterien und in Archaeen erfolgt. Dafir wurde, wie im unten stehenden Flussdiagramm
dargestellt ist (Abb. 7), mit dem Suchbegriff ,lipoxygenase“ und der Beschrankung auf
die Taxonomie-Gruppe ,bacteria“ in unterschiedlichen Datenbanken nach madglichen, fur

Lipoxygenasen kodierenden Sequenzen recherchiert. Die durchsuchten Datenbanken
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umfassten die NCBI-Proteindatenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/), die
UniProt-Datenbank (http://www.uniprot.org/) und die EnsemblBacteria-Genomdatenbank
(http://bacteria.ensembl.org/index.html) und lieferten zunéchst 1091 Treffer. Die
zahlreichen Ergebnisse dieser Suche wurden gesichtet und Gen- bzw. Proteinsequenzen
mit der genauen Zuordnung zu einer LOX-Isoform (z.B. ALOXS5), bzw. solche mit den
Bezeichnungen ,lipoxygenase®, ,lipoxygenase-family“, ,probable lipoxygenase“ und
,putative lipoxygenase* in die Liste der mdglicherweise fur LOXn kodierenden Sequenzen

eingeschlossen.

NCBI UniProt EnsemblBacteria MEDLINE

Fragestellung:
3 8 Proteindatenbank Proteindatenbank Genomdatenbank | | Literaturdatenbank

Gibt es Lipoxygenasen

in Bakterien?
y
Suchfilter: Suchfilter: Suchfilter:
Begriff: ,lipoxygenase” »lipoxygenase” unter Protein-Name || lipoxygenase”
AND AND
,bacteria” unter ,Taxonomic Groups” ,bacteria” unter ,taxonomy”
n=1091
Proteobacteria n=359 A A 4
Cyanobacteria n=157 n=111
Ausschluss wahrscheinlicher Firmicutes n=521 ¥
Nicht-Lipoxygenasen (andere CBf . n=25 - - -
Proteine, z.B. Lipasen) sowie Actinobacteria n=29 Gezielte Suche nach in der Literatur
unspezifi'scher Sequenzen,z.B. | €] beschriebenen LOXn in Bakterien-
mit der Bezeichnung ’ <€ Gattungen mit bis dato < 5 gefundenen
hypothetical protein“ oder Y moglichen LOX-Sequenzen (zutreffend
,uncharacterized metal-ion Einschluss wahrscheinlicher LOX- Ergénzung um noch nicht auf alle auRer Gamma-Proteobacteria
binding oxidoreductase” Sequenzen mit der Bezeichnung eingeschlossene, wahrscheinliche und Cyanobacteria) mittels der
(n=1018) Jlipoxygenase” oder spezifizierter (z.B. LOX-Sequenzen mit der taxonomischen Begriffe sowie
ALOX5), ,lipoxygenase-like”, Bezeichnung , lipoxygenase” oder einzelner représentativer Spezies
Llipoxygenase-family”, , putative spezifizierter (z.B. ALOX5), jeweiliger Gattungen in Anlehnung an
lipoxygenase”, , probable lipoxygenase” | | ,lipoxygenase-like”,, lipoxygenase- die in Fig. 1 nach Wu et al. (2009)
family”, , putative lipoxygenase”, erstellte Bakteriensystematik (> 450
I_) Lprobable lipoxygenase” unterschiedliche Suchanfragen)
y
n=12 geeignete Treffer
n=78 n=80
Proteobacteria n=37 Protecbacteria n=38
Cyanobacteria n=38 3> | Erginzung um n=2 3 Cyaqobactena n=39
Firmicutes n=1 Firmicutes n=1
CBF n=1 CBF n=1
Actinobacteria n=1 Actinobacteria n=1

Abb. 7: Suchstrategie zum Vorkommen von Lipoxygenasen in Bakterien.

Unspezifischer bezeichnete Sequenzen mit den Bezeichnungen ,uncharacterized metal-
ion binding oxidoreductase“ und ,hypothetical protein“ wurden aufgrund der hohen
Wahrscheinlichkeit der falsch positiven Einteilung als LOX von der Registration als
mogliche LOX ausgeschlossen. Aul3erdem wurde die Literatur in MEDLINE tber PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)  zusatzlich nach mdglichen bakteriellen
Lipoxygenasen durchsucht. Dafur wurde mittels des Begriffs ,lipoxygenase“ mit dem
Boolschen  Operator ,AND“ und jeweils den taxonomischen Begriffen
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~2Alphaproteobacteria®, ,Betaproteobacteria®, ,Deltaproteobacteria®,
~Epsilonproteobacteria®, ,Acidobacteria“, ,Acuificae“, ,Bacteroidetes”, ,Chlorobi®,
,Chlamydiae“, ,Verrucomicrobia®, ,Planctomycetes”, ,Spirochaetes”, ,Actinobacteria“,
,Cyanobacteria“, ,Chloroflexi*, ,Firmicutes®, ,lenericutes”, ,Fusobacteria®“,
~oynergistetes®, ,Thermotogae®, ,Deinococcus” und ,Thermus®, sowie allen in Fig. 1 nach
Wu et. al. (Wu et al.,, 2009) ausgewahlten reprasentativen Spezies der jeweiligen
Bakterien-Subgruppen, nach mdglichen Beschreibungen von LOXn in der Literatur oder
maoglichen Verweisen auf solche recherchiert. Diese Suche ergab 12 geeignete
Veroffentlichungen, welche auf bakterielle Lipoxygenasen hindeuten. Die Ergebnisse
aller Recherchen wurden vereint und eine Liste mit Bakterienspezies, welche mdgliche
fur LOXn kodierende Sequenzen enthalten, erstellt. Bei unterschiedlichen
Bezeichnungen derselben Genom-Sequenzen bestimmter Spezies in unterschiedlichen
Datenbanken wurde fur die Darstellung die am meisten spezifizierte Bezeichnung
ausgewahlt. Nach dem gleichen Suchschema wurden dieselben Protein- und
Genomdatenbanken mittels des Begriffs ,lipoxygenase“ und der Beschrankung auf die
taxonomische Gruppe ,Archaeen” sowie die Literaturdatenbank MEDLINE tber PubMed
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/) mittels der Suche ,lipoxygenase AND archaea“
nach moglicherweise fir LOXn kodierenden Sequenzen in der Gruppe der Archaeen
durchsucht. Diese Suchen ergaben insgesamt drei Treffer fur mégliche LOXn in einer

Spezies und bedurften keiner systematischen Organisation.
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3 Ergebnisse

3.1 Bakterielle Lipoxygenasen

Die systematische Recherche nach moéglichen Bakterien-Lipoxygenasen in den
Protein- und Genomdatenbanken EnsemblBacteria, UniProt und NCBI Protein sowie der
Literaturdatenbank MEDLINE lieferte nach der Selektion geeigneter Treffer (siehe 2.4)
die in der folgenden Abbildung tabellarisch aufgezeigten Bakterienspezies mit moglichen
Lipoxygenase-Sequenzen (Abb. 8). Die Organisation gefundener Treffer erfolgte nach
der Bakterienklassifikation in die finf Gruppen der Proteobacteria, Cyanobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria und die CFB-Gruppe (Bacteroidales, Flavobacteriales,
Cytophagales und Sphingobacteriales). Insgesamt konnten 80 mdgliche LOX-
Sequenzen in allen durchsuchten Datenbanken gefunden werden. Im Hinblick darauf,
dass bis dato ca. 13.000 Bakterien-Genome sequenziert und bei der Recherche nach
moglichen LOX-Sequenzen berucksichtigt worden sind, deuten diese Ergebnisse darauf
hin, dass in weniger als 1% der bakteriellen Genome potentielle LOX-Gene vorhanden
sind. Wenn man davon ausgeht, dass bei diesen Sequenzen mit hoher
Wabhrscheinlichkeit auch falsch positive Treffer vertreten sind, wird der relative Anteil LOX
enthaltender bakterieller Genome noch geringer. Diese Daten deuten darauf hin, dass
LOXn fiur Bakterien keine zum Uberleben notwendigen Enzyme zu sein scheinen. 96%
der gefundenen mdglichen Lipoxygenase-Sequenzen sind den beiden Gruppen der
Proteo- und Cyanobacteria zuzuordnen. In den Gruppen der Firmicutes, Actinobacteria
und CFB konnte jeweils nur eine potentielle LOX-Sequenz gefunden werden. Unter
diesen Bakterienspezies befindet sich interessanterweise Bacillus cereus, der beim
Menschen Lebensmittelvergiftungen hervorrufen kann. Die Suche bei Proteobacterien
lieferte 38 Treffer fir LOX-ahnliche Sequenzen, die bei naherer Bezeichnung am ehesten
als mogliche ALOX15-Orthologe klassifiziert werden. Darunter befindet sich der mit
opportunistischen Infektionen assoziierte humanpathogene Erreger Pseudomonas
aeruginosa. Dieser enthalt mehrere potentielle LOX-Sequenzen, die zum Teil als
mogliche ALOX15-Orthologe klassifiziert werden konnen, und eine experimentell

charakterisierte LOX-Isoform, die Linolsdure in 13(S)-H(p)ODE umwandelt (Lu et al.,
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2013). Unter der Vielzahl von Cyanobakterien enthalten ebenfalls nur wenige Spezies

potentielle LOX-Sequenzen.

Firmicutes

- Bacillales

Bacillus cereus LOX (1)

X

&

Proteobacteria

a-Proteobacteria
- Sphingomonadales

Sphingopyxis sp. ALOX15 (1)

B-Proteobacteria
- Nitrosomonadales

Nitrosomonas europaea  ALOX15 (1)

Nitrosospira multiformis ~ ALOX15 (1)
- Burkholderiales

Burkholderia

thailandensis ALOX15 (1)

Variovorax so. LOX (1)

-Proteobacteria

- Pseudomonadales
Pseudomonas aeruginosa L19/13(S)-LOX (1),
ALOX1S5 (4), LOX (9),
ALOX15-precursor (1),
putative LOX(2)
- Alteromonadales

Shewanella woodiyi ALOX15 (1)
Shewanella violacea LOX (1)
Shewanella dentrificans  ALOX15(1)

- Vibrionales
Photobacterium sp.
Photobacterium
profundum

ALOX15-precursor (1)

Probable LOX (1)

Grimontia sp. LOX (1), ALOX15 (1)
- Chromatiales
Nitrosococcus watsonii ~ ALOX15 (1)
Thiocapsa marina ALOX15 (1)
- Thiotrichales
Beggiatoa alba LOX (1)

5-Proteobacteria

- Myxococcales

CFB-Gruppe

ecero

CBF-Group
- Cytophagales

Indibacter alkaliphilus

Allene-oxid-
synthase/8r-LOX (1)

/1

Actinobacteria

- Actinomycetales

N

Cyanobacteria

Cyanobacteria
- Chroococcales

Cyanothece sp.
Acaryochloris marina
Synechococcus sp.
Chamaesiphon minutus

Microcystis aeruginosa
Nitrosomonas europaea
Nitrosospira multiformis
Burkholderia thailandensis

- Nostocales
Nostoc sp.
Nostoc punctiforme
Anabaena cylindrica
Anabaena sp.
Anabaena flos-aquae
Cylindrospermum stagnal
Nostoc/Anabaena azollae
Calothrix sp.
Rivularia sp.

- Oscillatoriales
Oscillatoria nigro-viridis
Oscillatoria acuminata
Oscillatoriales
cyanobacterium
Crinalium epipsammum
Leptolyngbya sp.
Pseudanabaena biceps
Microcoleus vaginatus

- Pleurocapsales

Corallococcus coralloides LOX (1)
Cystobacter fuscus ALOX15 (1)
Myxococcus stipitatus LOX (1)
Myxococcus xanthus LOX (1)
Plesiocystis pacifica ALOX15 (1)

Sorangium cellulosum

13(S)-LOX (1)

Abb. 8: Mégliche bakterielle Lipoxygenasen.
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Experimentelle Untersuchungen der LOX des Cyanobacteria-Phylum Nostoc sp. weisen
diese als Linolsaure-9(R)-lipoxygenierende Isoform aus (Andreou et al., 2008). Die
Charakterisierung zweier LOXn von Nostoc punctiforme zeigten hingegen
Pseudomonas-ahnliche 13(S)-Lipoxygenaseaktivitaten (Koeduka et al., 2007). Auch die
LOX der Cyanobakterien-Spezies Anabaena flos-aque ist experimentell charakterisiert
worden. Diese zeigt allerdings substratabhangig unterschiedliche Positionsspezifitten
(Wang et al., 2014b). Bei Anaerobiern sind LOXn verstandlicherweise nicht nachweisbar,

da der fur die Lipoxygenasereaktion notwendige Sauerstoff flr diese Spezies toxisch ist.

3.2 Lipoxygenasen in Archaeen

Mithilfe der oben beschriebenen Suchstrategie, die bei der systematischen
Recherche nach bakteriellen Lipoxygenasen zur Anwendung kam, wurde in den
Datenbanken auch nach mdglichen LOX-Sequenzen in der Domane der Archaeen
gesucht. Diese Suche ergab insgesamt drei Treffer fur LOX-ahnliche Sequenzen in der
Spezies Methanococcus voltae. Ob diese Sequenzen allerdings fur funktionelle LOXn
kodieren, kann auf der Basis der Sequenzdaten nicht mit Sicherheit gesagt werden. Dazu
missten die entsprechenden Enzyme als rekombinante Proteine exprimiert und

hinsichtlich ihrer enzymatischen Eigenschaften charakterisiert werden.

Zsfg.: Obwohl in verschiedenen Bakterienspezies LOX-kodierende Gene
nachgewiesen werden konnten und die enzymatischen Eigenschaften ausgewahlter
bakterieller LOXn charakterisiert worden sind, ist deren Verbreitung in dieser Domane
des irdischen Lebens begrenzt. Die Datenbankrecherchen deuten darauf hin, dass
LOXn nur in weniger als 1% aller Bakteriengenome vorkommen. Bei Archaeen ist die

Vorkommensrate noch geringer.

3.3 Charakterisierung der zbfALOX5

Der Zebrafisch (D. rerio) ist ein Modellorganismus fur Vertebraten und stellt
aufgrund der Eigenschaften seiner Embryonen (Lichtdurchlassigkeit, extrakorporale
Entwicklung) ein geeignetes Modell fur die Erforschung der Embryonalentwicklung von
Wirbeltieren dar. 2013 wurde das Zebrafischreferenzgenom publiziert und ein Vergleich
mit dem humanen Genom zeigte, dass ca. 70 % der humanen Gene mindestens ein
orthologes Gen im Genom des Zebrafisches haben (Howe et al., 2013). Unter diesen
befindet sich auch eine grof3e Anzahl von Genen, die fur die Biosynthese (COX- und
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LOX-Isoformen) und die Wirkung (Eikosanoidrezeptoren) von Eikosanoiden
verantwortlich sind. Diese Daten deuten darauf hin, dass Eikosanoide im Zebrafisch
biologisch bedeutsam zu sein scheinen. Trotzdem ist unser Wissen tber die Rolle von
Eikosanoiden in diesem Modellorganismus noch sehr lickenhaft. Deshalb haben wir zu
Beginn unserer Untersuchungen die Frage gestellt, ob das Schlusselenzym der
Leukotrienbiosynthese, die ALOX5, beim Zebrafisch exprimiert wird und welche
enzymatischen Eigenschaften dieses Enzyms im Vergleich zum humanen Ortholog
besitzt. Zu Beginn der Arbeiten wurde mittels der Begriffe ,zebrafish AND lipoxygenase®
zuné&chst die Literatur in MEDLINE Gber PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)
nach bereits beschriebenen Lipoxygenasen des Zebrafischs durchsucht.

Bezeichnung Datenbankeintrag Chr. | Orthologie (Protein)
zbfALOX5a / | ENSDARGO00000057273; 13 wahrscheinlich ALOX5, héchste Homologien zu humALOX5
zbfLOX2 NP_001290191.1 (74,5%) und mouALOX5 (73,9%)
wahrscheinlich ALOX5, héchste Homologien zu zbfALOX5b.2
ENSDARGO00000043085;
zbfALOX5b.1 15 (85,4%), -5b.3 (83,9%) und -5a (21,5%), humALOX5 (19,3%)

XP_009289657.1
und mouALOX5 (19,1%)

wahrscheinlich ALOX5, héchste Homologien zu zbfALOX5b.1
ENSDARG00000043089;
zbfALOX5b.2 15 (85,4%), -5b.3 (83,9) und -5a (22,8%), bzw. humALOX5
NP_001038796.1

(20,2%) und mouALOXS5 (20,2%)
wahrscheinlich ALOX5, hochste Homologien zu zbfALOX5b.1

ENSDARG00000073781;
zbfALOX5b.3 15 (83,9%), -5b2 (82,8%) und -5a (20,3%), bzw. hum- und
NP_001018414.1
mouALOX5 (19,4%)
zbfLOX1 ENSDARG00000069463; . 12S-LOX (Jansen et al., 2011), héchste Homologie zu hum-
(,zbfALOX12%) | NP_955912.1 (17,9%), zbf- (17,6%) und mouALOX5 (17,3%)
unklar, mglw. Ortholog zu epidermaler LOX, hdchste
ENSDARG00000073781;
zbfeLOX 21 Homologien zu mouALOX12e (8,6%), humALOX15 (8%), -15B
XP_009293707.1
(7,5%), mouALOX8 (7,5%) und zbflhdla (7,3%)
wahrscheinlich 12- oder 15-LOX, hdchste Homologien zu
ENSDARG00000016789;
zbfLOX_novel 21 humALOX12 (26,5%), humALOX15 (23%) und mouALOX12e

NP_001070814 - _ -
(21,8%). Hinweise auf Linolséure-13S-LOX-Aktivitét (?)

unklar, hdchste Homologien zu zbflhd1b (15,2%), -ALOX12
ENSDARG00000094738;
zbflhdla 21 (7,6%), -eLOX (7,3%), -ALOX5b.1 (7%), -5b.2 (6,8%), bzw.
XP_009293408.1

humALOX12 (6,6%), -15B (6,5%), zbfALOX5b.3 (6,4%)

unklar, hochste Homologien zu zbfhdla (15,2%), -ALOX5a
ENSDARG00000074638;

zbflhd1lb 8 (8,6%), hum- sowie mouALOX5 (beide 7,6%) und humALOX15
XP_001920640.3
(7,3%)

Tab. 1: Ubersicht liber Lipoxygenasen des Zebrafischs. In Anlehnung an die Ubersicht der Zebrafisch-
LOX-Sequenzen aus dem Review von Horn et al. (2015) wurden die Ergebnisse der oben beschriebenen
Recherche tabellarisch dargestellt. Es ist jeweils der Datenbankeintrag der Zebrafisch-Genomdatenbank
von Ensembl und des NCBI, sowie die Nummer des Chromosoms und die mégliche bzw. als solche
erwiesene Orthologie mit ensprechenden prozentualen Homologien zu anderen Isoformen angegeben.
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Diese Suche lieferte ein bereits beschriebenes Gen (zbfLOX1), das fur eine 12(S)-
lipoxygenierende Zebrafisch-Lipoxygenase kodiert (Jansen et al., 2011). Anschlie3end
wurde in der Genomdatenbank ENSEMBL (Cunningham et al., 2015) mit dem
Suchbegriff ,lipoxygenase® und den Filtereinstellungen ,zebrafish® fir Spezies und ,gene”
fur Kategorie sowie in der Pubmed Gene-Datenbank (NCBI) mit dem Suchbegriff ,danio
rerio AND lipoxygenase“ nach mdglichen LOXn im Zebrafisch-Genom gesucht. Diese
Suche ergab 9 Treffer fir genomische Sequenzen, die mit hoher Wahrscheinlichkeit
LOX-Genen entsprechen. Diese Sequenzen wurden mit ihnrem jeweils langsten Transkript
auf Aminosdureebene mit den humanen Lipoxygenasen und der murinen Alox5
verglichen. Dafur wurde mittels des Programms MegAlign ein Aminosaurealignment mit
allen Sequenzen erstellt, ihre prozentualen Ahnlichkeiten berechnet und eine kladistische
Analyse durchgefuhrt (Abb. 9). Die Ergebnisse der Recherchen sind in der obigen
Tabelle (Tab. 1) zusammengefasst.

hum ALOX5.pro
4,_L mouALOX5.pro

1 zbfALOX5a.pro

ZbfALOX12.pro

zbfALOX5b.1 pro
ZbfALOX5b.3 .pro
ZbfALOX5b.2 pro
hum ALOX15B.pro
mouALOX8.pro
mouALOX12B.pro
mouALOXe3 pro

humALOX12 pro
—WXH pro

mouALOX12e.pro
— zbfLOX_nowel.pro
zbfeLOX.pro
8 zbfloxhdla.pro
zbfioxhdlb.pro
hum ALOX12p2.pro

ﬁ mouALOX15 pro
mouALOX12 pro

humALOX12B.pro

humALOXe3 pro

T T | T T | T T | 1
500 200 100 50 20 10 5 2 1 0
Nucleotide Substitutions (x100)

811.5

Abb. 9: Gemeinsames Kladogramm der Proteinsequenzen der Zebrafisch-, humanen und murinen
LOXn. Fur die Erstellung der obigen Abbildung wurden die Aminosauresequenzen aller LOX-Gene von
Zebrafisch, Mensch und Maus mit dem Programm MegAlign abgeglichen und mittels der Berechnung
prozentualer Ahnlichkeiten der Sequenzen ein Kladogramm als Verwandtschaftshypothese erstellt.

Die aus den prozentualen Ahnlichkeiten der Enzymsequenzen von Zebrafisch,
Mensch und Maus resultierende Verwandtschaftshypothese ist hier als Kladogramm

dargestellt (Abb. 9). Dieses visualisiert die phylogenetische Ahnlichkeit der untersuchten
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Sequenzen und lasst Ruckschlisse auf eine mdgliche Orthologie zu den Enzymen
anderer Spezies zu.

Unter allen untersuchten Zebrafisch-LOX-Sequenzen weist das ALOX5a-Gen des
Zebrafischs die héchste Sequenzhomologie zu einer menschlichen bzw. murinen LOX-
Isoform auf. Die prozentuale Ahnlichkeit zur humanen ALOX5 betragt 74,5% und zur
Maus-Alox5 73,9%. Diese Zahlen deuten darauf hin, dass das ALOX5a-Gen des
Zebrafischs das funktionelle Aquivalent der humanen ALOX5 ist und damit fir die
Leukotrienbiosynthese beim Zebrafisch verantwortlich sein sollte. Aufgrund dieser
Schlussfolgerung wurde die LOX-Isoform, die durch das ALOX5a-Gen kodiert wird
(NM_001303262.1/NP_001290191.1), fur die Experimente zur Charakterisierung der
Zebrafisch-ALOX5 ausgewahilt.

1
zbfALOX5 MPSYTVTVAT
humALOX5 MPSYTVTVAT
mouALOX5 MPSYTVTVAT
51
zbfALOX5 VDSYDISVGE
humALOX5 VDSYDVTVDE
mouALOX5 VDSYDVTVDE
101
zbfALOX5 FI VDDKEV
humALOX5 Y TGDVEV
mouALOX5 Y TGEGEI
151
zbfALOX5 GFPMSIDCKA
humALOX5 GFPLSIDAKC
mouALOX5 GFPLSIDAKC

201
zbfALOX5 Eli[en)p\s)yH
humALOX5 Ejlisip:As) 3Ny
mouALOXS5 Ejiizis)pNs}yA
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Abb. 10: Aminoséaurealignment der zbf-, hum- und mouALOXS5. In der oben stehenden Abbildung ist
ein multiples AS-Alignment der ALOX5 von Zebrafisch, Mensch und Maus dargestellt. Bekannte fur die
Enzymfunktion von 5-LOXn relevante Sequenzbereiche sind folgendermaf3en farbig hinterlegt:
Membranbindungsdoméne (Schwarz), Ca2*Bindungsdoméne (Braun), Ubergang von N-terminaler in C-
terminale Doméane (Domaénentransition; Turkis), W am Eingang der Substratbindungstasche (Blau), FY-
Korken, der den Boden der Substratbindungstasche begrenzt (Dunkelblau), ATP-Bindungssequenz (Lila),
potentielle Phosphorylierungsstellen (Grau), Triadendeterminanten (BG-lI, SL und BG-Il) der
Positionsspezifitat (Rot), Eisenliganden (Magenta) und Coffa-Determinante der Enantioselektivitat (Grin).
AS-Unterschiede der zbfALOX5-Sequenz an funktionsrelevanten AS-Positionen wurden in gelber Schrift
hervorgehoben. Die Nummerierung der AS ist aufgrund der Darstellung des initialen Methionins um eine
Position verschoben.

Ein wesentliches Kriterium fir die Charakterisierung von LOXn ist deren
Reaktionsspezifitat mit Arachidonsaure. Obwohl diese Enzymeigenschaft flr eine
Kategorisierung von LOXn nicht wirklich geeignet ist, ist die Reaktionsspezifitat trotzdem

von funktionellem Interesse, da die Leukotrienbiosynthese ein 5-lipoxygenierendes
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Enzym erfordert. Obwohl es aufgrund der verfiigbaren Sequenzinformationen maglich ist,
Vorhersagen hinsichtlich der zu erwartenden Reaktionsspezifitdt des Enzyms zu treffen,
muss diese Eigenschaft des Zebrafischenzyms experimentell bestimmt werden. Um die
mogliche Reaktionsspezifitat der zu untersuchenden zbfALOX5 vorherzusagen, wurde
ein multipler Aminosaureabgleich dieser Isoform mit dem humanen und dem murinen
orthologen Enzym durchgefuhrt. Hierbei wurde das Augenmerk zunachst auf die
Triadendeterminanten Borngraber | (BG-l), Sloane (SL) und Borngraber II (BG-II)
gerichtet, welche zumindest fir die Positionsspezifitat von Saugetier-ALOX5-Orthologen
(Schwarz et al., 2001, Hofheinz et al., 2013) wichtig sind.

Wie im Alignment zu erkennen ist, sind die Triadendeterminanten Phe359
(Borngraber 1), Ala424+Asn425 (Sloane) und Ala603 (Borngraber II), die in der
Vergangenheit fur die humALOX5 und mouALOX5 als positionsdeterminierend
identifiziert worden sind (Schwarz et al., 2001, Hofheinz et al., 2013), in der Sequenz der
zbfALOX5 absolut konserviert. Dies spricht fir eine wahrscheinliche 5-lipoxygenierende
Aktivitat der zbfALOX5. Ebenso ist die Coffa-Determinante der Enantioselektivitat,
Ala410, konserviert, was auf eine S-Lipoxygenierung schlieB3en lasst. Weiterhin wurde
der Konservierungsgrad anderer fur die Enzymfunktionalitat relevanter Aminosauren
untersucht und im Alginment farbig hervorgehoben (Abb. 10). Dazu gehdren u.a. die mit
der Membranbindung der ALOX5 assoziierten Trp-Reste, die mit der Calcium-Bindung
assoziierten Aminosauren, der Ubergang der N-terminalen R-Faltblattdoméane zur C-
terminalen katalytischen Untereinheit, sowie die am Eingang und am Boden der
Substratbindungstasche sitzenden AS (W am Eingang und FY-Korken am Ende). Alle
diese Strukturelemente sind bei der zbfALOX5 konserviert. Es gibt allerdings auch einige
strukturelle Unterschiede an funktionsrelevanten Positionen. Die fir die Enzymfunktion
essenziellen Eisenliganden der zbfALOXS5 sind zu 80% mit denen von Mensch und Maus
identisch. Die C-terminale AS der humALOX5 und der mouALOXS5 ist jeweils ein lle und
fungiert als funfter proteinogener Eisenligand. Bei der zbfALOX5 befindet sich am C-
Terminus ein Val, was ebenfalls als Eisenligand fungieren sollte. Da fiur die
Eisenligandierung die C-terminale Carboxylgruppe und nicht ein Seitenkettenatom
verantwortlich ist, sollte dieser Austausch des Ille zum Val keine funktionellen
Konsequenzen haben. Trotzdem kann eine Beeintrachtigung der katalytischen Funktion
des Enzyms in Abwesenheit funktioneller experimenteller Daten durch diese
Veranderung nicht vollig ausgeschlossen werden. Zwei weitere Aminoséureaustausche

sind in einem Bereich lokalisiert, der als ATP-Bindungsmotiv fir andere ALOX5-
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Isoformen postuliert wurde (Falgueyret et al., 1995). Inwiefern sich dies auf die
enzymatische Funktion auswirkt, ist unklar und muss im Experiment erforscht werden.
AulRerdem konnten weitere Unterschiede an zwei (Ser271 und Ser523) der drei (Ser271,
Ser523, Ser663) potentiellen Phosphorylierungsstellen des humanen Enzyms
(Markoutsa et al., 2014) nachgewiesen werden. An diesen Stellen befinden sich in der
zbfALOX5-Sequenz ein Thr und ein Cys, welche beide, wie das Ser in der humALOX5
und der murALOX5, ungeladene AS darstellen. Allerdings fuhrt der Ser523Cys-
Austausch dazu, dass diese Aminosaure in der zbfALOX5 nicht mehr als
Phosphorylierungstarget fungieren kann, da Cys keine OH-Gruppe tragt. Der Ser271Thr
Austausch ware hinsichtlich einer moglichen Phosporylierung unbedenklich. Dies
schrankt die Mdglichkeit einer potentiellen Proteinphosphorylierung als regulatorischen
Prozess fur die zbfALOX5 durch Ausschluss der Position 523 auf zwei Positionen ein
(siehe 3.3.3).

Zsfg.: Das ALOX5a-Gen des Zebrafischgenoms kodiert mit hoher Wahrscheinlichkeit
fur ein ALOX5-Ortholog. Diese Schlussfolgerung ergibt sich aus dem hohen Grad der
Aminosauresequenzhomologie und aus dem Konservierungsgrad funktionell
wichtiger Aminoséauren. Im Unterschied zur humALOX5 und zur mouALOXS5 ist

Ser663 des Zebrafischenzyms kein Target fir eine Proteinphosphorylierung.

3.3.1 Expression der zbfALOX5 in pro- und eukaryontischen Expressionssystemen

Zur biochemischen Charakterisierung der zbfALOX5 wurde das Enzym zunachst
als N-terminales Multi-His-tag-Fusionsprotein in einem bakteriellen
Uberexpressionssystem (E. coli) rekombinant exprimiert und anschlieRend mittels
Cobalt-Sepharose-Affinitatschromatographie  aufgereinigt. Je  5-10 pl  der
Elutionsfraktionen wurden fur eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
mit anschlieendem Western Blot verwendet. Die zbfALOX5 konnte bei ca. 75 kDa
mittels eines Anti-His-HRP-Antikorpers spezifisch detektiert werden. Diese Daten
belegen eine erfolgreiche Expression des Enzyms. AnschlieRend erfolgte ein
Aktivitatsassay (siehe 2.2.9) zur Quantifizierung des Produktmusters. Dafir wurde das
Enzym mit dem Substrat AA fur 10 min inkubiert und die Reaktionsprodukte mittels

unterschiedlicher HPLC-Verfahren analysiert. Fiur die Verifikation der Experimente
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erfolgten anschlieRend die Expressionen in einem eukaryontischen
Uberexpressionssystem.

3.3.1.1 Reaktionsspezifitat der bakteriell exprimierten zbfALOX5

Zur Bestimmung der Reaktionsspezifitat der klonierten zbfALOX5 wurde das
Enzym mit AA fir 15 min inkubiert. Danach wurden die Reaktionsprodukte reduziert,
extrahiert und sequentiell unter Verwendung verschiedener HPLC Systeme (RP-HPLC,
SP-HPLC, CP-HPLC) analysiert. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in der folgenden
Abbildung (Abb. 11) zusammengefasst.
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Abb. 11: Die Reaktionsspezifitat der zbfALOX5. Links in der Abbildung dargestellt (A) ist ein
reprasentatives RP-HPLC-Beispielchromatogramm der zbfALOX5 Wildtyp-Reaktionsprodukte (schwarze
Kurve) mit der entsprechenden Negativkontrolle (kein Enzym, rote Kurve) aus dem 15minitigen
Aktivitdtsassay mit AA. Rechts daneben tabellarisch dargestellt (B) ist die deskriptive Statistik der RP-
HPLC (jeweils mit Mittelwert + Standardabweichung, letzteres hier und im Folgenden abgekirzt mit
»oigma“) aus insgesamt 26 Versuchen. Die hier verwendeten Enzyme entstammen stets bakterieller
rekombinanter Expression. Deweiteren wurde der 5-HETE-Peak aus der RP-HPLC aufgefangen und zur
Strukturbestéatigung mittels SP-HPLC (C) weiter analysiert. Der aufgereinigte 5-HETE-Peak wurde mittels
CP-HPLC (D) auf seine Enantiomerenverteilung untersucht. Die Retentionszeiten authentischer HETE-
Standards sind durch Pfeile Uber den Kurven angegeben.
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Zunachst wurden die Reaktionsprodukte mittels RP-HPLC in ihren 15-, 8/12- sowie
5-HETE-Anteil aufgetrennt (Abb. 11A). Daraus geht hervor, dass die rekombinante
zbfALOXS5 eine fast vollstandige ALOX5-Aktivitat aufweist. AA wird zu 96% zu 5-H(p)ETE
umgesetzt. Daneben ist zu einem kleinen Anteil von 3% ein 8/12-H(p)ETE-Peak sowie
zu 1% 15-H(p)ETE zu detektieren (Abb. 11A). Diese Analysen wurden fur mehrere
Expressionsansatze  durchgefihrt und  die  Statistik der  prozentualen
Produktzusammensetzung ist tabellarisch wiedergegeben (Abb. 11B). Zur weiteren
Analyse wurde der 5-HETE Peak eines reprasentativen RP-HPLC Laufes prapariert und
mittels SP-HPLC analysiert. Dabei konnte die chemische Identitat des Hauptproduktes
5-H(p)ETE in einem unabhangigen HPLC System bestatigt werden (Abb. 11C). Um die
Enantiomerenzusammensetzung des gebildeten 5-H(p)ETE zu quantifizieren, wurde
eine weitere Analyse der 5-HETE-Fraktion aus der SP-HPLC mittels CP-HPLC
durchgefiihrt (Abb. 11D). Die hier analysierte 5-HETE-Fraktion zeigt mit einem Anteil von
92% des S-Enantiomers und 8% des R-Enantiomers einen Uberwiegend chiralen
Charakter. Die dominante S-Lipoxygenierung konnte vorhergesagt werden, da sich an
der Position der Coffa-Determinante bei diesem Enzym kein Gly sondern ein etwas
groReres Ala befindet. AuRerdem beweist der chirale Charakter des dominanten
Reaktionsproduktes, dass das Enzym die Oxygenierungsreaktion in allen seinen
Elementarreaktionen  vollstandig  kontrolliert.  Nichtenzymatisch  entstandene
Oxidationprodukte wirden eine eher racemische (50:50) Enantiomerenverteilung

aufweisen.

3.3.1.2 Reaktionsspezifitat der eukaryontisch exprimierten zbfALOX5

Um zu Uberprifen, ob die Reaktionsspezifitat der zbfALOX5 von der Art des
rekombinanten Expressionssystems abhangt, wurde fir eine weitere Versuchsreihe die
zbfALOXS5 in HEK 293-Zellen rekombinant exprimiert. Dabei wurde das Lysat von 2-4 x
10° Zellen fur den Aktivitatsassay als Enzymquelle verwendet. Die Ergebnisse zeigen
keine signifikanten Abweichungen im Vergleich zur bakteriellen Expression bzgl. der
Positionsspezifitdt. Der hier gemessene Anteil der 5-Lipoxygenierung betrug 97+3%.
Weiterhin konnten 3+2% 8/12-H(p)ETE und keine 15-H(p)ETE gemessen werden (Abb.
12).
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Abb. 12: Beispielchromatogramm der Reaktionsprodukte der rekombinanten zbfALOX5 aus
eukaryontischer Expression: In der oben stehenden Abbildung ist ein resprasentatives Chromatogramm
des zbfALOX5-Produktmusters (schwarze Kurve) aus eukaryontischer Expression mittels HEK 293-Zellen
dargestellt. Die rote Kurve entspricht der Negativkontrolle (NK) aus derselben Versuchsreihe. Hierflr
wurden mock-transfizierte Zellen (Transfektion mit einen Leerplasmid) zum Aktivitdtsassay verwendet. Die
Retentionszeiten authentischer HETE-Standards sind mit Pfeilen Uber den Kurven markiert. Der hdhere
15-HETE-Peak der NK lasst sich dadurch erklaren, dass aktives Enzym (hier zbfALOX5) nicht nur AA als
Substrat verwenden kann, sondern zum Teil auch 15-HETE-Autoxidationsprodukte umsetzt, die folglich
nicht mehr als solche nachweisbar sind.

Zsfg.: Die zbfALOX5 kann in bakteriellen und eukaryontischen Zellen erfolgreich
exprimiert werden und zeigt im Experiment fur beide Methoden eine dominierende 5-
Lipoxygenaseaktivitat (96 bzw. 97%) mit ausgepragter Stereospezifitat fur das 5(S)-
H(p)ETE-Enantiomer (92%).

3.3.2 Versuche zur Anwendbarkeit der Volumenhypothese auf die zbfALOX5

Die Volumenhypothese der Reaktionsspezifitdt von ALOX5-Orthologen basiert auf
der Beobachtung, dass die Substratbindungstasche der ALOX5, verglichen mit dem
aktiven Zentrum der ALOX15, ein grof3eres Volumen aufweist (Gillmor et al., 1997).
Wenngleich die damals vorliegenden Strukturdaten dieses Konzept zu bestétigen
schienen, gab es alternative Interpretationsméglichkeiten (Prigge et al., 1998). Obwohl
die Kristallstruktur der humALOXS5 kirzlich aufgeklart wurde (Gilbert et al., 2011), kann
bisher nicht wirklich entschieden werden, ob die Reaktionsspezifitat der ALOX5 der

85



Volumenhypothese folgt, oder ob andere Faktoren wichtiger sind. Ortsgerichtete
Mutageneseuntersuchungen an den ALOX5-Orthologen des Menschen (Schwarz et al.,
2001) und der Maus (Hofheinz et al., 2013), bei denen die Triadendeterminanten durch
groRere Aminosauren ersetzt wurden, wandelten die 5-lipoxygenierenden ALOX5-
Orthologe in dominant 15-lipoxygenierende Enzyme um. Bei diesen ALOX5-Orthologen
reprasentieren die Aminosaureregionen um Phe359 (Borngraber 1), um Ala424+Asn425
(Sloane) und um Ala603 (Borngraber II) die Triadendeterminanten. Obwohl die
mechanistischen  Grundlagen fir die beobachteten Veranderungen  der
Reaktionsspezifitat noch nicht geklart werden konnten, scheint die Einfihrung grof3er
Aminosauren an den Triadenpositionen die Reaktionsspezifitat von ALOX5-Orthologen
zunéachst in Richtung 8-Lipoxygenierung und letztlich in Richtung 15-Lipoxygenierung zu
verandern. Um die Anwendbarkeit dieses Konzeptes auf den Zebrafisch zu untersuchen,
wurden ausgewahlte Positionsdeterminanten der zbfALOX5 mittels ortsgerichteter
Mutagenese durch unterschiedlich groRe Aminosduren ersetzt und die Enzyme als
Einfach-, Zweifach-, Dreifach- und Vierfachmutanten im pro- und eukaryontischen
Expressionssystem exprimiert. Als Positivkontrolle diente dabei das Wildtypenzym. Die
prokaryontischen Expressionen erfolgten in ein- bis vierfacher Wiederholung mit
anschlielBender Proteinaufreinigung der Zelllysatiiberstdnde. Die Analytik erfolgte mit
allen Elutionsfraktionen der Co-Agarose-Affinitatschromatographie. Die Analysen der
Reaktionsprodukte erfolgten mittels RP-, SP- und CP-HPLC.

3.3.2.1 Sloane-Mutanten

Wie in dem Aminosaurealignment der zbfALOX5 (Abb. 10) dargestellt, sind die
durch Sloane et. al. beschriebenen Triadendeterminanten Ala424 und Asn425 (Sloane et
al., 1991) in der Sequenz der zbfALOX5 im Vergleich zum humanen Enzym unverandert
konserviert. Diese Aminosauren weisen ein van-der-Waals-Volumen von 67 A3 fiir Alanin
(Ala, A) bzw. 96 A3 fiir Asparagin (Asn, N) auf und wurden zunéchst per Einzelmutationen
durch verschiedene gréRere Aminosauren ersetzt. Dadurch sollte das Volumen der
Substratbindungstasche verringert werden, was entsprechend der Volumenhypothese
eine Erhdhung des relativen Anteils and 8- und 15-Lipoxygenierung nach sich ziehen
sollte. Dafiir wurde zunéchst A424 (Ala, A; 67 A3) per ortsgerichteter Mutagenese durch
ein groRes Phenylalanin (Phe, F; 135 A3) substituiert und die Mutante A424F rekombinant

exprimiert. AnschlieBend wurde N425 (Asn; 96 A3) einmal durch ein Isoleucin (lle, I; 124
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A3) und einmal durch ein Phe (F; 135 A3) ersetzt und die Einfachmutanten N425M und
N425F ebenfalls rekombinant exprimiert. AnschlieRend wurde auch eine Doppelmutante,
A4241+N425M, konstruiert und rekombinant exprimiert. Die Produktspektren wurden
jeweils zuerst mittels RP-HPLC analysiert. Bei relativ hohen 8/12-HETE-Anteilen, die in
der RP-HPLC nicht ausreichend differenziert werden kénnen, wurden zuséatzliche SP-
HPLC-Analysen notig. Weiterhin wurden die dominierenden Reaktionsprodukte fir jede

Mutante mittels CP-HPLC auf die Enantiomerenverteilung hin untersucht.

3.3.2.1.1 Einfachmutante A424F

Das Produktmuster der Einfachmutante A424F (A: 67 A3 vs. F: 135 A3) ist mit
einem Beispielchromatogramm sowie deskriptiver und vergleichender Statistik in der
unten stehenden Abbildung dargestellt (Abb.13).

S-HETE
=) Mittelwert
'E' Mutation n +5igma (%) T-Test
= 15-HETE Wildtyp 5 0:1 p=0,545
IE A424F 5 00
P 8/12-HETE  Wildtyp 5 332 p=0,059
E Ad24F 5 7+
= S-HETE Wildtyp 5 962 p=0,068
[=]
= I/\' Ad24F 5 92+4
| =
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8M2-HETE
15-HETE l
W I

W I I
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Abb. 13: Produktmuster der zbfALOX5 Sloane-Mutante A424F. Links in der Abbildung ist ein
reprasentatives RP-HPLC-Beispielchromatogramm der Reaktionsprodukte der zbfALOX5 A424F-Mutante
(Blau) im Vergleich zur Positivkontrolle (zbfALOX5-Wildtyp, Schwarz) und Negativkontrolle (denaturierte
ALOXS5 statt Probe im Aktivitatsassay verwendet, Rot) dargestellt. In einem vorausgehenden Lauf wurden
durch authentische Standards die Retentionszeiten der HETEs ermittelt und mit Pfeilen Gber den Kurven
angegeben. Fir die Auswertung der Ergebnisse wurden die Flachen unter den entsprechenden Peaks der
Mutante und des Wildtyps integriert und durch Subtraktion der Integrale aus der Analyse der
Negativkontrolle korrigiert und mittels deskriptiver und vergleichender (T-Tests) statistischer Methoden
analysiert (siehe tabellarische Darstellung rechts in der Abbildung).
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5-H(p)ETE ist mit 92+4% das dominierende Arachidonsaureoxygenierungsprodukt
der A424F-Mutante. Verglichen mit dem Wildtypenzym ist der 5-HETE-Anteil am Muster
der Gesamtprodukte 4% niedriger, wobei der Unterschied statistisch nicht signifikant ist.
Des Weiteren kann ein kleiner Anteil an 8/12-HETE gemessen werden, der im Mittel bei
7% lag. Dieser ist ebenfalls nicht signifikant hoher als beim Wildtypenzym. Eine weitere
Untersuchung der 8/12-HETE-Fraktion mittels SP-HPLC zeigte, dass dieser Peak zu
89% aus 8-HETE und nur zu 11% aus 12-HETE besteht. Eine 15-HETE-Produktion
konnte wie beim Wildtyp nicht nachgewiesen werden. Die geringen Mengen an 15-HETE,
die sich im Chromatogramm abzeichnen, waren auch in der Negativkontrolle
nachweisbar (rote Kurve). Dies deutet darauf hin, dass diese geringen Mengen an 15-
HETE als Autoxidationsprodukte bereits in der Substratlésung vorhanden waren.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass diese Mutation keine signifikanten
Auswirkungen auf die Positionsspezifitat der zbfALOX5 hatte.

Da die Flache des 5-HETE-Peaks des Wildtypenzyms mehr als doppelt so groR3
ist wie die der Mutante, kann geschlussfolgert werden, dass die spezifische katalytische
Aktivitat der A424F-Mutante nur etwa halb so grol3 ist wie die des Wildtypenzyms. Fur
diese Schlussfolgerung wurde beriicksichtigt, dass fur die Aktivitatsassays vergleichbare

Mengen rekombinanten Enzyms eingesetzt wurden.

3.3.2.1.2 Einfachmutante N425M

Die Analyse des Produktmusters der Einfachmutante N425M (N: 96 A3 vs. M: 124
A3) belegt, dass 5-H(p)ETE nicht  mehr das  Hauptprodukt der
Arachidonsaureoxygenierung ist. Dieses Produkt trdgt nur noch zu 38+2% zur
Gesamtproduktbildung bei und dieser Anteil ist signifikant niedriger als der 5-HETE-Anteil
am Muster der Wildtyp-Reaktionsprodukte. Daflr reprasentiert der 8/12-HETE-Peak mit
58+3% das dominierende Produkt. Eine weitere Analyse dieser Fraktion mittels SP-HPLC
zeigt eine Zusammensetzung aus 58% 8-HETE und 42% 12-HETE (Abb. 17). In der RP-
HPLC konnte mit 4£3% auch eine signifikant groRere Menge an 15-HETE detektiert
werden. Insgesamt bleibt der Anteil der 15-HETEs an der Produktbildung aber gering.
Ein Beispielchromatogramm der RP-HPLC mit der entsprechenden Statistik dieser
Mutante ist im Folgenden dargestellt (Abb. 14). Da die Fache des 5-HETE-Peaks fur das
Wildtypenzym deutlich gro3er ist als die Summe der Flachen des 5-HETE- und des 8/12-
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HETE-Peaks, kann geschlussfolgert werden, dass die Enzymmutante eine deutlich
reduzierte spezifische Aktivitat im Vergleich zum Wildtypenzym aufweist.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich bereits durch die einfache
Mutation der Sloane-Determinante N425M das Produktspektrum signifikant verandern
lasst. Die ursprunglich Uberwiegende 5-Lipoxygenaseaktivitat wurde in eine
dominierende 8-Lipoxygenaseaktivitdt umgewandelt. Daneben ist auch ein kleiner Anteil
der 15-HETE-Produktion zu erkennen.

5-HETE

=) Mittelwert

E Mutation n  *Sigma (%) T-Test
z 15-HETE Wildtyp 5 0+1 p=0,035
I-E N425M 5 4+3

i 8/12-HETE  Wildtyp 5 3+2  p=0,000
E N425M 5 58+3

c S-HETE Wildtyp 5 9642  p=0,000
= N425M 5 38+2

o

G

2 8M2-HETE

<
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Abb. 14: Produktmuster der zbfALOX5 Sloane-Mutante N425M. Abgebildet sind links partielle RP-
HPLC-Chromatogramme der Einfachmutante N425M (Blau), des zbfALOX5-Wildtyps (Schwarz) und der
Negativkontrolle (Rot). Die Retentionszeiten authentischer Produktstandards sind mit Pfeilen tber den
Kurven markiert. Rechts in der Abbildung befindet sich eine tabellarische Darstellung der Mittelwerte +
Standardabweichungen (,Sigma“) sowie P-Werte von vergleichenden T-Tests der HETE-Anteile von
Mutante und Wildtyp-LOX.

3.3.2.1.3 Einfachmutante N425F

Als nachstes sollte untersucht werden, ob die Einfihrung einer noch gréf3eren
Aminosaure bei N424 eine weitergehende Veranderung in der Reaktionsspezifitat des
Enzyms induziert. Deshalb wurde an dieser Stelle ein Phenylalanin eingefiihrt. Dadurch
wurde im Vergleich zur N425M (N: 96 A3 vs. M: 124 A3) ein formaler Raumverlust am
aktiven Zentrum des Enzyms von 11A3 induziert (M: 124 A3 vs. F: 135 A3). Das
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Produktmuster der N425F-Mutante zeigt in der RP-HPLC mit im Mittelwert 27+13% einen
niedrigeren Anteil an 5-HETE im Vergleich mit dem Wildtypenzym und der N425M-
Mutante. Weiterhin ist der Anteil des 8/12-HETE-Peaks mit 41+14% hoher als beim
Wildtypenzym, jedoch niedriger als bei der N425M-Mutante. Besonders bemerkenswert
ist aber, dass die 15-HETE-Produktion mit 32% weit Uber der 15-HETE-Produktion des
Wildtyps (0%) und der N425M-Mutante (4%) liegt (Abb. 15). Statistisch gesehen ist der
Unterschied in der 15-HETE-Bildung aufgrund der hohen Standardabweichung jedoch

nicht signifikant.
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e N425F 4 27413
E Mittelwert
S Mutation n  *Sigma (%) T-Test
B 15-HETE N425M 5 4:3 P=0,134
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15-HETE N425F il A1+14
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Abb. 15: Produktspektrum der zbfALOX5-Triadenmutante N425F. Dargestellt sind links partielle RP-
HPLC-Chromatogramme der Sloane-Einfachmutante N425F (Blau), des Wildtyps (Schwarz) und der
Negativkontrolle (Rot). Die Retentionszeiten authentischer Standards wurden in einem Vorlauf ermittelt und
sind mit Pfeilen Uber den Kurven angegeben. Rechts im Bild ist die deskriptive und vergleichende Statistik
dieser Mutante im Vergleich zum Wildtyp (oben) und zur Einfachmutante N425M (unten, Grau) dargestellt.

Da die Flache des 5-HETE Peaks fur das Wildtypenzym deutlich groR3er ist als die
Summe der Flachen des 5-HETE-Peaks, des 8/12-HETE-Peaks und des 15-HETE-
Peaks zusammen, kann geschlussfolgert werden, dass die Enzymmutante eine
reduzierte spezifische Aktivitat im Vergleich zum Wildtypenzym aufweist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Positionsspezifitdit der N425F-
Mutante sich im Sinne der Volumenhypothese verédndert hat. Die relativen Anteile der 5-
und 8/12-HETE-Bildung sind niedriger, der 15-HETE-Anteil hoher. Nach wie vor bildet
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allerdings 8/12-HETE das dominierende Produkt. Im Vergleich zur N425M-Mutante hat
sich die Produktspezifitat nicht signifikant verandert.

3.3.2.1.4 Zweifachmutante A4241+N425M

Um die Effekte einer starkeren Volumenabnahme der Substratbindungstasche auf
die Positionsspezifitdt zu untersuchen, wurden neben den Einfachmutanten auch
Doppelmutanten konstruiert, bei denen zwei Triadendeterminanten gleichzeitig durch
groRere Aminosauren ersetzt wurden. Die substituierten Aminosauren der hier
exprimierten Doppelmutante A4241 (A: 67 A3 vs. I: 124 A3) + N425M (N: 96 A3 vs. M: 124
A3) fiihren formal betrachtet zu einer Volumenabnahme der Substratbindungstasche von
insgesamt 85 As.

Die Analyse dieser Mutante zeigt in der RP-HPLC mit 16% nur noch eine geringe
5-Lipoxygenierung. Mit 65+24% bildet der 8/12-HETE-Peak die dominierende
Produktfraktion (Abb. 16). Dieser Peak wurde mittels SP-HPLC in seine weiteren
Bestandteile aufgetrennt und scheint mit 75% hauptsachlich aus 8-HETE und nur zu 10%
aus 12-HETE zu bestehen (Abb. 17). Mit 19% 15-HETE im Produktspektrum ist zudem
eine signifikante Zunahme der 15-Lipoxygenierung im Vergleich zum Wildtyp und den
getesteten Einfachmutanten nachzuweisen. Da die Flache des 5-HETE-Peaks fir das
Wildtypenzym groRer ist als die Summe der Flachen des 5-HETE-, 8/12-HETE- und 15-
HETE Peaks, kann geschlussfolgert werden, dass die Enzymmutante eine reduzierte
spezifische Aktivitat im Vergleich zum Wildtypenzym aufweist.

Es lasst sich zusammenfassen, dass die weitere Volumenzunahme (verglichen mit
dem Wildtypeenzym) auf insgesamt 85 A3 zu einer héheren 8-Lipoxygenierung gefiihrt
hat. Diese ist mit 65% unter den bisherigen Mutanten am hdchsten. Auch die 15-HETE-
Fraktion hat im Vergleich zum Wildtyp und der N425M-Mutante signifikant zugenommen,
was fur die Anwendbarkeit der Volumenhypothese spricht.
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Abb. 16: Produktspektrum der A4241+N425M-Doppelmutante der zbfALOX5. Auf der linken Seite sind
jeweils reprasentative RP-HPLC-Chromatogramme des zbfALOX5-Wildtyps (Schwarz), der Triaden-
Doppelmutante A4241+N4245M (Blau) und denaturierter zbfALOX5 als Negativkontrolle (Rot) abgebildet.
Retentionszeiten der HETE-Standards sind mit Pfeilen tber den Kurven markiert. Rechts im Bild ist die
deskriptive und vergleichende Statistik dieser Mutante im Vergleich zum Wildtyp (oben) und zu den
Einfachmutanten N425M und N425F (Grau) darunter dargestellt.

3.3.2.1.5 Normalphasen-HPLC interessanter Sloane-Mutanten

In der unten stehenden Abbildung (Abb. 17) sind partielle SP-HPLC-
Chromatogramme interessanter  8/12-HETE-produzierender Sloane-Mutanten
vergleichend dargestellt. Durch dieses HPLC-Verfahren wird die weitere Differenzierung
der 8/12-HETE-Fraktion ermdéglicht. In der durch die Mutationen zunehmenden 8/12-
HETE-Fraktion ist stets 8-HETE, fur die Doppelmutante A4241+N425M mit 74% am

deutlichsten ausgepragt, das dominierende Produkt.
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Abb. 17: Untersuchung des 8/12-
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3.3.2.1.6 Enantioselektivitat dominant 8-lipoxygenierender zbfALOX5-Mutanten

In der unten stehenden Abbildung (Abb. 18) sind partielle CP-HPLC-
Chromatogramme der isolierten 8-HETE-Peaks der beiden dominant 8-HETE-
produzierenden Mutanten N425M und A4241+N425M dargestellt.

8(R)-HETE zbfALOXS-Mutation 8(R)-HETE (%)  8(S)-HETE (%)
l A4241+N4A25M 4 96
N425M 32 68

8(S)-HETE

l

Absorption bei 235nm (mAU)

A%

Retentionszeit (min)

Abb. 18: Chiralphasen-HPLC der 8-HETE, die von Triadenmutanten der zbfALOX5 produzert wurde.
Links in der oben stehenden Abbildung sind partielle CP-HPLC-Chromatogramme der isolierten 8-HETE-
Fraktionen der beiden dominant 8-H(p)ETE-produzierenden Sloane-Mutanten A4241+N425M (Blau) und
N425M (Rot) dargestellt. Die Retentionszeiten authentischer Standards wurden in einem Referenz-Lauf
zuvor ermittelt und sind mit Pfeilen Gber den Kurven markiert. Der nichtbeschriftete rote Peak mit der
kurzesten Retentionszeit ist durch ein anderes konjugiertes Dien, vermutlich nicht erfolgreich methylierte
8-HETE, bedingt. In der Abbildung rechts sind die relativen Anteile der beiden Enantiomere
zusammengefasst.
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Dafir wurden die 8-HETE-Peaks aus der SP-HPLC aufgefangen und die
Carboxylgruppe durch Zugabe etherischen Diazomethans methyliert. Die Methylierung
war notwending, da sich die Enantiomeren (R vs. S) der freien Sauren von 8-HETE unter
den gegebenen chromatographischen Bedingungen nicht sicher von einander trennen
lieRen. Aus den Analysen geht hervor, dass durch beide Enzymmutanten dominant 8(S)-
H(p)ETE gebildet wurde. Die Doppelmutante setzt AA mit 96% stereospezifisch zu 8(S)-
H(p)ETE um, wahrend nur 4% 8(R)-H(p)ETE nachweisbar war. Fur die Einfachmutante
lag 8-HETE zu 68% als S-Enantiomer vor. Da 8(R)-HETE immerhin zu 32% gebildet
wurde, muss davon ausgegangen werden, dass die 8-H(p)ETE-Synthese nicht
vollstanding Enzym-kontrolliert abgelaufen ist. Die Sauerstoffinsertion enthalt hier
offenbar einen signifikanten nicht-enzymatischen Anteil. Diese Schlussfolgerung steht im
Einklang mit der relativ geringen katalytischen Effizienz (geringe spezifische Aktivitat)
dieser Einfachmutante (Abb. 14).

Die Enantiomerenanalytik des 5-HETE-Anteils am Produktmuster der dominant 8-
lipoxygenierenden Sloane Mutanten ergab (Tab. 2), dass die hohe Stereospezifitat der
5-H(p)ETE Bildung des Wildtypenzyms bei den beiden Mutanten erhalten geblieben ist.
5-HETE wird von allen getesteten zbfALOX5-Varianten Uberwiegend als S-Enantiomer
synthetisiert. Diese Daten deuten darauf hin, dass die 5-H(p)ETE Bildung in allen
Elementarreaktionen (Wasserstoffabstraktion, Radikalverschiebung, Sauerstoffinsertion)

vollstandig Enzym-kontrolliert abgelaufen ist.

ZbfALOX5-Mutation  [5(R)-HETE (%)[5(S)-HETE (%)

Wildtyp 8 92
A4241+N425M 10 90
N425M 12 88

Tab. 2: Enantiomerenzusammensetzung der 5-HETESs, die durch ausgewéhlte Sloane-Mutanten
synthetisiert wurden. In der oben stehenden Tabelle ist die Enantiomerenverteilung mittels CP-HPLC-
untersuchter isolierter 5-HETE-Peaks der beiden Sloane-Mutanten A4241+N425M und N425M im Vergleich
zum Wildtyp dargestellt.

3.3.2.2 Kombinierte Mutationen der Sloane- und Borngréaber-Determinanten

Mit einfachen und kombinierten Mutationen der beiden Sloane-Determinanten
konnte die Positionsspezifitat der 5-lipoxygenierenden zbfALOX5 in Uberwiegend 8-
lipoxygenierende Enzymvarianten umgewandelt werden. Dabei ergab sich manchmal

auch eine geringgradige Zunahme der 15-Lipoxygenierung. Um zu Uberprtfen, ob
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kombinierte Mutationen verschiedener Triadendeterminanten zu einer deutlicheren
Erhohung der 15-Lipoxygenierungsaktivitdt fuhren, wurden ausgewéhlte Sloane-
Mutanten mit Mutationen der anderen beiden Triadendeterminanten (Borngraber-I und -

II) kombiniert.

3.3.2.2.1 Zweifachmutante F359W+N425M

Die N425M Sloane-Mutante der zbfALOX5 (Abb. 14) verdnderte die
Reaktionsspezifitat der zbfALOX5 zu einer dominant 8-lipoxygenierenden
Enzymvariante, wobei geringe Mengen an 15-H(p)ETE gebildet wurden. Um diesen 15-
H(p)ETE-Anteil zu erhdhen, wurde entsprechend der Volumenhypothese an der
Borngraber-1 Determinante der N425M-Mutante eine Aminosaure mit grof3er Seitenkette
eingefihrt (F: 135 A3 vs. W: 163 A3). Diese Manipulation fiihrte leider zu einer inaktiven
Enzymvariante, sodass keine Reaktionsprodukte analysiert werden konnten. Da mit allen
exprimierten Mutanten SDS-PAGEs und spezifische AK-basierte LOX-Nachweise mittels
Western Blot erfolgt sind, konnte die erfolgreiche Expression nachgewiesen werden. Die
Intensitat der Immunfluoreszenz der E2-Fraktion, in der sich die Hauptmenge des Enzym-
Eluats nach der Affinitatschromatographie befindet, betrug 80% im Vergleich zum
Wildtyp-Enzym (nicht gezeigt). Diese Daten lassen darauf schlieen, dass die
F359W+N425M-Doppelmutante als katalytisch inaktives Protein exprimiert wird. Aus
diesem Ergebnis kann geschlussfolgert werden, dass die Einfihrung des grof3en Trp an
der Position Phe359 zu strukturellen Veranderungen fuhrt, die das Enzym katalytisch
inaktiv machen. Die genauen Ursachen dieser katalytischen Inaktivitat wurden nicht

naher untersucht.

3.3.2.2.2 Dreifachmutante F359W+A424|+N425M

Trotz der katalytischen Inaktivitat der F359W-N425M-Mutante wurde diese
Enzymvariante dazu genutzt, die Dreifachmutante F359W+A4241+N425M herzustellen
und hinsichtlich ihrer Reaktionsspezifitat zu testen. Dieser Strategie lagen folgende
Uberlegungen zugrunde: Die katalytische Inaktivitat der F359W+N425M Doppelmutante
konnte darauf zurtickzufiihren sein, dass sich die grof3e Seitenkette des eingefiihrten Trp
in der Raumstruktur in einer Weise orientiert, welche die native Faltung der
Polypeptidkette behindert. Dadurch kénnte es zu Faltungsproblemen kommen, die sich

auf die katalytische Aktivitat auswirken. Die Einfihrung eines lle bei Ala424 kdnnte eine
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Umorientierung des eingefihrten

Proteinfaltung wieder moglich wird.

W359-Restes bewirken,

sodass eine native

Mittelwert £
S-HETE Mutation n Sigma (36) T-Test
15-HETE  Wildtyp 5 0:0 p=0,000
F359W+A4241+NA25M 4 9149
5 8/12-HETE Wildtyp 5 2+1  p=0,208
E F359W+AA241+NA25M 4 9+9
‘E S-HETE  Wildtyp 5 98+1 p=0,000
I.E F359W+AA241+N425M 4 00
E Mittelwert +
2 Mutation n Sigma (%) T-Test
E 15-HETE F359W+A4241+NA2SF 4 91+9 p=0,000
§. 15-HETE A4241+NA25M 6 19+14
ﬁ l 8112-HETE 8/12-HETE |-j35q9Wf—A£}%x?.IJ+N425F x'!—l ) _9%’9 p=0,001
< AA2A1+NA25N 6 65+24
5-HETE F359W+AA241+NA25F 4 0+0 p=0,010
A4Z41+N425M B 16+10
1,

N |
7.5 10

Retentionszeit (min)

Abb. 19 Produktmuster der zbfALOX5-Dreifachmutante F359W+A4241+N425M. In der obigen
Abbildung sind die partiellen Chromatogramme der Dreifachmutante (Blau), des Wildtyps (Schwarz) und
der Negativkontrolle (kein Enzym, Rot) dargestellt. Die Retentionszeiten authentischer Standards sind mit
Pfeilen Uber den Kurven markiert. Rechts in der Abbildung befindet sich die tabellarische Darstellung der
relativen HETE-Anteile dieser Mutante im Vergleich zum Wildtyp (oben), darunter auch beispielhaft
vergleichend zur dominierend 8-HETE-produzierenden Mutante A4241+N425M (Grau).

Im Rahmen unserer Experimente konnten wir feststellen, dass die zuvor als
funktionslos erwiesene Zweifachmutante F359W+N425M in Kombination mit der
Mutation A424l als funktionelle Dreifachmutante exprimiert werden konnte. Obwohl das
Expressionsniveau der Dreifachmutante verglichen mit dem des Wildtyp-Enzyms deutlich
geringer war [das Immunfluoreszenzsignal im Western-Blot (hier nicht gezeigt) belegte,
dass die LOX-Proteinexpression nur 28% der Expression des Wildtypenzyms entsprach],
zeigten die durchgefuhrten Aktivitatsassays reproduzierbar eine gut messabare
Die Analytik des ergab,

Dreifachmutante kein 5-H(p)ETE mehr produzierte. Der Anteil des 8/12-H(p)ETE Peaks

enzymatische Aktivitat. Produktmusters dass die
betrug nur 9%. Dafir konnte eine deutliche 15-H(p)ETE-Bildung nachgewiesen werden
(Abb. 19). Der 15-H(p)ETE-Anteil am Gesamtproduktmuster betrdgt 91% mit einer
Standardabweichung von £9%. Dieses Ergebnis ist im Vergleich zum Wildtypenzym (WT)

und zu den drei dominierend 8-HETE-produzierenden Triadenmutanten hochgradig
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signifikant. In der obigen Abbildung ist exemplarisch die Statistik der Doppelmutante
A4241+N425M zum Vergleich dargestellt. Die Abweichungen der relativen Anteile der
Reaktionsprodukte der Dreifachmutante A4241+N425M+F359W waren im Vergleich zu
den Produktfraktionen der anderen beiden dominierend 8-HETE-produzierenden
Triadenmutanten (N425M und N425F) ebenfalls fur alle drei Peaks der RP-HPLC
signifikant. Die vergleichenden Statistiken sind der Ubersichtlichkeit halber auf den
Wildtyp und die Doppelmutante beschrankt dargestellt.

Ein Vergleich der Peakflachen der Produkte, die durch das WT-Enzym gebildet
wurden, und der Peakflachen der Dreifachmutante zeigt dabei an, dass das mutierte
Enzym nur etwa 20 % der spezifischen Aktivitdt des WT-Enzyms aufweist. Bei dieser
Berechnung wurden die unterschiedlichen Expressionshéhen der rekombinanten

Proteine berlcksichtigt.

3.3.2.2.3 Vierfachmutante F359W+A4241+N425M+A603l

Da Experimente an der murinen ALOX5 gezeigt hatten (Hofheinz et al., 2013),
dass der 15-HETE-Anteil einer Dreifachmutation duch einen Ala603lle Austausch noch
weiter verstarkt werden konnte, wurde auch fur die zbfALOX5 die entsprechende
Vierfachmutante (F359W+A4241+N425M+A603I) hergestellt. Diese Vierfachmutante
zeigt ebenfalls eine Uberwiegende 15-Lipoxygenaseaktivitatt. FUr dieses Enzym betrug
der 15-H(p)ETE-Anteil im Produktmuster 64+12%. Die 8/12-H(p)ETE-Fraktion trug im
Mittel zu 29% zum Produktmuster bei und zu 8% wurde 5-H(p)ETE produziert (Abb. 20).
Ein mdoglichst reprasentatives RP-HPLC-Chromatogramm ist in der unten stehenden
Abbildung einsehbar. Ein Vergleich der Peakflachen der Produkte, die durch das WT-
Enzym gebildet wurden, und der Peakflachen der Vierfachmutante zeigt dabei an, dass
das mutierte Enzym nur etwa 20 % der spezifischen Aktivitat des WT-Enzyms aufweist.
Bei dieser Berechnung wurden die unterschiedlichen Expressionshéhen der
rekombinanten Proteine beriicksichtigt.

Zusammenfassend lasst sich aussagen, dass die Vierfachmutante zwar signifikant
weniger 15-Lipoxygenasespezifitdt ausweist als die Dreifachmutante, jedoch ebenfalls
15-HETE das dominierende Produkt darstellt. Die HETE-Anteile im Produktspektrum sind
im Vergleich zum Wildtyp-Enzym alle signifikant im Sinne der Volumenhypothese

verandert und stitzen diese nach wie vor. Es scheint neben der Volumina der
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Seitenketten von Positionsdeterminanten zusatzliche, z.B. sterische, Faktoren zu geben,

die ebenfalls die Positionsspezifitat beeinflussen.

Mittelwert
5-HETE Mutation n tSigma (%) T-Test
l 15-HETE Wildtyp 5 0+1 p=0,002
F359W+AA241+NA25M+ABD3I 5 64121
8/12-HETE  Wildtyp 5 312  p=0,008
F359W+AA241+NA25M+ABD3I 5 29412
s 5-HETE Wildtyp 5 96+2  p=0,000
E F359W+AA241+NA25M+ABD3I 5 819
E Mittelwert
E Mutation n  tSigma(%) T-Test
‘T 15-HETE F359W+AA241+NA25M+AB03I 5 64121 p=0,043
'g F359W+AA241+NA25F 4 9149
:g 8/12-HETE F359W+AA241+NA25M+AB03I 5 2912 p=0,029
=] F359W+A4241+N425F 4 949
E 15-HETE 5-HETE F359W+A4241+N425M+AB03I 5 819 p=0,145
< F359W-+A4241+N425F 4 00
BiM2-HETE
W S —

A I |

Retentionszeit (min)

Abb. 20: Produktmuster der zbfALOX5-Vierfachmutante F359W+A4241+N425M+A603I. In der obigen
Abbildung sind partielle RP-HPLC-Chromatogramme der Vierfachmutanten (Blau), des Wildtyps (Schwarz)
und der Negativkontrolle (Rot) dargestellt. Die Retentionszeiten authentischer Standards wurden in einem
vorherigen Lauf bestimmt und sind mit Pfeilen Gber den Kurven markiert. Rechts in der Abbildung sind die
relativen Anteile der Reaktionsprodukte im Vergleich zum Wildtyp (oben) und darunter zur
Dreifachmutanten (Grau) dargestellt.

3.3.2.3 Enantioselektivitat der 15-lipoxygenierenden zbfALOX5-Mutanten

Um zu Uberprifen, ob die 15-H(p)ETE-Bildung durch die zbfALOX5-Mutanten
vollstanding enzymkontrolliert verlauft, wurde dieses Produkt isoliert und mittels CP-
HPLC auf seine Enantiomerenzusammensetzung untersucht. Fur die Analysen zur 15-
HETE-Chiralitdt bedarf es keiner Methylierung der freien Hydroxyfettsauren. Aus der
folgenden Abbildung (Abb. 21) geht hervor, dass die dominant 15-lipoxygenierende
Dreifachmutante F359W+A4241+N425M zu 81% 15(S)-H(p)ETE produziert. Das
entsprechende 15(R)-Enantiomer wurde in nur geringen Mengen gebildet. Diese Daten
belegen, dass die 15-H(p)ETE Bildung durch die Triadendreifachmutante Uberwiegend

enzymkontrolliert ablauft. Fir die anderen getesteten 15-HETE-produzierenden
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Enzymvarianten konnte ebenfalls eine Bevorzugung der 15(S)-H(p)ETE-Produktion
nachgewiesen werden [68% fur die Sloane-Einfachmutante N425F (Griin), 59% fir die
Sloane-Doppelmutante A4241+N4225M (Blau) und 59% flir die Sloane-Einfachmutante
N425M (Rot)]. Bei diesen Mutanten trug jedoch das entsprechende 15(R)-Enantiomer bis
zu einem Drittel zur gesamten 15-H(p)ETE-Bildung bei. Aus diesem Ergebnis muss
geschlussfolgert werden, dass die 15-H(p)ETE-Bildung bei den Mutanten, die 15-
H(p)ETE als Nebenprodukt synthetisieren, nur teilweise enzymkontrolliert ablauft.
Interessanterweise korreliert die Zunahme des Anteils der 15-H(p)ETE-Bildung mit der
Zunahme der Stereospezifitat. Dies bedeutet, dass Mutanten mit einem geringen Anteil
an 15-H(p)ETE-Bildung uberwiegend racemische 15-HETE produzieren, wahrend
Enzymmutanten mit hohem 15-H(p)ETE-Anteil bevorzugt 15(S)-HETE bilden. Leider
konnte aus Mangel an verfugbarem Enzym das Enantiomerenverhaltnis von 15-H(p)ETE,

das durch die Vierfachmutante gebildet wurde, nicht quantifiziert werden.

zbfALOX5-Mutation 15(R)-HETE (%) 15(S)-HETE (%)
15(S)-HETE F359W+A4241+N425M 19
15(R)-HETE N425F 32 68
l A4241+N4A25M 41 59
N425M 41 59

Absorption bei 235nm (mAU)

b
AN

Ty
Y

Retentionszeit (min)

Abb. 21: Chiralphasen-HPLC der 15-HETE, die von zbfALOX5-Triadenmutanten synthetisiert wurde.
In der Abbildung sind partielle CP-HPLC-Chromatogramme der hauptsachlich 15-oxygenierenden
Dreifachmutante (Schwarz), verschiedener Sloane-Einfachmutanten N425F (Griin) und N425M (Rot), und
der Doppelmutante A4241+N425M (Blau) dargestellt. Fir die Untersuchung der 15-HETE-Chiralitat wurden
die 15-HETE-Peaks aus der RP-HPLC prapariert und mittels CP-HPLC in ihre R- und S-Isomere
aufgetrennt. Der S-Peak wurde in dem obigen Chromatogramm fur alle Mutanten gleich skaliert, um eine
sinnvolle Darstellung der relativen S-/R-Anteile zu erreichen. Die Retentionszeiten authentischer Standards
sind als Pfeile Uber den Kurven angegeben.

3.3.2.4 Ubersicht Uiber das Produktmuster der zbfALOX5-Triadenmutanten

Aus Griinden der besseren Ubersichtlichkeit sind in Tabelle 3 die Produktmuster
aller untersuchten zbfALOX5-Triadenmutanten tabellarisch zusammengefasst. Fur diese
Darstellung wurden die relativen Anteile der 3 Hauptpeaks aus den RP-HPLC-Analysen
quantifiziert. Fur die Uberwiegend 8/12-HETE-produzierenden Mutanten (N425M und
A4241+N425M) ist bereits gezeigt worden, dass es sich bei dem 8/12-HETE-Peak
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Uberwiegend um 8(S)-HETE handelt (siehe 3.3.2.1.5 und 3.3.2.1.6). Bei den
Uberwiegend 15-oxygenierenden Mutanten wird eher das S-Enantiomer der 15-HETE
gebildet (siehe 3.3.2.3).

zbfALOX5-Mutation 15-HETE (%) ®B/12-HETE (%) [5-HETE (%)
Wildtyp 1+1 3+2 96+3
A424F 00 7+4 92+4
N425M 4+3 58+3 38+2
N425F 32427 41+14 27+13
A4241+N425M 19+14 65+24 16210
F359W+A4241+N425M 91+9 9+9 00
F359W+A4241+N425M+A603l 6121 20+12 8+9

Tab. 3: Ubersicht {iber die Reaktionsspezifitat von zbfALOX5-Triadenmutanten. In der obigen Tabelle
sind die im Detail bereits vorgestellten Triadenmutanten der zbfALOX5 zusammenfassend aufgefuhrt. Das
jeweilige Hauptprodukt ist durch fette Schrift hervorgehoben. Fir die Einfachmutante N425M und die
Zweifachmutante A4241+N425M ist bereits gezeigt worden, dass es sich in der 8/12-HETE-Fraktion
Uberwiegend um 8(S)-HETE handelt (siehe 3.3.2.1.5 und 3.3.2.1.6).

Zsfg.: Die Positionsspezifitat der zbfALOXS5 lasst sich durch multiple Mutationen der
Triadendeterminanten von einer spezifisch 5(S)-lipoxygenierenden ALOX, Uber eine
dominierend 8(S)-lipoxygenierende Form zu einer spezifisch 15(S)-oxygenierenden
ALOX umwandeln. Die Ergebnisse bestatigen die Befunde, die fiir das humane und
murine Enzym bereits publiziert wurden, an einer evolutionar entfernten ALOX5.

Damit scheint das Prinzip, das dieser Eigenschaft zugrunde liegt, evolutionar

konserviert zu sein.

3.3.3 Phosphorylierungsmimetische Mutationen

Wie in Kapitel 1.3.3 (Regulation von Lipoxygenasen) bereits erwahnt, enthalt die
humALOX5 drei potentielle Phosphorylierungsstellen (Radmark et al., 2015). Fur die
phosphorylierungsmimetische Mutation Ser663Asp der humanen ALOX5 wurde in einer
vorangegangenen Arbeit gezeigt, dass die Mutation eine vollstdndige Umkehrung der
Positionsspezifitatt des Enzyms von einer 5- zu einer 15-lipoxygenierenden Isoform
induziert (Gilbert et al., 2012). Fur die humane und die murine ALOX5 konnte dieses

Ergebnis jedoch nicht bestatigt werden (Adel et al., 2014). Da der Zebrafisch mit hoher

100



Wahrscheinlichkeit tber einen funktionellen Leukotriensignalweg verfugt (Horn et al.,
2015), sollten die regulatorischen Mechanismen leukotriensynthetisierender Enzyme

evolutiondr konserviert sein.

5-HETE

5 Mittelwert

E Mutation n  +Sigma (%) T-Test
'E' 15-HETE Wildtyp 5 0z0

§ T271D 5 0+0

™ 5-HETE Wildtyp 5 98+1 p=0,023
o

— 271D 5 10040
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=]

=
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Abb. 22: Produktmuster der phosphorylierungsmimetischen Mutante T271D. In der obigen Abbildung
sind jeweils reprasentative RP-HPLC-Chromatogramme der Produktmuster von zbfALOX5-Wildtyp
(Schwarz), Negativkontrolle (denaturierter Wildtyp, Rot) und der Pseudophosphorylierungsmutante T271D
(Blau, Thr271Asp) dargestellt. Die Retentionszeiten authentischer Produktstandards wurden ebenfalls
analysiert und sind mit Pfeilen Gber den Kurven gekennzeichnet. Rechts in der Abbildung ist die deskriptive
und vergleichende Statistik tabellarisch dargestellt.

Um die Auswirkungen einer etwaigen Phosphorylierung auf die Produktspezifitat
der zbfALOX5 zu untersuchen, wurde zunédchst ein multiples Aminoséurealignment mit
der hum- und mouALOXS5 erstellt, das Aufschluss Uber ein mogliches Vorhandensein
dieser Phosphorylierungsstellen in der Primarstruktur der zbfALOXS5 gibt (siehe 3.3, Abb.
10). Aus diesem Alignment geht hervor, dass nur die Position Ser663 der drei
Phosphorylierungsstellen (Ser271, Ser523 und Ser663) streng konserviert zu sein
scheint. An der Stelle Ser271 befindet sich ein Threonin (T, Thr). Dieses enthalt allerdings
ebenfalls eine Hydroxylgruppe in der Seitenkette und konnte damit als potentielle
Phosphorylierungsstelle fungieren. An der Position Ser523 ist in der zbfALOX5 ein
Cystein (C, Cys) lokalisiert, das mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht phosphoryliert werden
kann. In der Sequenz der zbfALOX5 scheinen also zwei (Thr271 und Ser663) der drei
Phosphorylierungsstellen des humanen Enzyms funktionell konserviert zu sein. An

diesen beiden Aminosduren wurde durch ortsgerichtete Mutagenese eine
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Phosphorylierung simuliert. Dabei wurde die Zielaminosaure durch ein Aspartat (Asp, D)
ersetzt, dessen strukturelle Auswirkungen auf das Protein einer Phosphorylierung von
Serin ahnlich sind (Huang and Erikson, 1994). Schlief3lich erfolgte die Expression dieser
Mutante, mit jeweils simultaner Expression des Wildtypenzyms als Positivkontrolle, in
BL21(DE3)pLysS E. coli-Zellen mit anschlieBender Aufreinigung per Affinitats-
chromatographie mittels Cobalt-Sepharose. Das Niveau der LOX-Expressionen wurde
im Western Blot quantifiziert und Aktivitdtsassays mit allen flnf Elutionsfraktionen der
Affinitatschromatographie durchgefthrt. Die Charakterisierung der Arachidonsaure-
oxygenierungsprodukte erfolgte mittels RP-HPLC (Abb. 22 und 23). Die relativen Anteile
der Flacheneinheiten unter den jeweiligen HETE-Peaks wurden fur die Statistik durch

Subtraktion der jeweiligen Negativkontrolle korrigiert.
5-HETE

5 Mittelwert+

E Mutation n Sigma (%) T-Test
£ 15-HETE Wildtyp 5 0+0

§ 663D 5 0+0

% 5-HETE Wildtyp 5 100+0 p=0,178
'g 5663D 5 100+1

L

L

[= N

| ™

o

2]

L

<

15-HETE SM2-HETE

b
p\ | |

Retentionszeit (min)

Abb. 23: Produktmuster der Phosphorylierungsmutante S663D. In der obigen Abbildung sind jeweils
reprasentative  RP-HPLC-Chromatogramme der Produktspektren von zbfALOX5-Wildtyp (Schwarz),
Negativkontrolle (denaturierter Wildtyp, Rot) und der Pseudophosphorylierungsmutante S663D (Blau,
Ser663Asp) dargestellt. Die Retentionszeiten authentischer Produktstandards wurden ebenfalls analysiert
und sind mit Pfeilen Uber den Kurven gekennzeichnet. Rechts in der Abbildung ist die deskriptive und
vergleichende Statistik tabellarisch dargestellt.
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Fur alle exprimierten Zebrafisch-Enzyme war 5-H(p)ETE das dominante
Reaktionsprodukt. Bei den Untersuchungen der Phosphorylierungsmutante Thr271Asp
konnte ein relativer Anteil von 100£0% 5-H(p)ETE fir die Phosphorylierungsmutante
gemessen werden. Dieser liegt geringfligig, jedoch statistisch signifikant, hdher als die
durch den Wildtyp entstandene 5-H(p)ETE-Fraktion von 98+1% (p<0,05). Die Bildung
von 15-HETE konnte nicht nachgewiesen werden. Fir die Phosphorylierungsmutante
Ser663Asp konnte, ebenso wie fur die Thr271Asp-Mutante, keine 15-H(p)ETE-
Produktion nachgewiesen werden. In diesem Experiment ergab sich fir das
Wildtypenzym und die Ser663Asp-Mutante eine 100%ige 5-HETE Bildung.

Die Bildung einer grol3eren Menge 15-H(p)ETE oder gar Inversion der
Produktspezifitdt von 15- zu 5-Lipoxygenierung durch Phosphorylierung kann fur die
zbfALOX5 auf der Grundlage dieser Experimente nicht postuliert werden. Fiur beide
phosphorylierungsmimetischen Mutanten betragt der relative 15-H(p)ETE-Anteil < 1%
und der 5-H(p)ETE-Anteil >99%. In Anbetracht der deutlich geringeren Flache des 5-
H(p)ETE-Peaks im Chromatogramm koénnte man bei gleichem Experessionsniveau des
Enzymproteins auf eine geringere spezifische Aktivitdt der Enzymmutanten schliel3en.
Detaillierte Untersuchungen zur spezifischen Aktivitat dieser Mutanten durch Mitarbeiter
unserer Arbeitsgruppe bestatigen eine geringere Aktivitat der Phosphorylierungsmutante
Thr271Asp. Demnach betragt die pg HETE/mg Gesamtprotein-Ratio fur den zbfALOX5-
Wildtyp 1,31+0,21 und die zbfALOX5 Thr271Asp-Mutante nur 0,54+0,05 (Adel et al.,
2014). Bei der Interpretation der spezifischen Aktivitaten sollte bericksichtigt werden,
dass die molaren Turnover-Raten der verschiedenen Mutanten nicht exakt bestimmt
worden sind. Dies wirde eine komplette Aufreinigung der rekombinanten Mutanten und

detaillierte kinetische Messungen voraussetzen, die hier nicht durchgefiihrt wurden.

Zsfg.: Von den drei bekannten Phosphorylierungsstellen der humanen ALOXS5 sind
zwei (Ser271 und Ser663) in der Sequenz der zbfALOX5 funktionell konserviert.
Phosphorylierungsmimetische Mutanten (Thr271Asp und Ser663Asp) der zbfALOX5
weisen keine wesentlichen Veranderungen in lhrem Produktmuster auf. 5-H(p)ETE
ist bei allen getesteten Enzymvarianten das Hauptprodukt und die Bildung von 15-
H(p)ETE ist nicht nachweisbar.
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3.34 Expressionsprofile Leukotrien-relevanter Enzyme in der
Embryonalentwicklung des Zebrafischs

Untersuchungen des Phanotyps zbfLOX1-defizienter Zebrafische haben gezeigt,
dass die Inaktivierung des entsprechenden Gens zu einer Beeintrachtigung der frihen
Embryonalentwicklung fuhrt. Zebrafisch-Embryonen, in denen die Expression des
entsprechenden Gens mittels Morpholino-Oligonukleotiden unterdriickt wurde, zeigten
Fehlbildungen im Bereich des Kopfs und der Schwanzflosse mit einer gestdrten
Somitenorganisation und Odemen des Perikards und des Dottersacks im Bereich der
Nieren- und Darmanlage. Diese Befunde lassen eine Rolle dieser LOX-Isoform wahrend
der Embryonalentwicklung und bei der Organogenese vermuten. Daraus ergibt sich die
Frage, ob und in welchem Umfang die verschiedenen Lipoxygenasen wahrend der
Embryonalentwicklung des Zebrafischs exprimiert werden, denn bisher gibt es keine
detaillierten Expressionsprofile fur Eikosanoid-relevante Genprodukte in diesem
Modellorganismus. Um diese Fragestellung zu beantworten, wurde aus
Zebrafischembryonen zu unterschiedlichen Zeitpunkten ihrer Embryonalentwicklung
RNA isoliert und in den RNA-Extrakten die Konzentrationen verschiedener LOX-mRNAs
mittels quantitativer RT-PCR quantifiziert. Um eine exakte Quantifizierung zu erreichen,
wurden den RNA-Praparationen externe Quantifizierungsstandards fiur die jeweilgen
Genprodukte (Amplikons) und fir den internen Standard zugesetzt. Diese
Untersuchungen erfolgten jeweils 24h, 48h, 72h und 5d nach der Fertilisation. Als interner
Standard wurde die mRNA des Elongationsfaktors 1l-alpha (EFla) quantifiziert. Die
MRNA-Level der untersuchten Zebrafischlipoxygenasen ALOX5, ALOX12, ALOX15B
und ALOXE3 sind in der unten stehenden Abbildung (Abb. 24), jeweils in Relation zur
Kopien-Anzahl des Houskeeping-Gens EFla angegeben.

Fur alle untersuchten Enzyme kann festgestellt werden, dass ihre maximalen
Expressionslevel, bezogen auf den Untersuchungszeitraum der ersten funf Tage ihrer
Embryonalentwicklung, an Tag eins oder zwei erreicht werden. Die mRNA-Level der
zbfALOXS5 liegen nach 24h bei 7.198 Kopien pro 10* EFla-Kopien und zeigen nach
weiteren 24h einen steilen Abfall auf 1.845 Kopien. Dieser Wert schwankt in den
darauffolgenden Tagen nicht mehr maRRgeblich und liegt zum Zeitpunkt 72h bei 957
Kopien und nach 5d bei 593 Kopien pro 10* EFla-Kopien. Die zbfALOX12-Expression
zeigt einen ahnlichen zeitlichen Verlauf, auf ca. doppeltem Expressionsniveau. Nach 24h
kann eine mRNA-Kopien-Anzahl von 14.473, nach 48h von 6.594, nach 72h von 2.327
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und nach 5d von 881 pro 10* EF1a-Kopien gemessen werden. Fir die ALOX15B ist die
Expressionskinetik zwar ahnlich und zeigt nach 24h mit 339 mRNA-Kopien den relativ
hdchsten Wert mit einem darauffolgenden Abfall auf 137 Kopien nach 48h, 89 Kopien
nach 72h und 32 Kopien nach 5d pro 10* EFla-Kopien. Das absolute Expressionsniveau
fur die ALOX15B ist jedoch deutlich niedriger als das der anderen LOX-Isoformen. Das
Expressionslevel der zbfALOXE3 kann 24h nach der Befruchtung auf 11.706 Kopien pro
10* EFl1a-Kopien beziffert werden und steigt auf 15.253 Kopien nach 48h an. Damit liegt
die hochste Expressionsrate dieser LOX nicht bei 24h, sondern wird erst zum
Messzeitpunkt 48h erreicht. Anschlie3end kann eine steile Abnahme der Expression auf
zunachst 5.133 Kopien nach 72h 934 Kopien pro 10% EFla-Kopien nach 5d
nachgewiesen werden.
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Abb. 24: Expressionsprofile von LOX-Isoformen in der Embryonalentwicklung des Zebrafischs. In
der obigen Abbildung sind jeweils die mRNA-Level der zbfALOX5 (A), der zbfALOX12 (B), der
zbfALOX15B (C) und der zbfALOXE3 (D) als Anzahl der Kopien pro 10* Kopien des Homekeeping-Gens
EFla dargestellt.
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3.4 Charakterisierung der 15-Lipoxygenase hdherer Primaten

Die orthologen Enzyme der humanen ALOX15 in anderen Saugetierspezies
weisen eine variable Positionsspezifitat auf. So verfigen Mause (Sun and Funk, 1996),
Ratten (Watanabe and Haeggstrém, 1993) und niedere Primaten (Vogel et al., 2010) tUber
12-lipoxygenierende ALOX15-Isoformen, wahrend héhere Primaten (Johannesson et al.,
2010, Vogel et al.,, 2010) und der Mensch (Sloane et al., 1990) offensichtlich 15-
lipoxygenierende Enzyme exprimieren. Zum Zeitpunkt des Beginns meiner
experimentellen Arbeiten war ungeklart, ob es sich bei der Variabilitdit der
Reaktionsspezifitdt um zufallige Veradnderungen dieser Eigenschaft der ALOX15-
Orthologe handelt, oder ob sich dahinter ein evolutiondres Konzept verbirgt. Um diese
Frage zu beantworten wurden zunachst in Anlehnung an den in der Einleitung
aufgezeigten Primatenstammbaum (siehe 1.5.4.3.1, Abb. 5) die ALOX15-Isoformen
ausgewahlter Primatenspezies (Schimpansen, Gibbons, Paviane) kloniert und
hinsichtlich ihrer enzymatischen Eigenschaften charakterisiert. Die Klonierung und
Charakterisierung der ALOX15 des Pavians (Papio anubis) wurde von Frau Maria
Pekarova im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgefuhrt. Im Rahmen meiner Dissertation
wurden die ALOX15-Orthologe des Schimpansen (Pan troglodytes) und des Gibbons
(Nomascus leucogenys) charakterisiert. Auf die experimentelle Charakteriserung der
Bonobo-ALOX15 konnte verzichtet werden, da es keine Unterschiede in der
Primarstruktur zur ALOX15 des Pan troglodytes gab. Die ALOX15 des Gibbons ist von
besonderem Interesse, da dieser die mogliche Ubergangsspezies zwischen niederen
Primaten mit 12-lipoxygenierenden und hoéheren Primaten mit 15-lipoxygenierenden
ALOX15-Isoformen darstellen konnte. Im Anschluss an die Charakterisierung der
ALOX15-Orthologe wurden Mutageneseuntersuchungen durchgefihrt, um die
mechanistische Grundlage der ALOX15-Spezifitditsverdnderung wahrend der
Primatenevolution zu erklaren und die Gultigkeit des Triadenkonzepts fir die neu
klonierten ALOX15-Orthologe zu Uberprifen (siehe 3.4.5).

3.4.1 Phylogenetische Aspekte der ALOX15-Produktspezifitat

Auf der Grundlage des Triadenkonzepts der Positionsspezifitat (lvanov et al.,
2010) kann die Reaktionsspezifitat von ALOX15-Orthologen auf der Basis ihrer
Aminosauresequenz vorausgesagt werden. Dabei spielen vor allem die Seitenketten der

Triadendeterminanten eine Rolle. In Tabelle 4 sind die Triadendeterminanten der Gibbon-
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und Schimpansen-ALOX15 gemeinsam mit denen anderer Saugetierspezies
zusammengestellt (Tab. 4).
Spezies BG-l | SL BG-Il | X | Hauptprodukt Hauptprodukt
(A3) | (vorhergesagt) | (experimentell)
Maus (Mus musculus) DLQ | KVMS | NVV | 458 | 12-H(p)ETE 12-H(p)ETE
Ratte (Rattus norwegicus) DLQ | KAMS | NVV | 420 | 12-H(p)ETE 12-H(p)ETE
Rind (Bos taurus) DFQ | QVVS | SIT 469 | 12-H(p)ETE 12-H(p)ETE
Pavian (Papio anubis) DFQ | QVVS | SMT | 469 | 12-H(p)ETE 12-H(p)ETE
Rhesusaffe (Macaca mulatta) DFQ | QVVS | SIT 469 | 12-H(p)ETE 12-H(p)ETE
Gibbon (Nomascus leucogenys) | DFQ | QITS SIvV 476 | ? S.u.
Orangutan (Pongo pygmaeus) DFQ | QIMS | SIT 507 | 15-H(p)ETE 15-H(p)ETE
Orangutan (Pongo abelii) DFQ | QIMS | SIT 507 | 15-H(p)ETE 15-H(p)ETE
Gorilla (Gorilla gorilla) DFG | QIMS | SIT 507 | 15-H(p)ETE n.d.
Schimpanse (Pan troglodytes) DFQ | QIMS | SIT 507 | 15-H(p)ETE s.u.
Bonobo (Pan paniscus) DFQ | QIMS | SIT 507 | 15-H(p)ETE s.u.
Mensch (Homo sapiens) DFQ | QIMS | SIT 507 | 15-H(p)ETE 15-H(p)ETE
Mensch (H. neanderthalensis) DFQ | QIMS | SIT 507 | 15-H(p)ETE S.u.
Mensch (Homo denisovan) DFQ | QIMS | SIT 507 | 15-H(p)ETE S.u.

Tab. 4: Triadendeterminanten der ALOX15 ausgewahlter Saugetierspezies. In der Tabelle sind die
Triadendeterminanten fir Maus (mus musculus), Ratte (Rattus norwegicus) und Rind (Bos taurus) als
niedere Sauger sowie fir die Primaten Pavian (Papio anubis), Rhesusaffe (Macaca mulatta), Gibbon
(Nomascus leucogenys), Orangutans (Pongo pygmaeus und abelii), Gorilla (Gorilla gorilla), Schimpanse
(Pan troglodytes), Bonobo (Pan paniscus), Mensch (Homo sapiens) und fir die Frihmenschen (H.
neanderthalensis und H. denisovan) zusammengesfasst. Zusétzlich ist das kumulative van-der-Waals-
Volumen der Seitenketten der Triadendeterminanten [Z (A2)] und das entsprechend der Triadenhypothese
zu erwartende Hauptprodukt der Arachidonsaureoxygeniereung dargestellt. n.d.: Experimentell noch nicht
definiert. s.u.: Experimentelle Ergebnisse im Ergebnisteil (siehe 3.4.4) einzusehen. Die Tabelle wurde
modifiziert nach (Horn et al., 2015).

Entsprechend des Triadenkonzepts befinden sich an den Stellen der
Triadendeterminanten bei Spezies mit der 12-oxygenierenden Variante der ALOX15 wie
Maus (Mus musculus), Ratte (Rattus norwegicus), Rind (Bos taurus) und Rhesusaffe
(Macaca mulatta) vergleichsweise kleine Aminosauren wie Valin (V; 105 A3) oder
Threonin (T; 93 A3). So findet man bei diesen Enzymen mindestens eine kleine
Aminosaure an einer der Sloane-Determinanten oder mehrere kleine Aminoséuren an
der Sloane- und an der Borngraber lI-Determinante. Die hdheren Primaten mit 15-
oxygenierenden Isoformen der ALOX15 enthalten konsequent ein grol3es Phenylalanin
(F; 135 A3) an der Position der Borngraber I-Determinante, zwei mittelgroRe AS [Isoleucin

(I: 124 A3) und Methionin (M; 124 A3)] an der Sloane-Determinante und je ein Isoleucin
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(I; 124 A3) und Threonin (T; 93 A3) an der Borngraber ll-Determinante. Aufgrund der
identischen Positionsdeterminanten des Schimpansen (Pan troglodytes) und des
Bonobos (Pan paniscus) wird im Folgenden der Einfachheit halber nur noch vom
Schimpansen gesprochen, allerdings treffen alle Ergebnisse folglich auch auf den
Bonobo zu.

Bedient man sich unter Vernachlassigung der biochemischen Dynamik einfachster
mathematischer Mittel und addiert die van-der-Waals-Volumina dieser Determinanten,
kann man das Volumen der AS-Seitenketten abschétzen und somit den theoretischen
Raumbedarf quantifizieren, der das Volumen der Substratbindungstasche beeinfussen
sollte. FUr die Spezies mit einer 12-lipoxygenierenden ALOX15-Isoform kommt man fir
die Maus-LOX auf ein Gesamtvolumen von 458 A3, fir die Ratten-LOX auf 420 A3 und
fur das Volumen der Triadendeterminanten von Rind, Pavian- und Rhesusaffen-LOXn
auf je 469 A3. Fur den Gibbon erhalt man einen Wert von 476 A3 und fiir die hoheren
Primaten Orang-Utan, Gorilla, Schimpanse, Bonobo, sowie die Frih- und modernen
Menschen erhélt man je einen Wert von 507 A3. Aus diesen Daten kann man formal
schlussfolgern, dass 12-lipoxygenierende  ALOX15-Orthologe eine grolere
Substratbindungstasche  aufweisen  (geringerer Raumverlust), wahrend 15-
lipoxygenierende Enzyme eine kleinere Substratbindungstasche besitzen sollten. Dabei
muss allerdings erwahnt werden, dass es sich hierbei um formale Rechenmodelle

handelt, die bisher noch nicht durch experimentelle Strukturdaten belegt worden sind.

Zsfg.: Aus dem Vergleich der Aminosauresequenzen der ALOX15-Orthologe
verschiedener Saugetierspezies kann geschlussfolgert werden, dass die
Reaktionsspezifitat der ALOX15 sich wahrend der S&ugetierevolution von einer
spezifischen 12-Lipoxygenierung zu einer 15-Lipoxygenierung verandert hat. Diese
Verdnderung konnte auf Punktmutationen der Spezifitatsdeterminanten

zurickzufiuhren sein.

3.4.2 Sequenzhomologie der hum-, pan- und gibALOX15

Zu Beginn der Experimente wurden die ALOX15-cDNAs von Gibbon und
Schimpanse vergleichend mit der menschlichen Isoform hinsichtlich ihrer
Sequenzhomologie untersucht. Dazu wurden mittels der Software Clustal Omega und

Lasergene MegAlign von DNA Star multiple Alignments auf DNA- sowie auf
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Aminosaureebene durchgefuhrt. Die Sequenz der ALOX15 des Gibbons (Nomascus
leucogenys) entstammt der Datenbank Pubmed/MEDLINE (XM_003277854.1), ebenso
die Sequenz der humanen Isoform (NM_001140.3). Die ALOX15 des Schimpansen Pan
Troglodytes entstammt eigener mRNA-Isolation durch Mitarbeiter der AG Prof. Kiihn und

anschlieBender Sequenzierung der korrespondierenden cDNA durch Eurofins MWG

Operon.
[ panALOX15.prc
- gibALOX15.pro
—— humALOX15.pro
711.2
1 1 I 1 1 I 1 1 I 1
500 200 100 50 20 10 5 2 1 0

Nucleotide Substitutions (x 100)

Abb. 25: Phenogramm der ALOX15-Isoformen von Gibbon, Schimpanse und Mensch. Auf der
Grundlage der Aminoséaure-Sequenzhomologie ist in der Abbildung die Verwandtschaftshypothese von
Schimpanse und Mensch als Phenogramm dargestellt.

Die unten stehende Tabelle illustriert den Grad der Sequenzhomologie der
ALOX15-Isoformen von Schimpanse und Gibbon im Verhéltnis zur menschlichen Isoform
in Prozent (Tab. 5).

Sequenzhomologie in %
Enzym
Anzahl der AS
cDNA Protein Unterschiede
humALOX15 100 100 0
panALOX15 99,5 99,5 3
gibALOX15 96,2 96,8 21

Tab. 5: Sequenzhomologiegrad der ALOX15-Isoformen von Gibbon, Schimpanse und Mensch. Die
Konservierung der Sequenzen auf cDNA-Ebene sowie auf Aminosaurelevel ist jeweils in Relation zur
humanen Isoform in Prozent angegeben. Spalte drei kennzeichnet die Anzahl der Aminosaure-Mutationen,
verglichen mit der humanen ALOX15.

Von Bedeutung sind insbesondere die Unterschiede auf Aminosdureebene, da
stille Mutationen, welche in DNA-Vergleichen berlcksichtigt werden, aufgrund der
Translation zu gleichen Aminosauren keine Auswirkungen auf die Proteinstruktur haben.
Allerdings ist die Gesamtheit der Sequenzhomologie nicht von grof3er Bedeutung fir die
Positionsspezifitdt, da Lipoxygenasen mit hoher evolutionarer Verwandtschaft (hohe
Sequenzhomologie) durchaus unterschiedliche Produktmuster synthetisieren kénnen
(lvanov et al., 2010). Um funktionelle Unterschiede der Saugetier-ALOX15-Orthologe zu

ermitteln, bedarf es daher einer gezielten Analyse jener Aminosauren, die am
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katalytischen Zentrum der Enzyme lokalisiert sind und damit die Enzym-Substrat-

Wechselwirkungen direkt beeinflussen kénnen.

3.4.3 Vorhersage der Positionsspezifitdt von pan- und gibAOX15

Da das Triadenkonzept fir die ALOX15-Isoformen von Saugetieren eine
vorhersagende Bedeutung hat, kann man aus der chemischen Struktur der
Triadendeterminanten die Reaktionsspezifitdit noch nicht isolierter ALOX15-Isoformen
vorhersagen. Durch den Vergleich der Sequenzdeterminanten (Abb. 26) fir die
Positionsspezifitat der beiden noch nicht charakterisierten ALOX15-Orthologe des

Gibbons und des Schimpansen erhalt man folgende Hinweise:

351 400
h. sapiens DEQLHELQS):! LLR VvV IVVATMRCLP SIHPIFKLII PHLRYTLEIN
n. leucogenys DEQLHELQS):! LLR VvV IVVATMRCLP SIHPIFKLII PHLRYTLEIN
pan troglodytes DEQLHELQS):I LLR VvV IVVATMRCLP SIHPIFKLII PHLRYTLEIN

401 450
h. sapiens TGLVSD GGGGHVQLLK QAGAFLTYSS FCPPDDLADR
n. leucogenys TGLVSD GGGGHVQLLK QAGAFLTYSS FCPPDDLADR
pan troglodytes TGLVSG GGGGHVQLLK RAGAFLTYSS FCPPDDLADR

451 500
h. sapiens GLLGVKSSFY AQDALRIWEI IYRYVEGIVS LHYKTDVAVK DDPELQTWCR
n. leucogenys GLLGVESSFY AQDALRLWEI IYRYVEGIVS LHYKTDVAVK DDPELQSWCR
pan treoglodytes GLLGVKSSFY AQDALRIWEI ICRYVEGIVS LHYKTDVAVK DDPELQTWCR

501 550
h. sapiens EITEIGLQGA QDRGFPVSLQ ARDQVCHFVT MCIFTCTG AS GQLDW
n. leucogenys DITEIGLQGA QDRGFPVSLQ SRDQVCREVT MCIFTCTG AS GQLDW
pan troglodytes EITEIGLQGA QDRGFPVSLQ ARDQVCHFVT MCIFTCTG AS GQLDW

551 600
h. sapiens YSWVPNAPCT MRLPPPTTKD ATLETVMATL PNFHQASLOM S QLGRRQ
n. leucogenys YSWVPNAPCT MRLPPPTTKD ATLETVMATL PNFHQASLOM S QLGRRQ
pan troglodytes YSWVPNAPCT MRLPPPTTKD ATLETVMATL PNFHQASLQM S QLGRRQ

Abb. 26: Partielles ALOX15-Aminosaurealignment von Mensch, Gibbon und Schimpanse. In den
Sequenzen sind in Rot die Triaden-Determinanten dargestellt. In Lila erkennbar sind 4 der 5 proteinogenen
Eisenliganden. Dunkelgriin markiert ist die sogenannte Coffa-Determinante, welche die Stereospezifitat
der Reaktion definiert (Coffa and Brash, 2004). In Gelb markiert sind Aminosaureunterschiede im Vergleich
zur humanen ALOX15 AS-Sequenz. Die hier alternative Nummerierung der AS erfolgte ohne Einbeziehung
des initialen Methionins, daher die Verschiebung um eine Position.

Der Schimpanse (Pan Troglodytes) scheint aufgrund menschenidentischer
Triaden-Determinanten Phe353, lle418, Met419 und 1le593 eine 15-lipoxygenierende
Isoform der ALOX15 zu exprimieren. Aufgrund der Tatsache, dass es sich beim
Schimpansen um den nachsten lebenden Verwandten des Menschen handelt (Shoshani

et al., 1996), ware eine solche Reaktionsspezifitdt nicht verwunderlich.
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Der Gibbon (N. Leucogenys) hingegen als evolutionar ferner Verwandter des
Menschen weist bei der Sloane-Determinante Met419 einen Aminosaureaustausch
Met419Thr auf. Das relativ grof3e Methionin mit einem van-der-Waals-Volumen von 124
A3 ist hier durch ein deutlich kleineres Threonin (van-der-Waals-Volumen: 93 A3)
substituiert. Durch diese einzelne Mutation kdnnte man unter Anbetracht der kleineren
SeitenkettengroRe des Threonins annehmen, die Substratbindungstasche wirde gréf3er.
Entsprechend des Triadenkonzepts wirde dies eine vermehrte 12-Lipoxygenierung nach
sich ziehen. Hinzu kommt allerdings eine zweite Mutation in direkter Nachbarschaft zur
Borngréber llI-Determinante 11€593. Dort ist ein Threonin mit einem van-der-Waals-
Volumen von 93 A3 durch ein geringfiigig groRBeres Valin (van-der-Waals-Volumen der
Seitenkette: 105 A3) ersetzt (Thr594Val). Dies bedeutete formal eine geringfiigige
Verkleinerung der Substratbindungstasche und damit eine partielle Aufhebung des
vergroRernden  Effekts des  Met419Thr-Austausches. Wirde man  die
Volumenanderungen durch die beiden Mutationen verrechnen, kdme man auf einen
Nettoraumgewinn von 31 A3 - 12 A3 = 19 A3 im aktiven Zentrum. Diese Uberlegungen
lassen eine mdgliche Zunahme der 12-Lipoxygenierung in der Positionsspezifitat der
Gibbon-15-LOX im Vergleich zur menschlichen Isoform vermuten.

Die funktionelle Bedeutung dieser Modellrechnungen ist jedoch limitiert. Die
alleinige Betrachtung der Volumina von einzelnen Aminosaureresten bedeutet nicht, dass
die diskutierten GréRenveranderungen im Protein auch wirklich auftreten. Dies hangt in
erster Linie von der Orientierung der Seitenketten im Protein ab, die sich aus den
Volumendaten nicht ableiten lasst. Diese Orientierung wird vor allem durch die
Wechselwirkungen zwischen den betroffenen Aminosauren und anderen Bestandteilen
der Polypeptidkette bestimmt, die sich in der unmittelbaren raumlichen Umgebung
befinden. Beispielsweise wurde bei der Mutation Thr594Val eine polare Hydroxylruppe
durch eine hydrophobe Methylgruppe ersetzt. Dies kénnte sich auf die Orientierung der
Seitenkette auswirken, da Hydroxylgruppen Wasserstoffbricken zu anderen
Aminosauren in der Umgebung ausbilden kdénnen, was die rdumliche Orientierung des
AS-Restes verandern sollte. Methylgruppen konnten andererseits durch starkere
hydrophobe Wechselwirkungen mit anderen Resten eine verdnderte Orientierung

induzieren. Es kdnnen sich also viele Faktoren auf die Positions- und Stereospezifitat der
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Lipoxygenase auswirken, die man nicht so einfach vorhersagen kann. Daher bedarf es

unbedingt der experimentellen Untersuchung der Enzymeigenschaften.

Zsfg.: Anhand der Aminoséauresequenz lasst sich fur die ALOX15 des Schimpansen
mit hoher Wahrscheinlichkeit eine 15-Lipoxygenierung vorhersagen. Fur den Gibbon
kann aufgrund der unterschiedlichen Aminosauren an den Positionsdeterminanten mit
einem theoretischen Raumgewinn der Substratbindungstasche von ca. 19 A3 eine
Zunahme der 12-Lipoxygenierung im Vergleich zur menschlichen Isoform

vorhergesagt werden.

3.4.4 Biochemische Charakterisierung der ALOX15-Orthologe

Zur biochemischen Charakterisierung der ALOX15-Orthologe von Gibbon und
Schimpanse wurden diese als Multi-His-Tag-Fusionsproteine in E. coli rekombinant
exprimiert und der Zelllysatiiberstand als Enzymquelle fiir die Experimente genutzt.

3.4.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Zunachst erfolgte nach der Bradford-Methode die Proteingehaltbestimmung der
Zelllysatuberstande. Von diesen wurde jeweils eine Menge von 40 pg fir eine SDS-PAGE
mit anschlieRendem Western Blot verwendet.

Die unten stehende Abbildung (Abb. 27 A) zeigt die mit Ponceau S gefarbte
Nitrozellulosemembran nach erfolgter SDS-PAGE und Blotvorgang. Von links nach
rechts sind eine Proteinleiter als Mal3stab fur die molekulare Masse, ein Aliquot
aufgereinigter ALOX15 des Kaninchens als Referenz und jeweils 40 pl des
Lysattiberstands der rekombinant exprimierten ALOX15-Orthologe von Mensch
(humALOX15), Gibbon (gibALOX15) und Schimpanse (panALOX15), aufgetragen.
Durch die unspezifische Ponceau-Farbung ist das heterogene Muster aller vorhandenen
Proteine in den Lysatiiberstanden gut erkennbar. Durch den Vergleich mit der Referenz-
ALOX15 lasst sich eine ALOX15-enthaltende Proteinbande von 75 kDa identifizieren,
wobei unklar bleibt, ob diese Bande nur auf die ALOX15 zuriickzufuhren ist, oder auch
andere Proteine enthalt. Fir den selektiven Nachweis der ALOX15-Expression bedarf es
der Immundetektion mittels eines spezifischen Antikdrpers. Abb. 27B zeigt den Western

Blot derselben Nitrozellulose-Membran nach Blockierung mit Magermilch und
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einstundiger Inkubation mit  einem  Anti-His-HRP mit  anschliel3ender
Chemilumineszenzdetektion. Dadurch kann das His-tag ALOX15-Fusionsprotein
spezifisch detektiert werden. Da die Intensitat der Bande proportional der Enzymmenge
ist, kann unter Zuhilfenahme der Referenzbande der ALOX15-Gehalt in den

Lysatuiberstanden quantifiziert werden.

Abb. 27: SDS-PAGE und
Western Blot der hum-, gib- und
panALOX15. A: Temporare
Farbung aller Proteine auf der
Nitrozellulosemembran mit
Ponceau S. B Im Western Blot sind
durch den Anti-His-HRP-AK die
LOXn in der 75 kDa-Bande
spezifisch detektiert worden und
kénnen  quantifiziert  werden.
v.l.n.r. zu sehen sind die Referenz-
ALOX15 des Kaninchens, sowie
PanALOX15 1 m_, gib- und panALOX15.

Protein- Ref hum- gib-
leiter

3.4.4.2 HPLC-Analytik der ALOX15-Produkte hoherer Primaten

Zur Ermittlung des Produktmusters der einzelnen Enzyme wurden die
Lysattiberstande der rekombinant exprimierten Primaten-LOXn im Aktivitdtsassay unter
definierten Bedingungen mit Arachidonsaure inkubiert. Die Oxygenierungsprodukte
wurden mittels RP-HPLC in die verschiedenen Positionsisomere aufgetrennt und
quantifiziert. Die Retentionszeiten der unterschiedlichen HETE-Isomere wurden jeweils
mittels vorausgehender Analyse eines definierten Standardgemischs bestimmt. Die
statistischen Werte ergeben sich aus je vier voneinander unabh&ngigen
Expressionsansatzen, wobei die humane ALOX15 jeweils als Positivkontrolle
mitexprimiert wurde. Pro Expressionsansatz wurden zwei HPLC-L&aufe durchgefihrt. Die
Ergebnisse der HPLC-Analysen sind in der unten stehenden Abbildung (Abb. 28)

zusammengefasst.
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Mittelwert

Enzym n *5Sigma (%) T-Test
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£ Enzym n +Sigma (%) T-Test
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)]
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Retentionszeit (min)

Abb. 28: Partielle Chromatogramme der RP-HPLC-Analysen der hum-, gib- und panALOX15-
Reaktionsprodukte. Links in der Abbildung sind reprasentative RP-HPLC-Chromatogramme der ALOX15-
Isoformen von Mensch (Schwarz), Gibbon (Griin) und Schimpanse (Blau) dargestellt. Die Retentionszeiten
authentischer Standards sind durch die Pfeile Gber den Kurven angegeben. Es erfolgten vier voneinander
unabhangige Expressionen mit je zwei Produktanalysen pro Ansatz (n=8). Die deskriptive und
vergleichende Statistik der relativen Anteile von 15- und 12-HETE sind rechts in der Abbildung in Prozent
angegeben.

Fur die ALOX15-Reaktionsprodukte des Schimpansen Pan Troglodytes
(panALOX15) kann in der RP-HPLC ein 15-HETE-Anteil von 80,3% und ein 8/12-HETE-
Anteil von 19,7% gemessen werden. Die panALOX15 ist demnach wie die menschliche
Isoform Uberwiegend 15-lipoxygenierend. Die ALOX15 des Menschen Homo Sapiens
(humALOX15) zeigte im Produktspektrum einen 15-HETE-Anteil von 78,7% und einen
8/12-HETE-Anteil 21,3%, wobei keine signifikanten Unterschiede in der
Positionsspezifitat zwischen diesen beiden ALOX-Orthologen bestehen. Die ALOX15 des
Gibbons Nomascus Leucogenys (gibALOX15) setzt die Arachidonsdure hingegen zu
56,1% zu 15-HETE und zu 43,9% zu 8/12-HETE um. Es erfolgte ein zweiseitiger T-Test
fur zwei Stichproben mit unterschiedlicher Varianz (heteroskedatisch), welcher
signifikante Unterschiede, sowohl hinsichtlich der 12-, als auch der 15-Oxygenierung des

Gibbons im Vergleich zum Menschen bzw. zum Schimpansen zeigte. Wéahrend diese
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dominierend 15-HETE produzieren, zeigt der Gibbon eine nahezu ahnliche Verteilung
von 15-HETE und 8/12-HETE im Produktmuster. Es sei darauf hingewiesen, dass unter
unseren analytischen Bedingungen in der RP-HPLC 12- und 8-HETE nicht vollstandig
voneinander getrennt werden kénnen. Zusatzliche SP-HPLC-Analysen haben jedoch
ergeben, dass der Anteil an 8-HETE sehr gering war, sodass der gesamte RP-HPLC-
Peak auf 12-HETE zurtckzufihren ist (Abb. 29). Auf eine separate Quantifizierung der
8-HETE Bildung wurde deshalb verzichtet.

=)
'E Enzym 12-HETE (%) B-HETE (%)
5 panALOX15 4 96
E 8-HETE humALOX15 4 96
3 A l
| = IR
= - ——d\N VAN
& v
] A —
3 N }[\\ AN
<L _'_\Jr

by

A3 | I

5 10

Retentionszeit (min)

Abb. 29.. Partielle SP-HPLC-Chromatogramme des 8/12-HETE-Peaks der RP-HPLC
unterschiedlicher Primaten. In der obenstehenden Abbildung sind partielle SP-HPLC-Chromatogramme
des préaparierten 8/12-HETE-Peaks von Mensch (Schwarz), Schimpanse (Blau) und Gibbon (Grin)
dargestellt. Diese wurden zuvor aus der RP-HPLC aufgefangen, das Ldsungsmittel vaporisiert und die
Probe fur das SP-HPLC-Verfahren in entsprechendes Laufmittel aufgenommen. Die Retentionszeiten
authentischer Standards sind mit Pfeilen Uber den Kurven markiert. Bei dem nicht beschrifteten Peak nach
einer Retentionszeit von ca. sieben Minuten handelt es sich nicht um ein konjugiertes Dien. Ein
entsprechender Peak wurde auch gefunden, wenn eine entsprechende Losungsmittelmenge der RP-HPLC
verdampft und analysiert wurde.

Zur Ermittlung der Chiralitat von ALOX15-Produkten wurden die 12- und 15-HETE-
Peaks nach einem Reinigungsschritt ber SP-HPLC mittels CP-HPLC analysiert. Die
Untersuchung der 15-HETE-Peaks ergab eine S/R-Verteilung von 93:7 fir den Menschen
und 91:9 fir den Schimpansen. Die Chiralitat der 12-HETE-Produkte ergab fir alle
untersuchten Proben zu 100% die Bildung des S-Enantiomers. Die Enantioselektivitat ist
ein wesentliches Indiz fur die enzymatische Herkunft der Reaktionsprodukte und belegt,
dass die gesamte Reaktion in allen ihren Teilschritten (Wasserstoffabstraktion,
Radikalverschiebung, Sauerstoffinsertion und Radikalreduktion) streng enzymkontrolliert

ablauft. Reprasentative Chromatogramme sind im Folgenden (Abb. 30) dargestellt.
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Abb. 30: Chiralitat der Arachidonsdureoxygenierungsprodukte von hum-, pan- und gibALOX15. In
der obigen Abbildung sind partielle CP-HPLC-Chromatogramme der 15-HETE-Produkte (A) und der
methylierten 12-HETE Produkte (B) der hum- (Schwarz), pan- (Blau) und gibALOX15 (Grin) dargestellt.
(A) Die aufgefangenen 15-HETE-Peaks aus der RP-HPLC wurden mittels SP-HPLC aufgereinigt. Die
Enantiomerenzusammensetzung von 15-HETE konnte anschlieBend mittels CP-HPLC ohne weitere
Methylierung an einer Chiralcel-OD Saule untersucht werden. Die Retentionszeiten der Enantiomere
wurden in einem vorherigen Lauf mit methylierten 15(R)- und 15(S)-HETE-Standards ermittelt und sind mit
Pfeilen Uber den Kurven markiert. Auf eine tabellarische Darstellung der relativen R- und S-Anteile wurde
verzichtet, da kaum nachweisbare Mengen an 15(R)-HETE ermittelt wurden. (B) Die aufgefangenen 8/12-
HETE-Peaks aus der RP-HPLC wurden mittels SP-HPLC in 8- und 12-HETE separiert und der 12-HETE-
Peak fur die Untersuchung der Chiralitat methyliert. Aus dem Methylierungsansatz wurde das methylierte
12-HETE durch RP-HPLC extrahiert und anschlie3end mittels CP-HPLC an einer Charalcel-OB Saule auf
seine Enantiomerenverteilung hin untersucht.

Zsfg.: Die ALOX15-Sequenzen des Schimpansen und des Gibbons lassen sich
rekombinant exprimieren und sind katalytisch aktiv. Wahrend der Schimpanse wie der
Mensch eine rein 15-lipoxygenierende ALOX15-Isoform exprimiert, oxygeniert die
ALOX15 des Gibbons Arachidonsaure mit einer ausgepragt dualen
Positionsspezifitat. Damit bildet dieses Enzym eine Ubergangsform von 12-

lipoxygenierenden zu 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen und stellt einen

Umschlagpunkt in der ALOX15-Evolution der Saugetiere dar.
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3.4.5 Mechanistische Grundlage der Evolution der ALOX15-Spezifitat

Um die molekulare Basis fur die Veradnderung der Reaktionsspezifitat der
gibALOX15 von einer fur hohere Primaten typischen 15-lipoxygenierenden ALOX15 zu
einer gleichermalen 15- wie 12-lipoxygenierenden Enzyms zu ermitteln, wurden die
unterschiedlichen AS an den Positionen der Triadendeterminanten der gibALOX15
einzeln in die an diesen Stellen beim menschlichen Enzym vorkommenden AS mutiert.
Die dabei entstehenden gibALOX15-Varianten wurden anschlie3end exprimiert und
hinsichtlich ihrer Reaktionsspezifitat charakterisert.

Eine erneute Betrachtung des AS-Alignments der ALOX15-Isoformen
untersuchter Primaten (siehe 3.4.3, Abb. 26) zeigt, dass sich die AS-Unterschiede (im
besagten Alignment gelb hinterlegt) zwischen Gibbon und Mensch in unmittelbarer Nahe
der Positionsdeterminanten auf zwei Mutationen beschranken. Eine betrifft mit
Met419Thr die Sloane-Determinante und die zweite bildet mit Thr593Val die
angrenzende Aminosaure zur Borngraber-1l-Determinante. Beide
Aminosaureveranderungen wurden zunachst getrennt voneinander durchgefihrt. Diese
Mutationsstrategie fuhrte zu einer partiellen Gibbonisierung der humALOX15.
Reprasentative Chromatogramme der Arachidonséaureoxygenierungsprodukte dieser
Einzelmutationen sind in der folgenden Abbildung dargestellt (Abb. 31).

Mittelwert

2 15-HETE 12-HETE Enzym n Sigma (%)  T-Test
£ 15-HETE humALOX15 Wildtyp 8 79%2 p=0,000
E wmALOX1S M419T 16 3519
5 A 12-HETE humA i =
e ‘ umALOX15 Wildtyp 8 21+2 p=0,000
g J,"’\st ‘ wumALOX15 M41ST 16 6519
-a ’I l
Q : ‘ Mittelwert
g ; 1 Enzym n Sigma (%)  T-Test
9 o
§ i fh 15-HETE humALOX15 Wildtyp 8 7912 p=0,001
2 [\ humALOX15 T594V 16 811
= J \,3\. N\ 12-HETE humALOX15 Wildtyp 8 21#2 p=0,001

- = — humALOX15 T594V 16 19+1
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Abb. 31: Produktmuster der partiellen Gibbonisierungsmutanten der humALOX15. Oben dargestellt
sind reprasentative RP-HPLC-Chromatogramme der humALOX15 (Schwarz) und der partiellen
Gibbonisierungsmutanten M419T (Grun) und T594V (Blau). Diese Mutationen simulieren die beiden
Punktmutationen der Gibbon-Triadendeterminanten und wurden einzeln in die humALOX15 eingefiihrt. Die
Retentionszeiten authentischer Standards sind mit Pfeilen tber den Kurven markiert. Rechts sind die
deskriptiven und vergleichenden Statistiken der relativen Anteile von 15- und 12-HETE am Produktmuster
zusammengestellt.
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Wie den Abbildungen zu entnehmen ist, fihrt die einzelne Mutation Met419Thr zu
einer signifikanten Anderung der humALOX15-Reaktionsspezifitit in Richtung 12-
Lipxygenierung. Mit einem 12-HETE-Anteil von 65+9% am Produktspektrum zeigt das
Enzym nun eine dominierende 12-Lipoxygenaseaktivitat. Hiermit kann die Punktmutation
Met419Thr an der Sloane-Determinante bereits als ursachlich fur die hohe 12-
Lipoxygenaseaktivitat der gibALOX15 angesehen werden. Diese Erkenntnis steht in
Einklang mit dem Triadenkonzept, da Modellberechnungen eine daraus resultierende
Volumenzunahme der Substratbindungstasche um 31 A3 ergeben.

Fur die Mutation Thr594Val konnte keine Veranderung der ALOX15-Spezifitat in
Richtung 12-Lipoxygenierung nachgewiesen werden. Stattdessen konnte die Vorhersage
einer entgegengesetzten Wirkung bestéatigt werden. Mit einem 15-HETE-Anteil von
81+1% und einem 12-HETE-Anteil von 19+1% konnte eine geringflgige, statistisch aber
signifikante Zunahme der 15-Lipoxygenaseaktivitit gemessen werden. Auch dieses
Ergebnis steht im Einklang mit dem Triadenkonzept, wobei der Einfluss dieser AS auf die

Positionsspezifitat von ALOX15-Orthologen eher begrenzt zu sein scheint.

Zsfg.: Die Punktmutation Met419Thr an der Sloane-Determinante der humALOX15
verandert dessen Positionsspezifitdt zu einem dominierend 12-lipoxygenierenden
Enzym. Dieser Aminosaureaustausch kann damit als ursachlich fur den hohen 12-
H(p)ETE-Anteil im Produktmuster der gibALOX15 angesehen werden.

3.4.6 Anwendbarkeit des Triadenkonzepts

Um abschlieRend die Anwendbarkeit der Triadenhypothese auf die ALOX15-
Isoformen der hier untersuchten Primaten-ALOX15-Orthologe (pan- und gibALOX15) zu
Uberprufen, wurde durch ortsgerichtete Mutagenese die Sloane-Determinante [le418 der
pan- und gibALOX15 in unterschiedlich groBe Aminosduren mutiert und die
Auswirkungen dieser Mutationen auf die Positionsspezifitdit des Enzyms ermittelt. Es
erfolgten jeweils vier voneinander unabhangige bakterielle Expressionen mit simultaner
Expression des entsprechenden Wildtypenzyms als Positivkontrolle und jeweils vier
Aktivitatsassays pro Expression (n=16). Die Analytik der Reaktionsprodukte erfolgte mit
RP-HPLC.
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3.4.6.1 Anwendbarkeit des Triadenkonzepts fur die panALOX15

Zur Testung des Triadenkonzepts fiur die panALOX15 wurde das relativ grof3e
Isoleucin an der Sloane-Determinante 1le419 (I, 124 A3) durch ein relativ kleines Alanin
(A, 67 A3 ersetzt und das Enzym rekombinant exprimiert. Ein reprasentatives
Chromatogramm ist in der folgenden Abbildung (Abb. 32) dargestellt und zeigt die
erwarteten signifikanten Anderungen der relativen Anteile von 12- und 15-HETE am
Produktspektrum. Die zuvor dominierend 15-lipoxygenierende ALOX15 zeigt mit der
einzelnen Mutation lle418Ala nun eine 100%ige 12-HETE-Bildung. Ahnliche Resultate

wurden zuvor fir die Kaninchen-ALOX15 beschrieben (Borngraber et al., 1996).
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Abb. 32: Positionsspezifitat der panALOX15-Triadenmutante 1418A. Um die Applikabilitat des
Triadenkonzepts auf die panALOX15 zu untersuchen, wurde die Sloane-Determinante 1418 des rein 15-
lipoxygenierenden panALOX15-Wildtyps durch die deutlich kleinere AS Ala (A) ersetzt und rekombinant
exprimiert. In der obigen Abbildung sind représentative RP-HPLC-Chromatogramme des panALOX15-
Wildtyps (Schwarz) und der Mutante 1418A (Blau) im Vergleich zur Negativkontrolle (Rot) dargestellt. Die
Retentionszeiten zuvor analysierter HETE-Standards sind mit Pfeilen Gber den Kurven markiert. Die
deskriptiven und vergleichenden Statistiken sind rechts tabellarisch abgebildet.

Zsfg.: Das Triadenkonzept ist auf die panALOX15 anwendbar. Durch die Einflihrung
einer kleinen Aminoséure an der Sloane-Determinante 1le418 (I1418A) lasst sich die
dominierend 15-lipoxygenierende ALOX15 des Schimpansen in eine rein 12-

lipoxygenierende ALOX15 umwandeln.
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3.4.6.2 Anwendbarkeit des Triadenkonzepts fur die gibALOX15

Die Testung der Anwendbarkeit des Triadenkonzepts auf die gibALOX15 erfolgte
in zweierlei Richtung. Zum einen wurde die Sloane-Determinante 1418 (1, 124 A3) mit der
Mutation 1418A zu einer kleinen Aminosdure Alanin (A, 67 A3) mutiert, um eine
dominierende 12-Lipoxygenaseaktivitdt zu erreichen. Zum anderen wurde mit der
Mutation lle417Phe ein groRes Phenylalanin (F, 135 A3) eingefiihrt, um die
Enzymspezifitat in Richtung einer dominierenden 15-Lipoxygenierung zu verandern. Die
Produktspektren beider Mutationen sind in der gezeigten Abbildung (Abb. 33)
zusammengefasst und zeigen beide die vorhergesagten Effekte.
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Abb. 33: Reaktionsspezfitdt von gibALOX15-Triadenmutanten. Um die Applikabilitat des
Triadenkonzepts auf die gibALOX15 zu untersuchen, wurde die Sloane-Determinante 1418 des zu
ahnlichen Anteilen 15- und 12-oxygenierenden gibALOX15-Wildtyps einmal durch die deutlich kleinere AS
Ala (A) und einmal durch die deutlich gro3ere AS Phe (F) ersetzt und rekombinant exprimiert. In der obigen
Abbildung sind reprasentative RP-HPLC-Chromatogramme der Wildtyp-gibALOX15 (Schwarz) und der
Mutante 1418F (Griin) und 1418A (Blau) dargestellt. Die Retentionszeiten zuvor analysierter HETE-
Standards sind mit Pfeilen GUber den Kurven markiert. Die deskriptive und vergleichende Statistike ist rechts
tabellarisch abgebildet.

Der lle418Ala-Austausch verédndert die gibALOX15, die als Wildtypenzym eine
duale Positionsspezifitat besitzt, zu einem 100%ig 12-lipoxygenierenden Enzym. Der
Austausch derselben Positionsdeterminante durch das grof3e Phenylalanin hingegen

verandert die Produktspezifitat in ein mit 84% dominierend 15-lipoxygenierendes Enzym.
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Diese Ergebnisse sind hochsignifikant und entsprechen vollstandig den Vorhersagen, die
aufgrund des Triadenkonzepts gemacht worden sind.

Zsfg.: Das Triadenkonzept ist auf die gibALOX15 anwendbar. Die Einflihrung einer
kleinen Aminosaure bei 1le418 (I1418A) wandelt das Enzym, das als Wildtypform eine
ausgepragte duale Reaktionsspezifitat aufweist, in ein 12-lipoxygenierendes Enzym

um. Im Gegensatz dazu fuhrt die Einfihrung einer grol3en Aminosaure an dieser

Position zu einer dominant 15-lipoxygenierenden Enzymspezies.

3.5 Untersuchungen der Membranbindung

LOXn sind in der Lage, an Biomembranen zu binden. Fiur die ALOX15 und die
ALOXS5 fuhrt deren Membranbindung zu einer Aktivierung der Enzyme. Die genauen
molekularen Mechanismen fir den Aktivierungsprozess sind bislang noch unklar. Fur die
ALOX15 wurde vermutet, dass die Membranbindung aufgrund der strukturellen Flexibiltat
des Enzyms zu subtilen Strukturveranderungen fihrt, die als Ursache fur die erhdhte
Oxygenaseaktivitat diskutiert werden kénnen (Di Venere et al., 2013). Nach dieser
Hypothese wurden als Konsequenz der Enzym-Membran-Wechselwirkung sowohl
Veranderungen in der Enzymstruktur, als auch lokale Modifikationen der
Membranzusammensetzung diskutiert. Im Rahmen der oben zitierten Arbeit wurden die
Membranbindungseigenschaften der Kaninchen-ALOX15 (rabALOX15) unter der
Einwirkung unterschiedlicher Konzentrationen des Suizidsubstrates ETYA getestet.
Dieser irreversible Hemmstoff bindet am aktiven Zentrum des Enzyms und wird zunachst
durch das Enzym oxygeniert. Dabei entsteht ein reaktives Azetylenhydroperoxid, welches
kovalent an das Enzym bindet und damit die Bindung von Fettsaduresubstraten verhindert.
Diese kovalente Enzymmodifizierung fuhrt einerseits zum Aktivitatsverlust, andererseits
aber auch zur Veranderung der Enzymstruktur (Abnahme der Strukturflexibilitat), was die
Membranbindungsfahigkeit beeinflussen sollte. Um diese Hypothese zu Uberprifen,
wurde die gereiningte rabALOX15 i) ohne ETYA, ii) mit ETYA im molaren Uberschuss
von 1:10 und iii) mit ETYA im molaren Uberschuss von 1:50 inkubiert. AnschlieBend
wurde das Enzym fir weitere funf Minuten mit einer Membranpréparation (Bruchstticke
von Rinderherzmitochondrien) inkubiert, um eine Membranbindung zu induzieren. Zum
Nachweis der Membranbindungsfahigkeit der nativen (ohne ETYA) und der inaktivierten
(mit ETYA) rabALOX15 wurden die Membranvesikel abzentrifugiert und die rabALOX15
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im Membranpellet (gebundener Anteil) und im Uberstand (ungebundener Anteil) mittels

Western Blot nachgewiesen.

kein ETYA 1:10ETYA  1:50 ETYA

ca.75kDa—>-. - ‘ -

LOX-Ref
Pellet
Uberst
Pellet
Uberst
Pellet
Uberst

Abb. 34: Membranbindung der rabALOX15 unter Einfluss verschiedener Konzentrationen des LOX-
Hemmstoffs ETYA. Native rabALOX15 (kein ETYA) und inaktviertes Enzym (nach Behandlung mit ETYA
bei 1:10 bzw. 1:50 molarem Uberschuss) wurden mit Rinderherzmitochondrien inkubiert. AnschlieBend
wurden die Membranen durch ein Saccharosekissen abzentrifugiert und der ALOX15-Gehalt im
Membranpellet und im Uberstand mittels Western Blot quantifiziert.

Im oben abgebildeten Western Blot (Abb. 34) wurde ganz links die ALOX15-
Referenz und dann jeweils Pellet- und Uberstand-Probe der unterschiedlich behandelten
LOXn aufgetragen. Fir die Kontroll-Probe, die nur mit Ethanol (L6sungsmittel des ETYA)
behandelt wurde, ist die gesamte LOX im Membranpellet nachweisbar. Das Enzym
konnte also vollstandig an die Membranen binden. Fur die Enzyme, die zuvor mit dem
Hemmstoff inkubiert worden sind, kann fur beide Hemmstoffkonzentrationen nur noch
weniger als 25% der ALOX15 im Membranpellet detektiert werden. Dies bedeutet, dass
die Inaktivierung der LOX durch ETYA die Membranbindung maf3geblich beeintrachtigt.
Fur die Probe, die mit einer geringer konzentrierten Hemmstofflosung behandelt wurde
(10-facher molarer Uberschuss an ETYA), konnten 79% im Uberstand gefunden werden.
Bei 50-fach molarem Uberschuss an ETYA in der Inkubationslésung wurden 76% der
ALOX15 im Uberstand detektiert. Diese Daten deuten darauf hin, dass ein 10-facher
molarer Uberschuss an ETYA fir die Hemmung der Membranbindung ausreichend ist
und dass eine vollstaindige @ Hemmung auch bei exzessiv  hohen

Hemmstoffkonzentrationen nicht erreicht werden kann.

3.6 Leukotriensignalwege ausgestorbener Verwandte des modernen Menschen
Um die Funktionalitéat des Leukotriensignalwegs bei ausgestorbenen Verwandten

des Menschen zu Uberprifen, wurden die Genome des H. neanderthalensis
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(Neandertaler) und H. denisovan (Denisovan-Mensch) auf das Vorkommen und die
strukturelle Intaktheit von Leukotrien-relevanten Genen untersucht. Dabei haben wir uns
vor allem auf Leukotrien-synthetisierende Enzyme (LOXn, LTAs4-Hydrolase, LTC4
Synthase) und LT-Rezeptoren (Cys-LTR1, Cys-LTR2, BLTR1, BLTR2) konzentriert. Die
entsprechenden Gene wurden aus den relevanten Datenbanken herausgesucht, die
cDNAs extrahiert und die entsprechenden Proteine hinsichtlich inrer Aminoséuresequenz
mit den entsprechenden Proteinen des modernen Menschen (H. sapiens) verglichen.

3.6.1 Leukotriensignalwege des H. neanderthalensis

Das erste, noch unvollstdndige, nukleare Genom des H. neanderthalensis wurde
im Jahre 2010 veroéffentlicht (Green et al., 2010). Als wir die cDNA-Sequenzen der LOX-
Isoformen des Neandertalergenoms mit denen des H. sapiens verglichen, mussten wir
feststellen, dass nur 60-70% der Aminosaurereste im Neandertalergenom spezifiziert
waren (Chaitidis et al., 2013). Die Ergebnisse dieser friihen Forschungen, die im weiteren
Verlauf dieser Arbeit als vorlaufiges Neandertalergenom bezeichnet werden, werden im
Folgenden nur kurz thesenhaft zusammengefasst, da sie nach der Veroéffentlichung der
hochqualitativen Genomsequenz zwei Jahre spater (Prufer et al., 2014) im Rahmen der
Arbeiten um die Denisovan-LOXn (Adel et al., 2015) aktualisiert worden sind:

1. Es konnten zu allen sechs funktionellen humanen LOX-Genen sowie zum
ALOXE12 Pseudogen (ALOX12P2) orthologe Sequenzen im Neandertaler-Genom
identifiziert werden.

2. Auf der AS-Ebene weisen die spezifizierten Sequenzen einen Homologiegrad
von 95-99% mit den orthologen H. sapiens-Proteinen auf.

3. Aminosaurealignments ergaben, dass bei den meisten LOX-Isoformen
funktionell wichtige Aminosauren (Eisenliganden, Positionsdeterminanten,
Phosphoylierungsstellen, Calcium- und ATP-Bindungsstellen,
Membranbindungsdeterminanten) konserviert waren (Chaitidis et al., 2013).

4. Auftretende Punktmutationen, die sich auf die Aminosauresequenz
auswirkten, wurden in dieser Arbeit nach der Qualitat der jeweiligen
Sequenzierungsgrundlage in drei Gruppen (sichere Aminoséureunterschiede, unsichere
Aminosaureunterschiede, unbestatigte Aminosaureunterschiede) eingeteilt. In der
Gruppe der sicheren Aminosaureunterschiede, welche in mindestens zwei

Sequenzierungsfragmenten Ubereinstimmend gefunden wurden, konnte eine Mutation in
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der Sequenz der neaALOX15, zwei in der neaALOX12 und eine Mutation in der
neaALOXE3 festgestellt werden. Fir die neaALOX12 und die neaALOXE3 handelte es
sich dabei um Nonsense-Mutationen in exonischen Bereichen, die zu einem vorzeitigen
Abbruch der Polypeptidkette fihren sollten. Diese Proteintrunkation hatte mit grol3er
Sicherheit einen vollstandigen Funktionsverlust der Enzyme zur Folge (Chaitidis et al.,
2013). Zusammenfassend muss aber gesagt werden, dass detaillierte
Schlussfolgerungen zur Funktionalitat der LOX-Isoformen auf der Grundlage der bis
dahin verfigbaren Sequenzen (1,3-faches Genomcoverage) mit einem hohen Risiko
behaftet sind und deshalb nicht Uberbewertet werden durfen.

Die erneute Untersuchung des Neandertaler-Genoms auf der Basis der
Veroffentlichung einer genomischen Sequenz hdherer Qualitdt [genome coverage-
Koeffizient von 40 (Prufer et al., 2014)] lasst fundiertere Schlussfolgerungen aus den
existierenden AS-Unterschieden zu. Diese Unterschiede sind gemeinsam mit den AS-
Unterschieden des Denisovan-Menschen in Tabelle 6 zusammengefasst (Tab. 6).

Beim Vergleich der neaALOX15 mit dem H. sapiens-Ortholog konnten zwei AS-
Unterschiede, Val239Met und Arg562Trp, identifiziert werden. Neben dem H. sapiens-
Referenzgenom wurden zu Vergleichszwecken auch die Ergebnisse des humanen 1000
Genomes Project berticksichtigt, um beim H. sapiens vorkommende SNPs mit in die
Diskussion einflieBen zu lassen. Ein Val239Met-Austausch konnte im Rahmen dieses
Projektes als ein in der humALOX15 vorkommender SNP identifiziert werden (Adel et al.,
2015). Arg562Trp konnte in der ersten Neandertaler-Sequenzierung nicht nachgewiesen
werden, obwohl die Position Arg562 sequenziert worden war. Dies konnte auf
interindividuelle Unterschiede unter den Neandertaler-Individuen zurtickzufiihren sein.
Funktionell relevante AS der neaALOX15 sind nicht von Mutationen betroffen. Fir die
neaALOX15B und die neaALOX12 konnte jeweils eine AS-Differenz an Positionen
ausgemacht werden, die in der ersten Neandertaler-Sequenzierung nicht spezifiziert
werden konnten. Der AS-Unterschied Gly650Asp in der neaALOX15B sollte aufgrund der
Lokalisation erfahrungsgemaf keine funktionellen Auswirkungen auf die Enzymfunktion
haben. Die AS-Differenz Arg430His in der Sequenz der neaALOX12 konnte im Rahmen
des 1000 Genomes Projects als ein SNP identifiziert werden. Die beiden zuvor
identifizierten Nonsense-Mutationen in der neaALOX12-Sequenz auf der Grundlage der
ersten Neandertaler-Sequenzierung konnten nicht mehr nachgewiesen werden. Dabel

kbnnte es sich um Sequenzierungsartefakte oder chemische Modifikationen der Basen
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in den urspriinglich sequenzierten Neandertaler-Fossilien gehandelt haben. Fiur die

neaALOX12B konnten keine Unterschiede zur humanen Isoform beobachtet werden.

Unterschiede zwischen H.

Unterschiede zwischen H.

sapiens und H.|sapiens und Denisova
Bezeichnung Gen neanderthalensis hominin
12/15-lipoxygenase |ALOX15 [Val239Met# (SNP ID: rs980466), [Tyrl58Cys, Val239Met (SNP ID:
Arg562Trp* rs980466), Ser244Thr (SNP ID:
rs201672823)
15-Lipoxygenase-2 |[ALOX15B [Gly650Asp* GIn656Arg (SNP ID: rs479147)
Plattchen-Typ [ALOX12 [Arg430His* (SNP ID: rs11571342) [GIn261Arg (SNP ID: rs1126667)
12-Lipoxygenase
12R-Lipoxygenase |ALOX12B |keine keine
5-Lipoxygenase IALOX5 His226GIn* keine
Epidermale IALOXE3 [Ala674Thr* IAla359Pro
Lipoxygenase-3
5-Lipoxygenase IALOX5AP [keine keine
aktivierendes Protein
Leukotrien As- LTA4H Lys219Arg keine
-Hydrolase
Leukotrien Cs- LTCA4S keine keine
-Synthase
Cysteinylleukotrien- |CysLTR1 [GIn164Lys keine
Rezeptor 1
Cysteinylleukotrien- |CysLTR2 [Leu278lle (SNP ID: rs138722135) [keine
Rezeptor 2
Leukotrien Ba- BLT1 keine keine
Rezeptor 1
Leukotrien Ba- BLT2 keine keine
Rezeptor 2
Cyclooxygenase-1  |COX-1 keine (10 unbekannte AS) Trp8Arg (SNP ID: rs12369139)
Cyclooxygenase-2  |COX-2 Arg228His (SNP ID: 3218622) keine

Tab. 6: Aminosaureunterschiede in Leukotrien-relevanten Proteinsequenzen von H. sapiens, H.
neanderthalensis und H. denisovan. Bei AS-Unterschieden, die anhand des humanen 1000 Genomes
Projects als SNP beim Menschen identifiziert wurden, ist die jeweilige SNP ID in Klammern angegeben.
AS-Unterschiede des Neanderthalers, die zuvor auf der Grundlage der ersten Genomsequenzierung
schlechterer Qualitét noch nicht erfasst worden waren, sind mit einem * gekennzeichnet, und solche, deren
Positionen zuvor nicht spezifiziert werden konnten mit einem #. Die Tabelle wurde modifiziert nach (Adel

et al., 2015).
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Fur die neaALOX5 und die neaALOXE3 konnte jeweils ein Unterschied in der
AS-Sequenz gefunden werden. Diese wurden in der ersten Neandertaler-Sequenzierung
trotz der erfolgreichen Sequenzierung dieser Positionen nicht erfasst. Da diese
Mutationen, His226GIn in der neaALOX5- und Ala674Thr in der neaALOXE3-Sequenz,
keine funktionell relevanten AS (Eisenliganden, Determinanten fur die Positions- und
Stereospezifitat, ATP-, Ca®*- und Membranbindungsdoménen) betreffen, kann man von
einer unveranderten Enzymfunktion der Neandertaler-Orthologe ausgehen.

Dariiber hinaus wurden neben den LOX-Genen auch Neandertaler-
Gensequenzen anderer Proteine, die in den Leukotrien-Signalweg involviert sind,
untersucht. Fur das 5-Lipoxygenase aktivierende Protein (neaALOX5AP), die Leukotrien
Cs-Synthase (nealLTC4S) und die beiden Leukotrien-Rezeptoren neaBLT1 und neaBLT2
konnten keine Unterschiede zu den humanen Proteinsequenzen identifiziert werden. In
den Sequenzen der Leukotrien As-Hydrolase (neaLTA4H) und des Cysteinylleukotrien-
Rezeptors 2 (neaCysLTR2) konnten jeweils einzelne AS-Unterschiede detektiert werden.
Uber die funktionellen Konsequenzen der in der neaLTA4H-Sequenz gefundenen AS-
Differenz, Lys219Arg, liegen keine Daten vor. Da Lys und Arg jeweils positive Ladungen
tragen, hat dieser Austausch eher konservativen Charakter. Der AS-Unterschied in der
neaCysLTR2-Sequenz, Leu278lle, konnte aufgrund der Daten des 1000 Genomes
Projects als ein beim Menschen vorkommender SNP identifiziert werden.

In der Sequenz des Cysteinylleukotrien-Rezeptors 1 (neaCysLTR1) kdnnen zwei
AS-Unterschiede, GIn164Lys und Cys173Stop, im Vergleich zur humanen Isoform
gefunden werden, von denen letzterer eine Nonsense-Mutation darstellt. Dies wirde
bereits nach 173 der 352 Aminosauren zu einem vorzeitigen Abbruch der Polypeptidkette
fuhren und hatte mit hoher Wahrscheinlichkeit einen Funktionsverlust des kodierten
Rezeptors zur Folge. Eine nahere Betrachtung der Sequenzdaten gibt Aufschluss
daruber, welche Evidenzen es fir diesen AS-Unterschied gibt. Anscheinend gibt es zwei
unterschiedliche Sequenzvarianten fur diesen Genlokus in der hochqualitativen
Genomsequenz des H. neanderthalensis. In 7 von 18 Sequenzfragmenten ist das Kodon
TGC sequenziert worden, welches auch in der humanen Isoform an dieser Position fur
ein Cys kodiert. In 11 von 18 Sequenzen ist an dieser Position allerdings das Kodon TGA
sequenziert worden, welches fir ein Stoppsignal kodiert (Adel et al., 2015). Eine
Erklarung fur die zwiegespaltenen Sequenzdaten konnte ein allelspezifischer
Polymorphismus sein, bei dem ein Allel bei diesem Individuum in mutierter Form, das

andere als nicht-mutierte Sequenz vorliegt. Im Falle einer dominanten Vererbung des
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nicht mutierten Allels hatte dies bestenfalls eine nur geringe phanotypische Veranderung
des Leukotriensignalwegs zur Folge (Adel et al., 2015).

Abschlieend wurden auch die Cyclooxygenase-Sequenzen des H.
neanderthalensis nach Veranderungen untersucht. In der Sequenz der Cyclooxygenase-
1 (neaCOX1) sind keine Unterschiede nachweisbar. Allerdings konnten die N-terminalen
Aminosauren nicht identifiziert werden, sodass Verdnderungen an diesen Positionen
nicht ausgeschlossen werden konnen. Die Cyclooxygenase-2-Sequenz des
Neandertalers (neaCOX2) enthéalt eine AS-Veradnderung, Arg228His. Die gleiche
Veranderung konnte im Rahmen des 1000 Genomes Projects als SNP ausgemacht

werden und kommt mit einer Allelfrequenz von 0,1% vor.

3.6.2 Leukotriensignalwege des H. denisovans

Das qualitativ hochwertige Genom des Denisovan-Menschen wurde ebenfalls auf
das Vorkommen von Lipoxygenasen und anderen Leukotrien-relevanten Proteinen
untersucht. Es konnten orthologe Sequenzen zu allen funktionellen humanen LOXn
sowie den anderen in Tabelle 6 aufgelisteten Proteinen gefunden werden. Diese wurden
mit den Sequenzen der humanen Orthologe abgeglichen, um mogliche AS-Unterschiede
zu erfassen und maogliche funktionelle Konsequenzen zu diskutieren.

Fur die ALOX15 des Denisovans (denALOX15) konnten drei AS-Unterschiede,
Tyrl58Cys, Val239Met und Ser244Thr, nachgewiesen werden (Abb. 35). Die
Seitenketten der verédnderten AS unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Polaritatseigenschaften nur wenig von denen, die in der humALOX15 an dieser Stelle
lokalisiert sind. Tyr und Cys tragen beide polare Gruppen, Val und Met sind beide
uberwiegend unpolar und Ser und Thr tragen beide eine OH-Gruppe. Allerdings
unterscheiden sich die spezifizierten Reste hinsichtlich der Volumina ihrer Seitenketten.
Die Unterschiede an den Positionen 239 und 244 haben mit +19 A3 und +20 A3 nur relativ
geringe Veranderungen der van-der-Waals-Volumina zur Folge. Die Veranderung von
Tyr zu Cys weist allerdings eine deutliche Volumenverdnderung um 55 A3 auf. Die
Mutation Ser244Thr wurde nicht experimentell untersucht, allerdings kann man, da sich
alle AS-Unterschiede der denALOX15 nicht an kritischen Positionen fir die
Enzymfunktionalitat befinden, vermuten, dass sich keine der beobachteten
Veranderungen auf die Enzymaktivitat auswirken sollte. Val239Met und Ser244Thr
konnten anhand der Sequenzen des 1000 Genomes Projects als SNPs in der ALOX15

des H. sapiens identifiziert werden (Adel et al., 2015).
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1 50 351 400
humALOX15 MELYRIRVST GASLIAGSNN QVOLWLVGQH GEAALGKRLW PARGKETELK DEOLHELQOSH LLRGELMAEV IVVATMRCLP SIHPIFKLII PHLRYTLEIN
denALOX15 D@LYRIRVST GASL}4AGSNN QVQLWLVGQH GEAALGKRLW PARGKETELK DELHELQSI LLRGELMAEV IVVATMRCLP SIHPIFKLII PHLRYTLEIN

51 100 401 450
humALOX15 VEVPEYLGPL LFVKLRKRHIf DDAWFCNW ISVQGPGAGD EVRFPCYRWV VRiﬁ"RTGLVSD MGIFDOEMST GGGGHVQLLK QAGAFLTYSS FCPPDDLADR
denALOX15 VEVPEYLGPL LFVKLRKRH}A DDAWFCNW ISVQGPGAGD EVRFPCYRWV VR:@‘&TGLVSD MGIFDQOEMST GGGGHVQLLK QAGAFLTYSS FCPPDDLADR

101 150 451 500
humALOX15 EGNGVLSLPE GTGRTVGEDP QGLFQKHREE ELEERRKLYR WGNWKDGLIL GLLGVKSSFY AQDALRLWEI IYRYVEGIVS LHYKTDVAVK DDPELQTWCR
denALOX15 EGNGVLSLPE GTGRTVGEDP QGLFQKHREE ELEERRKLYR WGNWKDGLIL GLLGVKSSFY AQDALRLWEI IYRYVEGIVS LHYKTDVAVK DDPELQTWCR

151 200 501 550
humALOX15 NMAGAKLYDL PVDERFLEDK RVDFEVSL. GLADLAIKDS LNVJTCWKDL EITEIGLQGA QDRGFPVSLQ ARDQVCHEFVT MCIFTCTGQH ASVELGQLDW
denALOX15 NMAGAKLCDL PVDERFLEDK RVDFEVSL:E GLADLAIKDS LN:ETCWKDL EITEIGLQGA QDRGFPVSLQ ARDQVCHFVT MCIFTCTGQ zILGQLDW

201 250 551 600
humALOX15 DDFNRIFWCG QSKLAERVRD SWKEDALFGY QFLNGANPVV LRRSAHLPAR YSWVPNAPCT MRLPPPTTKD ATLETVMATL PNFHOASLOM SETWQLGRRQ
denALOX15 DDFNRIFWCG QSKLAERVRD SWKEDALFGY QFLNGANPMV LRRTAHLPAR YSWVPNAPCT MRLPPPTTKD ATLETVMATL PNFHQASLOM SITWQLGRRQ

251 300 601 650
humALOX15 LVFPPGMEEL QAQLEKELEG GTLFEADFSL LDGIKANVIL CSQQHLAAPL PVMVAVGQHE EEYFSGPEPK AVLKKFREEL AALDKEIEIR NAKLDMPYEY
denALOX15 LVFPPGMEEL QAQLEKELEG GTLFEADFSL LDGIKANVIL CSQQHLAAPL PVMVAVGQHE EEYFSGPEPK AVLKKFREEL AALDKEIEIR NAKLDMPYEY

301 350 651 662
humALOX15 VMLKLOPDGK LLPMVIQLOL PRTGSPPPPL FLPTDPPMAW LLAKCWVRSS LRPSVVENSV
denALOX15 VMLKLQPDGK LLPMVIQLQL PRTGSPPPPL FLPTDPPMAW LLAKCWVRSS LRPSVVENSV 2'

Abb. 35: Aminosaurealignment der hum- und denALOX15. Die AS-Unterschiede [Tyr158Cys (Y158C),
Val239Met (V239M) und Ser244Thr (S244T)] der ALOX15-Sequenzen von H. sapiens und H. denisovan
sind jeweils gelb hinterlegt. In anderen Farben wurden die funktionell relevanten AS, welche beim
Denisovan alle unveréndert konserviert sind, folgendermafRen gekennzeichnet: Coffa-Determinanten der
Enantioselektivitat (Grin), Membranbindungsdoménen (Schwarz), Transitionsstelle zwischen N- und C-
terminaler Doméne (Blau), Triadendeterminanten (BG-I, Sloane und BG-Il) der Positionsspezifitdt (Rot)
und Eisenliganden (Magenta).

Fur die denALOX15B und die denALOX12 konnten jeweils ein GIn-zu-Arg-
Austausch an unterschiedlichen Positionen ausgemacht werden. Dabei handelt es sich
nicht um konservative Veranderungen, da eine ungeladene AS (GIn; Q; 114 A3) gegen
eine negativ geladene AS (Arg; R; 148 A3) ausgetauscht wurde. Auch die Volumina der
Seitenketten unterscheiden sich um 34 A3. Allerdings befinden sich die AS-Unterschiede
beide nicht an fir die Enzymfunktionalitat kritischen Positionen und konnten auRerdem
beide als SNPs in der humALOX15B und humALOX12 moderner Menschen identifiziert
werden (Adel et al., 2015). Einzelne Aminosaurealignments der ALOX15B- und ALOX12
des H. denisovan mit den entsprechenden humanen Isoformen sind in den folgenden
beiden Abbildungen (Abb. 36 und Abb. 37) dargestellt.

1 50 351 400
humALOX15B MAEFRVRVST GEAFGAGTWD KVSVSIVGTR GESPPLPLDN LGKEFTAGAE WDWLLAKTWV RNAEJSFHEA LTlLLHSILL PEVFTLATLR QLPHCHPLFK
denALOX15B MAEFRVRVST GEAFGAGTWD KVSVSIVGTR GESPPLPLDN LGKEFTAGAE WDWLLAKTWV RNAESFHEA LTHLLHSHLL PEVFTLATLR QLPHCHPLFK

51 100 401 450
humALOX15B EDFQVTLPED VGRVLLLRVH KAPPVLPLLG PLAPDAWFCR WFQLTPPRGG LLIPHTRYTL HINTLERELL IVPGQWDRI IzIGIEGFSE LIQRNMKQLN
denALOX15B EDFQVTLPED VGRVLLLRVH KAPPVLPLLG PLAPDAWFCR WFQLTPPRGG LLIPHTRYTL HINTLgRELL IVPGQVVDR] IGIEGFSE LIQRNMKQLN

101 150 451 500
humALOX15B HLLFPCYQWL EGAGTLVEQE GTAKVSWADH HPVLQQQRQE ELQARQEMYQ YSLLCLPEDI RTRGVEDIPG YYYRDDGMQI WGAVERFVSE IIGIYYPSDE
denALOX15B HLLFPCYQWL EGAGTLVLQE GTAKVSWADH HPVLOQQORQE ELQARQEMYQ YSLLCLPEDI RTRGVEDIPG YYYRDDGMQI WGAVERFVSE IIGIYYPSDE

151 200 501 550
humALOX15B WKAYNPGWPH CLDEKTVEDL ELNIKYSTAK NANFYLOAGS AFAEMKIKGL SVQDDRELQA WVREIFSKGF LNQESSGIPS SLETREALVQ YVTMVIFTCS
denALOX15B WKAYNPGWPH CLDEKTVEDL ELNIKYSTAK NANFYLQAGS AFAEMKIKGL SVQDDRELQA WVREIFSKGF LNQESSGIPS SLETREALVQ YVTMVIFTCS

201 250 551 600
humALOX15B LDRKGLWRSL NEMKRIFNFR RTPAAEHAFE HWQEDAFFAS QFLNGLNPVL AKI:::I:GQ FDSCAWMPNL PPSMQLPPPT SKGLATCEGF IATLPPVNAT
denALOX15B LDRKGLWRSL NEMKRIFNFR RTPAAEHAFE HWQEDAFFAS QFLNGLNPVL AK GQ FDSCAWMPNL PPSMQLPPPT SKGLATCEGF IATLPPVNAT

251 300 601 650
humALOX15B IRRCHYLPKN FPVTDAMVAS VLGPGTSLQA ELEKGSLFLV DHGILSGIQT CEIzlLWLL SKEPGDQRPL GTYPDEHFTE EAPRRSIATF QSRLAQISRG
denALOX15B IRRCHYLPKN FPVTDAMVAS VLGPGTSLQA ELEKGSLFLV DHGILSGIQT CPAYILELWLL SKEPGDQRPL GTYPDEHFTE EAPRRSIATF QSRLAQISRG

301 350 651 676
humALOX15B NVINGKPQFS AAPMTLLYQS PGCGPLLPLA IQLSQTPGPN SPIFLPTDDK IQERNQGLVL PYTYLDPPLI ENSVS|
denALOX15B NVINGKPQFS AAPMTLLYQS PGCGPLLPLA IQLSQTPGPN SPIFLPTDDK IQERNRGLVL PYTYLDPPLI ENSVS|

Abb. 36: Aminoséaurealignment der hum- und denALOX15B. Der AS-Unterschied GIn656Arg (Q656R)
ist gelb hinterlegt. Mit anderen Farben wurden die funktionell relevanten AS, welche beim H. denisovan
unveréndert konserviert sind, folgendermaflen gekennzeichnet: Domanentransitionsstelle (Turkis),
Triadendeterminanten (BG-I, Sloane und BG-Il) der Positionsspezifitat (Rot), Eisenliganden (Magenta),
Coffa-Determinante der Enantioselektivitdét (Grin) und Jisaka-Determinanten der Positionsspezifitat
(Braun).
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Durch die nahere Betrachtung des ALOX15B-Alignments (Abb. 36) wird deutlich, dass
der GIn656Arg-Austausch im C-terminalen Bereich des Enzyms liegt. Beim H. sapiens
ist diese Mutation ein verbreiteter SNP mit einer Allelfrequenz von 38,6%. Da die meisten
Trager dieses Allels keine deutlichen funktionellen Defekte aufweisen, kann man
vermuten, dass das veranderte Enzym voll funktionell sein sollte (Adel et al., 2015).
Auch fur die AS-Veranderung der denALOX12, GIn261Arg, fallt auf, dass durch
ihre Lokalisation in der katalytischen Doméne eine Beeinflussung der Enzymfunktion
nicht ausgeschlossen werden kann. Allerdings betrifft die Veranderung keine der fir die
Enzymfunktion relevanten Determinanten des Enzyms (Abb. 37) und konnte beim H.
sapiens als SNP mit einer Allelfrequenz von 38,8% identifiziert werden (Adel et al., 2015).
Dies lasst auf eine vermutlich ebenfalls funktionsfahige ALOX12 des H. denisovans

schliel3en.

1 50 351 400
humALOX12 MGRYRIRVAT GAWLFSGSYN RVQLWLVGTR GEAELELQLR PARGEEEEFD DOLHEIQYH LLNTELVAEV IAVATMRCLP GLHPIFKFLI PHIRYTMEIN
denALOX12 MGRYRIRVAT GAWLFSGSYN RVQLWLVGTR GEAELELQLR PARGEEEEFD DISLHEIQYI LLNTILVAEV IAVATMRCLP GLHPIFKFLI PHIRYTMEIN

51 100 401 450
humALOX12 HDVAEDLGLL QFVRLRKHHW LVDDAWFCDR ITVQGPGACA EVAFPCYRWV TRERTQLISD GGIFDKJMST GGGGHVQLLR RAAAQLTYCS LCPPDDLADR
denALOX12 HDVAEDLGLL QFVRLRKHHW LVDDAWFCDR ITVQGPGACA EVAFPCYRWV TRARTQLISD GGIFDKEMST GGGGHVOQLLR RAAAQLTYCS LCPPDDLADR

101 150 451 500
humALOX12 QGEDILSLPE GTARLPGDNA LDMFQKHREK ELKDRQQIYC WATWKEGLPL GLLGLPGALY AHDALRLWEI IARYVEGIVH LFYQORDDIVK GDPELQAWCR
denALOX12 QGEDILSLPE GTARLPGDNA LDMFQKHREK ELKDRQQIYC WATWKEGLPL GLLGLPGALY AHDALRLWEI IARYVEGIVH LFYQRDDIVK GDPELQAWCR

151 200 501 550
humALOX12 TIAADRKDDL PPNMRFHEEK RLDFEWTLKA GALEMALKRV YTLLSSWNCL EITEVGLCQA QDRGFPVSFQ SQSQLCHFLT MCVFTCTAQH AAINQGOLDW
denALOX12 TIAADRKDDL PPNMRFHEEK RLDFEWTLKA GALEMALKRV YTLLSSWNCL EITEVGLCQA QDRGFPVSFQ SQSQLCHFLT MCVFTCTAQ' AAINOGOLDW

201 250 551 600
humALOX12 EDFDQIFWGQ KSALAEKVRQ CWQDDELFSY QFLNGANPML LRRSTSLPSR YAWVPNAPCT MRMPPPTTKE DVTMATVMGS LPDVRQACLQ M:ISWHLSRR
denALOX12 EDFDQIFWGQ KSALAEKVRQ CWQDDELFSY QFLNGANPML LRRSTSLPSR YAWVPNAPCT MRMPPPTTKE DVTMATVMGS LPDVRQACLQ MAMSWHLSRR

251 300 601 650
humALOX12 LVLPSGMEEL QAQLEKELQN GSLFEADFIL LDGIPANVIR GEKQYLAAPL QPDMVPLGHH KEKYFSGPKP KAVLNQFRTD LEKLEKEITA RNEQLDWPYE
denALOX12 LVLPSGMEEL RAQLEKELON GSLFEADFIL LDGIPANVIR GEKQYLAAPL QPDMVPLGHH KEKYFSGPKP KAVLNQFRTD LEKLEKEITA RNEQLDWPYE

301 350 651 663
humALOX12 VMLKMEPNGK LQOPMVIQIQP PNPSSPTPTL FLPSDPPLAW LLAKSWVRNS YLKPSCIENS VT
denALOX12 VMLKMEPNGK LOPMVIQIQP PNPSSPTPTL FLPSDPPLAW LLAKSWVRNS YLKPSCIENS VTI

Abb. 37: Aminosaurealignment der hum- und denALOX12. Der AS-Unterschied GIn261Arg (Q261R)
ist gelb hinterlegt. Mit anderen Farben wurden die funktionell relevanten AS, welche beim H. denisovan
unverandert konserviert sind, folgendermafl3en gekennzeichnet: Domanentransitionsstelle (Turkis),
Triadendeterminanten (BG-I, Sloane und BG-II) der Positionsspezifitat (Rot), Eisenliganden (Magenta) und
Coffa-Determinante der Enantioselektivitat (Grin).

Fur die denALOX5 und die denALOX12B konnten keine Unterschiede zu den H.
sapiens-Orthologen nachgewiesen  werden, was eine unbeeintrachtigte
Funktionsfahigkeit dieser Isoformen beim H. denisovan impliziert.

In der unten stehenden Abbildung (Abb. 38) ist ein Aminosaurealignment der
denALOXE3 mit dem humanen Ortholog dargestellt. Es féallt eine Veranderung an der
Position Ala395 auf, an der sich statt eines Ala (A; 67 A3) bei der denALOXE3 ein Pro (P;
90 A3) befindet. Dies stellt hinsichtlich der Polaritatseigenschaften einen eher
konservativen AS-Austausch dar, da beide AS apolare Seitenketten enthalten. Auch die
van-der-Waals-Volumina der Seitenketten unterscheiden sich nicht malRgeblich.
Allerdings ist Prolin als eine helixbrechende AS bekannt. Sollte sich diese AS in einer
helikalen Region befinden, kann von funktionellen Konsequenzen dieses AS-Austauschs
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ausgegangen werden. Ein Strukturmodell des Enzyms auf der Basis der R6-Struktur der
rabALOX15 deutet aber darauf hin, dass Ala395 nicht in der alpha-helikalen Region

lokalisiert zu sein scheint (Adel et al., 2015).

1 50 451 500
humALOXe3 MPRGAFRPCL PALYFAFLTC PTPEQRMSGT QAPDIHLGEP ARGTGCVRGK ERGNIFLADY WILAEAPTHC LNGRQQYVAA PLCLLWLSPQ GALVPLAIQL
denALOXe3 MPRGAFRPCL PALYFAFLTC PTPEQRMSGT QAPDIHLGEP ARGTGCVRGK ERGNIFLADY WILAEAPTHC LNGRQQYVAA PLCLLWLSPQ GALVPLAIQL

51 100 501 550
humALOXe3 QTSIRVQDCG RREEARAASR ELRREKAQEH PRESWAHPQP YPAPQPLALR SQTPGPDSPI FLPTDSEWDW LLAKTWVRNS EBLVHENNTH FLCTHLLCEA
denALOXe3 QTSIRVQODCG RREEARAASR ELRREKAQEH PRESWAHPQP YPAPQPLALR SQTPGPDSPI FLPTDSEWDW LLAKTWVRNS EILVHENHTI FLCTILLCEA

101 150 551 600
humALOXe3 PETQPCPACR SSPPGRLLLR PALPGHPFLL PIMAVYRLCV TTGPYLRAGT FAMATLRQLP LCHPIYKLLL PHTRYTLQVN TIBRATLLNP EGLVDQ ST
denALOXe3 PETQPCPACR SSPPGRLLLR PALPGHPFLL PIMAVYRLCV TTGPYLRAGT FAMATLRQLP LCHPIYKLLL PHTRYTLQVN TIARATLLNP EGLVDQISI

151 200 601 650
humALOXe3 LDNISVTLVG TCGESPKQRL DRMGRDFAPG SVQKYKVRCT AELGELLLLR GRQGLIYLMS TGLAHFTYTN FCLPDSLRAR GVLAIPNYHY RDDGLKIWAA
denALOXe3 LDNISVTLVG TCGESPKQRL DRMGRDFAPG SVQKYKVRCT AELGELLLLR GRQGLIYLMS TGLAHFTYTN FCLPDSLRAR GVLAIPNYHY RDDGLKIWAA

201 250 651 700
humALOXe3 VHKERYAFFR KDSWYCSRIC VTEPDGSVSH FPCYQWIEGY CTVELRPGTA IESFVSEIVG YYYPSDASVQ QDSELQAWTG EIFAQAFLGR ESSGFPSRLC
denALOXe3 VHKERYAFFR KDSWYCSRIC VTEPDGSVSH FPCYQWIEGY CTVELRPGTA IESFVSEIVG YYYPSDASVQ QDSELQAWTG EIFAQAFLGR ESSGFPSRLC

251 300 701 750
humALOXe3 RTICQDSLPL LLDHRTRELR ARQECYRWKI YAPGFPCMVD VNSFQEMESD TPGEMVKFLT AIIFNCSAQH AAVMSGOHDF GAWMPNAPSS MRQPPPQTKG
denALOXe3 RTICQDSLPL LLDHRTRELR ARQECYRWKI YAPGFPCMVD VNSFQEMESD TPGEMVKFLT AIIFNCSAQI AAZISGQHDF GAWMPNAPSS MRQPPPQTKG

301 350 751 800
humALOXe3 KKFALTKTTT CVDQGDSSGN RYLPGFPMKI DIPSLMYMEP NVRYSATKTI TTTLKTYLDT LPEVNISCNN LLEFWLVSQE PKDQRPLGTY PDEHFTEEAP
denALOXe3 KKFALTKTTT CVDQGDSSGN RYLPGFPMKI DIPSLMYMEP NVRYSATKTI TTTLKTYLDT LPEVNISCNN LLBFWLVSQE PKDQRPLGTY PDEHFTEEAP

351 400 801 843
humALOXe3 SLLFNAIPAS LGMKLRGLLD RKGSWKKLDD MONIFWCHKT FTTKYVTEHW RRSIAAFQSR LAQISRDIQE RNQGLALPYT YLDPPLIENS VS
denALOXe3 SLLFNAIPPS LGMKLRGLLD RKGSWKKLDD MQONIFWCHKT FTTKYVTEHW RRSIAAFQSR LAQISRDIQE RNQGLALPYT YLDPPLIENS VSI

401 450
humALOXe3 CEDHFFGYQY LNGVNPVMLH CISSLPSKLP VINDMVAPLL GQDTCLQTEL
denALOXe3 CEDHFFGYQY LNGVNPVMLH CISSLPSKLP VTNDMVAPLL GQDTCLQTEL

Abb. 38: Aminosaurealignment der hum- und denALOXE3. Der AS-Unterschied Ala359Pro (A359P) ist
gelb hinterlegt. Mit anderen Farben wurden die funktionell relevanten AS, welche beim H. denisovan
unverdndert konserviert sind, folgendermaf3en gekennzeichnet: Domanentransitionsstelle (Tarkis),
Triadendeterminanten (BG-I, Sloane und BG-II) der Positionsspezifitdt (Rot), Eisenliganden (Magenta) und
Coffa-Determinante der Enantioselektivitat (Grin).

Dartber hinaus wurde nach Cyclooxygenasesequenzen im Genom des H.
denisovan gesucht. Dabei konnten orthologe Sequenzen zu beiden H. sapiens-Isoformen
(COX-1, COX-2) gefunden werden. Fiur die denCOX1 konnte ein nicht konservativer AS-
Austausch einer apolaren gegen eine basische AS, Trp8Arg, nachgewiesen werden. Ob
dies Auswirkungen auf den COX/LOX-Signalweg hat, kann man allein auf der Grundlage
der Punktmutation nicht sagen. Allerdings scheint diese Veréanderung ein bei modernen

Menschen vorkommender SNP zu sein (Adel et al., 2015).

Zsfg.: Sequenzvergleiche Leukotriensignalweg-relevanter Enzyme neandertalisierter
und denisovanisierter humaner LOXn deuten darauf hin, dass diese Frihmenschen
bereits Uber ein funktionelles Leukotriensignaling verfiigt haben. Ebenso scheinen sie
funktionelle COX-1 und COX-2-Isoformen besessen zu haben, was fur eine intakte

Prostaglandinsynthese spricht.
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4 Diskussion

4.1 Bakterielle Lipoxygenasen

LOX-ahnliche Sequenzen wurden in allen drei Doménen des irdischen Lebens
nachgewiesen (Horn et al., 2015). Bisher sind aber noch keine funktionellen Enzyme bei
Archaeen identifiziert worden. Hingegen gibt es mehrere Arbeiten zur Charakterisierung
bakterieller Lipoxygenasen. Eine systematische Recherche nach bakteriellen
Lipoxygenasen (Kap. 3.1.) hat gezeigt, dass in den bisher sequenzierten bakteriellen
Spezies weniger als 1% LOX-ahnliche Sequenzen im Genom tragen. Demnach scheinen
LOXn fir die meisten bakteriellen Spezies verzichtbar zu sein. Dies legt die Vermutung
nahe, dass LOXn in der Doméne der Bakterien keine Uberlebenswichtige Funktion
ausuben und erst spater im Laufe der Evolution eingefiihrt wurden. Dennoch enthalten
einige Dbakteriellen Spezies echte LOX-Gene und Sequenzvergleiche bisher
charakterisierter pro- und eukaryontischer LOXn deuten darauf hin, dass die LOX-Gene
der Spezies P. aeruginosa, N. punctiforme und S. cellulosum nicht durch kontinuierliche
Evolution, sondern durch horizontalen Gentransfer ins Genom der Zielorganismen
eingefuhrt wurden (Porta and Rocha-Sosa, 2001). Das hypothetische Ur-LOX-Gen
scheint also erst auf der Ebene der Eukaryonten entstanden zu sein und anschliel3end
sporadisch in die Doméne der Bakterien eingefligt worden zu sein. Es bleibt allerdings
die Frage offen, warum nur bei diesen Spezies der horizontale Gentransfer produktiv war
und warum nur diese bakteriellen Spezies einen evolutionaren Vorteil durch die
Expression echter LOXn haben. Es bleibt weiterhin offen, welcher Mechansimus dem zu
vermutenden evolutionaren Vorteil zugrunde liegt (Horn et al., 2015).

Welche biologischen Funktionen LOXn in der Domane der Bakterien erfillen, ist
nach wie vor ungeklart. Die Tatsache, dass der humanpathogene, opportunistische
Erreger Pseudomonas aeruginosa die genetische Information fir mehrere LOX-
Isoformen tragt, konnte auf eine funktionelle Bedeutung der LOXn fur pathogene
Eigenschaften dieser Bakterien hindeuten. Zwar kann die Pathogenitat von Bakterien
nicht generell LOXn zugeschrieben werden, da fur die meisten humanpathogenen Keime
keine LOX-Sequenzen nachgewiesen werden kdnnen. Es besteht allerdings durchaus
die Mdoglichkeit fur eine pathogene Bedeutung der LOX durch die Beeinflussung der
Immunantwort oder der Entzindungsprozesse des Wirts im Rahmen bakterieller

Infektionen (Hansen et al.,, 2013, Vance et al., 2004). Aul3erdem erscheint eine
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bakterieneigene, physiologische Funktion der LOX, zumindest fir die Spezies
Psuedomonas aeruginosa, als wenig wahrscheinlich, da diese selbst gar keine PUFAs
enthalt, die normalerweise die Hauptsubstrate von LOXn darstellen (Horn et al., 2015).
Eine andere Hypothese bezieht sich auf die Ahnlichkeit der LOX-Sequenzen von
Pseudomonas aeruginosa und Nostoc punctiforme zu denen  Stickstoff-
metabolisierender Bakterien und zieht eine mdgliche Funktion der LOX im
Stickstoffstoffwechsel in Betracht (Koeduka et al., 2007). Fir die Klasse der
Photosynthese-betreibenden Cyanobacteriae wurde eine vollig andere biologische
Funktion der LOX postuliert (Koeduka et al., 2007). Entsprechend dieser Hypothese
sollten LOXn eine Rolle beim Ab- bzw. Umbau von Chloroplasten spielen. Diese Idee ist
von evolutiondrem Interesse, da Cyanobakterien einerseits durch ihre Fahigkeit zur
Photosynthese zur Anreicherung von Sauerstoff in der Erdatmosphare im Kambrium
beitrugen. Andererseits entsprechen die Chloroplasten der Endosymbiontentheorie
zufolge den Mitochondrien hoherer Organismen (Cavalier-Smith, 2000). Demnach
konnten LOXn bei der Entwicklung des sauerstoffbasierten oxidativen
Energiemetabolismus beteiligt gewesen sein, was heute als entscheidender Faktor fur
die kambriale Artenexplosion angesehen wird (Horn et al., 2015, Seilacher, 1997). Die
experimentellen Beweise fir diese Hypothese sind derzeit aber noch wenig
Uberzeugend.

Die Zuordnung von LOX-Isoformen niederer Organismen zu entsprechenden
Saugetierisoformen ist aufgrund ihrer strukturellen (Sequenzhomologie) und
funktionellen (Reaktionsspezifitat) Eigenschaften nur selten zweifelsfrei méglich. Zum
einen bevorzugen bakterielle LOXn Linolsaure als Substrat und kénnen ahnlich wie
verschiedene pflanzliche LOXn Arachidonsaure nur begrenzt oxygenieren. Die LOX des
Phylum Nostoc sp. setzt z.B. Linolsédure hauptséchlich zu 9(R)-HpODE um (Andreou et
al., 2008). Die Reaktionsspezifitdit mit AA wurde nicht bestimmt. Die Linolsdure-13(S)-
oxygenierende LOX-Isoformen von Nostoc punctiforme (Koeduka et al., 2007),
Pseudomonas aeruginosa (Lu et al., 2013) und Anabaena sp., weisen substratabhangig
unterschiedliche Positionsspezifitdten auf (Wang et al., 2014b). Aus diesem Grunde kann
aus der Tatsache, dass einige bakterielle LOXn 13(S)-HODE als Hauptprodukt der
Linolsaureoxygenierung bilden, nicht abgeleitet werden, dass Arachidonsaure durch
diese Enzyme notwendigerweise zu 15(S)-HETE umgewandelt wird. Eine
substratabhéngige Positionsspezifitdt wurde auch fir die LOX aus grinen Erbsen

beschrieben. Dieses Enzym, welches Linolsaure zu 13- und 9-H(p)ODE oxygeniert,
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wandelt Arachidonsaure in ein sehr komplexes Muster verschiedener
Oxygenierungsprodukten um (Kuhn et al., 1991).

In niederen Organismen kommen LOXn vereinzelt auch als Fusionsproteine vor,
deren Domanen unterschiedliche katalytische Aktivitaten aufweisen. Dies konnte fur das
Cyanobakterium Acaryochloris marina nachgewiesen werden, bei dem die C-terminale
Domane als LOX und N-terminale Doméne als Katalase fungiert (Gao et al., 2010).

Von den verschiedenen bakteriellen LOX-Isoformen gibt es bisher eine
Kristallstruktur fur die LOX von P. aeruginosa. Diese ist im Unterschied zu allen anderen
bisher kristallisierten LOX-Isoformen nicht aus einer N-terminalen
Membranbindungsdoméne und einer C-terminalen katalytischen Doméane aufgebaut,
sondern besteht nur aus einer Kkatalytischen Domane. Die Funktion der
Membranbindungsdoméane konnte eine N-terminale Lid-Struktur Ubernehmen (Horn et
al., 2015, Garreta et al., 2013), die moglicherweise den Eingang zum aktiven Zentrum
blockieren kdonnte und damit ahnlich wie die N-terminale Domé&ne der Saugetier-LOX
regulatorische Bedeutung haben kdnnte.

In weniger als 1 % aller bisher sequenzierten Bakteriengenome kommen LOX-
ahnliche Sequenzen vor. Bei den meisten dieser Sequenzen ist jedoch noch unklar, ob
diese wirklich fur funktionelle Enzyme kodieren und ob und unter welchen Bedingungen
sie in vivo exprimiert werden. Ob eine LOX-Sequenz fur ein funktionelles Enzym kodiert,
kann u.a. durch die rekombinante Expression des entsprechenden Proteins mit
anschlieBenden Aktivitatsassays uberpruft werden. Entsprechende experimentelle Daten
sind fur bakterielle LOXn nur vereinzelt vorhanden. Leider gibt es fur LOXn kein
spezifisches Sequenzmerkmal, das LOX-Sequenzen eindeutig von denen anderer
Proteine abgrenzt. Ein potentiell geeignetes Strukturmerkmal, das wir in unserer
Suchstrategie nach funktionellen LOX-Sequenzen eingebaut haben, sind die
Metallliganden. Alle bisher charakterisierten LOXn enthalten ein Redox-aktives Metall-
lonen (Eisen oder Mangan), das mit einem Wertigkeitswechsel am katalytischen Zyklus
beteiligt ist (Abb. 1). Bei den LOX-Proteinen gibt es in der Primarstruktur zwei
Sequenzmotive, die fur 4 der 5 proteinogenen Metallliganden kodieren. Bei den
eisenhaltigen LOXn enthalten diese beiden Motive zwei konservierte His mit einem
Abstand von 4 Aminosauren (His-X1-X2-X3-Xs-His, Cluster 1) und ein His bzw. ein
His/Asn/Ser im Abstand von 3 Aminosauren (His-Y1-Y2-Ys-His/Asn/Ser, Cluster 2). Fir
die meisten charakterisierten LOX-Isoformen betragt der Abstand zwischen den beiden

Ligandenclustern 180-200 Aminosauren. Als flnfter proteinogener Eisenligand fungiert
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die C-terminale Aminosaure, die haufig durch ein Ille reprasentiert wird.
Mutageneseuntersuchungen zeigten, dass ein lle-Ala Austausch an der rabALOX215 nicht
zu einem Aktivitatsverlust fuhrt (Kihn et al., nicht publizierte Daten), sodass ein C-
terminales lle nicht als geeignetes Filterkriterium fur LOXn angesehen werden kann.
Obwohl durch die Einfuhrung solcher Filterkriterien die Verlasslichkeit der
strukturbasierten Suchstrategien verbessert wurde, ist die alleinige Suche nach LOXn auf
der Grundlage genomischer Sequenz mit der Mdglichkeit behaftet, sowohl falsch positive,
als auch Auslassung durch falsch negative Ergebnisse, zu erzielen. Weiterhin wurden
unsere Suchstrategien dadurch erschwert, dass ein intensiver horizontaler Gentransfer
von LOX-Genen nachgewiesen wurde, sodass die Vorhersage phylogenetischer
Verwandtschaftsverhéltnisse auf der Basis linearer Vererbungsschemata nur
eingeschrankt moglich ist. Dieser Gentransfer und die Modifizerung von LOX-Sequenzen
innerhalb einer Spezies nach dem Transfer macht es nahezu unmadglich, den Zeitpunkt
abzuschatzen, zu dem LOXn erstmals in der Evolution lebender Organismen aufgetreten

sind und welche Umstande zu deren Einfuhrung gefiihrt haben.

4.2 Eikosanoidstoffwechsel beim Zebrafisch

Der Zebrafisch stellt einen haufig genutzten Modellorganismus fir niedere
Vertebraten dar und hat sich aufgrund verschiedener Eigenschaften (extrakorporale
Entwicklung, Durchsichtigkeit der Embryonen) fur die Untersuchung der Organogenese
bei Vertebraten als nitzlich erwiesen. Daher ist es von Interesse, ob dieser Organismus
Lipoxygenasen und andere Eikosanoid-relevanten Enzyme enthalt, die auf einen
funktionellen Leukotrien-Signalweg in dieser Spezies hindeuten. Um sich dieser Frage
zu nadhern, wurde zunéchst das in der Ensembl-Datenbank zugéngliche Zebrafisch-
Genom (http://www.ensembl.org/Danio_rerio/Info/Index) nach Sequenzen durchforstet,
die fur Enzyme und Rezeptoren der Leukotrienbiosynthese kodieren. Wie in den
Ergebnissen ersichtlich ist, konnten mehrere potentielle LOX-Gene gefunden werden,
wobei eine dieser Sequenzen fir ein Protein kodiert, das zu 75% mit der Sequenz der
humanen ALOX5 Ubereinstimmt. Die rekombinante Expression dieses Enzyms konnte
dessen ALOX5-Aktivitat bestatigen (siehe 3.3). Weiterhin bewies unsere Suchstrategie
die Existenz anderer Enzyme der Leukotrienbiosynthese im Zebrafischgenom, darunter
die Zebrafischorthologe der Leukotrien Cs-Synthase (zbfLTC4S) und der Leukotrien As-
Hydrolase (zbfLTA4H). Obwohl derzeit noch keine funktionellen Daten zu den

Zebrafischorthologen dieser Enzyme vorliegen, sind durch deren Existenz die
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prinzipiellen Voraussetzungen fir die Synthese von Leukotrienen beim Zebrafisch
gegeben. Im zweiten Schritt unserer Untersuchungen wurde im Zebrafischgenom nach
Leukotrienrezeptorgenen gesucht, da diese fur eine  funktionierende
Leukotrienesignalkaskade essenziell sind. Dabei konnten die Zebrafischorthologe der
Cysteinylleukotrien-Rezeptoren 1 und 2 (zbfCysLTR1 und zbfCysLTR2) gefunden
werden. Auch die Suche nach Leukotrien Bs-Rezeptor-ahnlichen Sequenzen (BLT1/2)
ergab zwei Treffer auf Chromosom 7, die als Leukotrien Bs-Rezeptoren des Zebrafischs
ausgewiesen sind. Zusatzlich konnten mehrere weitere Leukotrien Bs-Rezeptor-ahnliche
Sequenzen auf drei anderen Chromosomen identifiziert werden (Chromosomen 2, 5 und
25). Das genomische Repertoire fir ein funktionelles Leukotriensignaling wéare beim
Zebrafisch entsprechend unserer Recherchen gegeben. Es bleibt allerdings offen, ob und
unter welchen Bedingungen die vorhandenen genomischen Sequenzen exprimiert
werden. Aullerdem bleibt unklar, ob die Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen beim
Zebrafisch in analoger Art und Weise ablaufen wie bei hoher entwickelten Organismen,
und ob die ligandeninduzierten Signalkaskaden ahnlich verlaufen. Unterschiede kénnten
sich hinsichtlich der Rezeptoraffinitaten, der Ligandenspezifitat und der intrazellularen
Signalwandlungsmechansimen ergeben.

Der Zebrafisch ist ein Vertreter der Knochenfische, die sich parallel, aber
unabhangig von den Knorpelfischen, entwickelt haben. Als Modellorganismus flr
Knorpelfische wurde das Genom des Elefantenhais (Callorhinchus milii) sequenziert und
2014 publiziert. Das Genom enthalt mehrere potentielle LOX Sequenzen und zwei davon
scheinen fur funktionelle ALOX5-Isoformen zu kodieren (Horn et al., 2015). Weiterhin
enthalt das Genom ein orthologes Gen fur den BLT1-Rezeptor und jeweils ein Gen fir
den cysLTR1- und den cysLTR2-Rezeptor, was auf ein funktionelles Leukotriensignaling
bei Knorpelfischen hindeutet. Diese Beobachtung ist von funktionellem Interesse, da
frhere Daten postuliert haben, dass Knorpelfische kein funktionelles Leukotriensignaling
aufweisen (Morgan et al., 2005). Sollte sich diese Hypothese bewahrheiten, konnte die
Leukotriensignalkaskade wahrend der Evolution auf der Stufe der Knochenfische
eingefiihrt worden sein. Zur Uberpriifung dieser Hypothese miissten die Enzyme und
Rezeptoren des Leukotriensignalwegs in beiden Wirbeltierklassen genauer untersucht
werden. Zusétzlich sollten dazu in vivo-Untersuchungen zur Wirksamkeit von
Leukotriensynthesehemmstoffen und Leukotrienrezeptorantagonisten in verschiedenen
Entzindungsmodellen bei Knochen- und Knorpelfischen durchgefuhrt werden. Damit

konnte Uberprift werden, ob Leukotriene fur die Entziindungsreaktion bei diesen
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Wirbeltierarten bedeutsam sind. Da weder Knorpel noch Knochenfische Lungen
aufweisen, erilbrigt sich die Testung von Antileukotrienpharmaka in Asthmamodellen

dieser Tierarten.

4.2.1 Expressionsprofile Leukotrien-relevanter Enzyme

Makroskopische Analysen des Phanotyps zbfLOX1-defizienter
Zebrafischembryonen haben gezeigt, dass das Fehlen dieser 12(S)-lipoxygenierenden
Enzymspezies zu einer Beeintrachtigung der frihen Embryonalentwicklung der Tiere
fuhrt. Zebrafischembryonen, bei denen die Expression dieser LOX mittels Morpholino-
Oligonukleotiden gehemmt worden war, zeigten bereits nach dem ersten Tag
Fehlbildungen im Bereich des Kopfs und der Schwanzflosse (Haas et al., 2011).
AulBerdem war die Entwicklung des Gehirns und der Augen beeintrachtigt. Zudem
zeigten sich Odeme im Bereich des Perikards, der Nieren- und der Darmanlage. Sollten
diese Befunde spezifische Konsequenzen des Expressionsknockdowns sein, wirden sie
voraussetzen, dass die entsprechende Lipoxygenase wahrend der frihen Embryogenese
exprimiert wird. Um dieser Frage nachzugehen, wurden jeweils 24h, 48h, 72h und 5d alte
Zebrafischembryonen homogenisiert und die mRNA-Konzentrationen verschiedener
Eikosanoid-relevanter Proteine (ALOX5, ALOX12, ALOX15B, ALOXES, hier wére eine
andere Bezeichnung winschenswert) mittels quanatitaiver RT-PCR unter Verwendung
externer Amplikationsstandards (Amplikons) quantifiziert. Aus den Expressionsprofilen
geht hervor, dass alle vier getesteten LOXn bereits am ersten (ALOX5, ALOX12 und
ALOX15B) bzw. zweiten Tag (ALOXE3) nach der Befruchtung auf hohem Niveau
exprimiert werden. Die Expressionsraten der zbfALOX12 und zbfALOXE3 liegen mit
14.473 und 15.523 Kopien auf einem so hohen Niveau, dass bei entsprechender
Translation eine biologische Wirksamkeit der exprimierten Proteine in Betracht gezogen
werden sollte. Das Expressionsprofil der zbfALOX12 wahrend der frihen
Embryonalentwicklung steht im Einklang mit den Beobachtungen von embryonalen
Fehlbildungen zbfALOX1-defizienter Zebrafische, die bereits einen Tag nach der
Befruchtung eintreten (Haas et al., 2011). Der Expressionshochpunkt der zbfALOX2 liegt
mit 7.198 Kopien ebenfalls auf einem relativ hohen Niveau. Leider kdnnen durch die
Bestimmung der mRNA-Profile keine Informationen dartiber gewonnen werden, welche
Funktion die entsprechenden Enzyme erfilllen. Es bleibt also unklar, ob die in relativ

hohen Konzentrationen vorhandenen mMRNA-Spiegel auch translationsaktiv sind.
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AulRerdem muss die Hohe der Proteinexpression nicht unbedingt mit einem biologischen
Effekt korrelieren, da andere Faktoren, wie beispielsweise das Vorhandensein

entsprechender Substrate, begrenzend sein kénnen.

4.2.2 Die genomische Vielfalt der Zebrafisch-Lipoxygenasen

Das Zebrafischgenom enthalt neun LOX-Gene, die auf funf verschiedenen
Chromosomen lokalisiert sind (siehe 3.3, Tab. 1: Ubersicht tiber die Lipoxygenasen des
Zebrafischs). Mit Ausnahme der in dieser Arbeit charakterisierten zbfALOX5a (oder
zbfLOX2) auf Chr. 13 (NP_001290191.1), welche einen Homologiegrad von 74,5% zur
humanen ALOX5 aufweist, zeigt keine der anderen Zebrafisch-LOXn eine vergleichbar
hohe Homologie zu einem humanen Enzym. Naher charakterisiert wurde bisher lediglich
die als zbfALOX1 bezeichnete Sequenz auf Chr. 7 (NP_955912.1). Aufgrund der Arbeit,
die den extremen Phéanotyp zbfLOX1-defizienter Zebrafisch-Embryonen beschreibt
(Haas et al., 2011), wurde zunéchst der Verdacht gedul3ert, es handle sich bei diesem
Enzym um das Zebrafisch-Ortholog einer epidermalen humanen LOX-Isoform. Alox12b-
und Aloxe3-Knock-out-Mause fallen ebenfalls durch einen drastischen Phanotyp auf (Epp
et al., 2007, Krieg et al., 2013). Dieser ist jedoch auf eine Beeintrdchtigung der
epidermalen Wasserbarriere zuriickzufuhren und fuhrt in unterschiedlicher Auspragung
zur Austrocknung der LOX-defizienten Tiere kurz nach der Geburt. Bei
Zebrafischembryonen fielen jedoch eher neurologische Fehlbildungen auf. Die
enzymatische Charakterisierung der zbfLOX1 klassfizierte dieses Enzym als 12(S)-
Lipoxygenase, wahrend die Alox12b bei der Maus 12(R)-lipoxygenierend wirkt (Jansen
et al., 2011). Auf der Ebene der Aminosauresequenz weist die zbfLOX1 mit 17,9%
Sequenzidentitdt den héchsten Homologiegrad zur humanen ALOX5 auf. Diese Daten
belegen, dass sich die zbfLOX1 funktionell und entwicklungsbiologisch nicht mit
Sicherheit einer der humanen ALOX-Isoformen zuordnen lasst. Dafiir spricht auch, dass
die fur die meisten héheren Sauger identifizierten Strukturdeterminanten fir die zbfLOX1
nicht zu gelten scheinen. So folgt die zbfLOX1 weder dem Triadenkonzept, das die
Positionsspezifitdt von 12- und 15-lipoxygenierenden Isoformen determiniert, noch folgt
die Enantioselektivitat des Enzyms der Coffa-Hypothese (Horn et al., 2015, Jansen et al.,
2011).

Die in dieser Arbeit als zbfALOX5 (auch zbfLOX2) bezeichnete Sequenz, deren
Gen auf Chr. 13 liegt (NP_001290191.1), weist mit 74,5% Sequenzidentitat als einzige
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Zebrafisch-LOX eine vergleichsweise hohe Homologie zu einem humanen LOX-Ortholog
auf. Der Zebrafisch enthélt jedoch weitere drei cDNA-Sequenzen mit einem Homologie-
Grad von 19,3%, 19,4% und 20,2% zur menschlichen ALOX5 (XP_009289657.1,
NP_001038796.1, NP_001018414.1). Diese Verhéaltnisse konnten darauf hindeuten,
dass der Zebrafisch mehrere ALOX5-ahnliche Sequenzen enthélt, von denen aber nur
eine (die in dieser Arbeit charakterisierte und als zbfALOX5(a) oder zbfLOX2 bezeichnete
Sequenz) funktionell der humanen ALOX5 entsprechen sollte. Die anderen drei
Sequenzen, welche hinsichtlich ihrer Sequenzhomologie der zbfALOX5a am nachsten
sind (Homologien von 20,3%, 21,5% und 22,8%), sollten andere funktionelle
Eigenschaften aufweisen. Da die entsprechenden Enzyme bislang jedoch nicht
charakterisiert worden sind, lassen sich diese Schlussfolgerungen derzeit experimentell

nicht beweisen.

4.2.3 Anwendbarkeit des Triadenkonzepts auf die Zebrafisch-ALOX5

Anhand der ALOX5-Orthologe des Menschen und der Maus ist in der
Vergangenheit gezeigt worden, dass Mutationen der Triadenmutanten (Borngraber I,
Sloane und Borngraber 1) zu groRen Aminosauren die Umwandlung des 5-
lipoxygenierenden Enzyms in eine 15-lipoxygnierende LOX bewirken. Ob die Anwendung
dieses Konzepts auch auf die ALOX5-Orthologe weniger weit entwickelter Spezies
anwendbar ist, wurde anhand der zbfLOX2 getestet (siehe 3.3.2). Der Austausch der
zbfLOX2-Triadendeterminafnten [Borngraber | (Phe359), Sloane (Ala424 und Asn425)
und Borngrédber Il (Ala603)] durch grol3e Aminoséauren bewirkte ebenfalls eine
Umwandlung der rein 5-lipoxygenierenden zbfLOX2 in ein Uberwiegend 15-
lipoxygenierendes Enzym. Dabei scheint formal gesehen ein linearer Zusammenhang
zwischen der Volumenzunahme mutierter Aminosduren und dem Anteil der 15-
Lipoxygenierung zu bestehen.

Das Prinzip einer Umwandlungsmaglichkeit von 5-lipoxygenierenden ALOX5-
Orthologen in 15-lipoxygenierende Enzymspezies trifft entsprechend der hier erhaltenen
Mutagenesedaten nicht nur fir hohere Vertebraten wie Maus und Mensch zu, sondern
kann bereits flur das Zebrafischenzym nachgewiesen werden. Warum die
Umwandlungsmoglichkeit auftritt und weshalb sie wahrend der Evolution konserviert

wurde, bleibt weiterhin unklar.
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4.2.4 Phosphorylierungsmimetische Mutanten der zbfALOX5

Wenn der Zebrafisch ein funktionelles Leukotriensignaling hat, dann sollten auch
die Regulationsmechanismen der Schlisselenzyme einen vergleichsweise hohen
Konservierungsgrad aufweisen. Sequenzvergleiche haben gezeigt, dass zwei von drei
Phosphorylierungsstellen, die fir die humane ALOXS5 identifiziert wurden, in der Sequenz
der zbfALOX5 konserviert sind (siehe 3.3). Obwohl die humALOX5 durch
Proteinphosphorylierung prinzipiell an drei verschiedenen Stellen reguliert werden kann,
trifft dies fur das Zebrafischenzym nicht mehr in vollem Umfang zu. Bei dieser
Vertebratenspezies ist die Proteinphosphorylierung nur an zwei Stellen (Ser271 und
Thr663) moglich. An der Position 663 ist beim Zebrafisch ein Thr statt eines Ser (beim
Menschen) lokalisiert. Beide Aminosauren sind aber aufgrund ihrer OH-Gruppe
phosphorylierungsfahig, wobei mdoglicherweise unterschiedliche Proteinkinasen
erforderlich sein sollten.

Ser663 scheint bei der humanen ALOX5 nicht ausschlieRlich fir die Regulation
der Enzymaktivitat bedeutsam zu sein. Eine Arbeit beschreibt, dass offensichtlich bei der
humanen ALOX5 die Reaktionsspezifitat durch Phosphorylierung von Ser663 verandert
werden konnte. Die Erstellung phosphorylierungsmimetischer Mutanten hat scheinbar
eine Umwandlung der Positionsspezifitat der 5-lipoxygenierenden humALOXS5 in ein 15-
lipoxygenierendes Enzym zur Folge (Gilbert et al., 2012). Fur die mouALOX5 und die
humALOX5 sind in anderen Laboren identische phosphorylierungsmimetische Mutanten
hergestellt worden, ohne dass dabei eine Veranderung der Reaktionspezifitat festgestellt
werden konnte (Adel et al., 2014). In dieser Arbeit sind fir die zbfALOX5 ebenfalls
phosphorylierungsmimetische Mutanten erstellt worden, fir die keine Veranderungen in
der Positionsspezifitdt festgestellt werden konnten (siehe 3.3.3). Aufgrund der
kontroversen Datenlage lasst sich derzeit nicht sicher entscheiden, ob die
Phosphorylierung von Ser663 bei der humALOX5 zu einer Veranderung der
Reaktionsspezifitat fuhrt. Der biologische Hintergrund einer potentiellen Veranderung der
Reaktionsspezifitdt der humALOX5 durch Ser663-Phosphorylierung ist schwer
nachvollziehbar. Wirde das Enzym bei Zellaktivierung phosphoryliert, verlore es seine
Fahigkeit zur Leukotrienbiosynthese. Damit koénnten diese proinflammatorischen
Mediatoren nicht mehr synthetisiert werden, was die proinflammatorische Rolle des

Enzyms insgesamt in Frage stellen wirde.
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4.3 ALOX15-Orthologe wahrend der Primatenentwicklung

Es gibt zwei prinzipielle Typen der ALOX15-Orthologe, die 12-lipoxygenierenden
und die 15-lipoxygenierenden Formen. Der Vergleich von ALOX15-Sequenzen
unterschiedlicher Spezies deutete bereits vor Beginn meiner Arbeiten darauf hin, dass
niedere Sauger, wie Maus, Ratte und Schwein 12-lipoxygenierende ALOX15-Isoformen
exprimieren, wahrend hohere Séuger wie der Mensch 15-lipoxygenierende Enzyme
aufweisen (siehe 3.4.1, Tab. 3). Eine Ausnahme von dieser Regel bildet die Kaninchen-
ALOX15, welche sowohl als 15-lipoxygenierendes Enzym in Retikulozyten, als auch als
12-lipoxygenierendes Enzym in Monozyten exprimiert wird (Berger et al., 1998, Bryant et
al.,, 1982). Diese funktionellen Unterschiede der rabALOX15 basieren auf
unterschiedlichen cDNA-Sequenzen fur die beiden ALOX15 Isoformen. Beide cDNAs
gehen aus einem ALOX15-Gen des Kaninchens hervor, wobei der zellspezifische
Umkodierungsmechansimus noch vollig ungeklart ist.

Von den ALOX15-Isoformen hoherer Saugertiere waren bei Beginn meiner
Arbeiten nur die orthologen Enzyme des Menschen und des Orang-Utans charakterisiert,
sodass nicht klar war, ob prinzipiell alle héheren Saugetiere die 15-lipoxygenierende
Version der ALOX15-Isoform enthalten und die niederen Sauger die 12-lipoxygenierende
Variante. AuRerdem war unklar, ob es eine Ubergangsform zwischen 12- und 15-
lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen gibt und wenn ja, auf welcher Entwicklungsstufe

diese hypothetische Ubergangsform anzutreffen ist.

Papio anubis —(12-HET

Cercopithe-
o dga Macaca mulatta — 12-HETE
Catarrhini— Nomascus 12'H+ET
Hylobatidae leucogenys B 15-HET§
Hominoidea

Pongo abelii — 15-HETE
Hominidae |LPongo pygmaeus— 15-HETE

Pan troglodytes —|15-HETE
Pan paniscus —|15-HETE

Homo sapiens — 15-HETE

Abb. 39: Vereinfachte phylogenetische Systematik der Primaten und ALOX15-Produktspezifitat. In
der Abbildung sind links die Verwandtschaftsverhaltnisse der Primaten und rechts daneben grau hinterlegt
die zugehorigen ALOX15-Produktspezifitaten dargestellt. Die im Rahmen dieser Arbeit neu erworbenen
Daten zur Reaktionsspezifitdt neu klonierter ALOX15-Orthologe sind mit einem schwarzen Rahmen
kenntlich gemacht. Die lateinischen Namen der Spezies sind im Folgenden erlautert. Catarrhini:
Altweltaffen oder Schmalnasenaffen; Cercopithecoidea: Meerkatzenverwandte; Hominoidea:
Menschenartige; Hominidae: Menschenaffen; Papio anubis: Pavian; Macaca mulatta: Makake/Rhesusaffe;
Nomascus leucogenys: Gibbon; Pongo abelii und Pongo pygmaeus: Orang-Utans; Pan troglodytes und
Pan paniscus: Schimpansen; Homo sapiens: Mensch.
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Zur Verifikation dieses Konzepts mussten die ALOX15-Orthologe verschiedener
Spezies (Pavian, Gibbon, Schimpansen) kloniert und hinsichtlich ihrer enzymatischen
Eigenschaften charakterisiert werden. In der obigen Abbildung ist ein vereinfachtes
Schema des Primatenstammbaums dargestellt, welches bereits in der Einleitung den
derzeitigen Wissensstand (ber die Reaktionsspezifititen der ALOX15-Orthologe
unterschiedlicher Primaten zusammenfasst. Dieses Schema wurde hier mit den in meiner
Arbeit erzielten Resultaten erganzt (Abb. 39). Mit einem grauen Hintergrund sind auf der
rechten Seite des Stammbaums die jeweiligen Produktspezifititen der ALOX15-
Isoformen zusammengefasst. Die nicht umrandeten Produkte stellen den Wissensstand
zur Reaktionsspezifitat der ALOX15-Isoformen dar, der zu Beginn meiner Arbeiten
vorlag. Die mit einem schwarzen Rahmen kenntlich gemachten Hauptprodukte
entsprechen den hier neu ermittelten Produktspezifitaten. Die ALOX15 des Pavians
(Papio anubis) stellt eine rein 12-lipoxygenierende ALOX15-Isoform dar, wie es aufgrund
der kleinen Triadendeterminanten und der evolutionaren Positionierung des Pavians als
der niederste der untersuchten Primaten auch zu erwarten war. Von besonderem
Interesse ist die ALOX15 des Gibbons (Nomascus leucogenys), da sie phylogenetisch
zwischen dem 12-oxygenierenden Makakenenzym (Macaca mulatta) und dem 15-
oxygenierenden Orang-Utan-Enzym (Pongo abelii und Pongo pygmaeus) angesiedelt ist.
Durch theoretische Modellberechnungen des Raumgewinns, der sich aus den
Mutationen an den Triadendeterminanten Met419 (Met419Thr/M419T) und Thr594
(Thr594Val/T594V) ergab, konnte die Positionsspezifitdt der gibALOX15 aufgrund der
gegensatzlichen raumlichen Tendenzen (Verkleinerung des Raumbedarfs bei M419 bei
gleichzeitiger VergroRerung des Raumbedarfs durch Thr594) nicht sicher vorhergesagt
werden. Obwohl der formale kumulative Nettoraumverlust von 19 A3 einer VergréRerung
des Volumens der Substratbindungstasche entsprach, konnte eine Zunahme des 12-
H(p)ETE-Anteils im Muster der Oxygenierungsprodukte verglichen mit dem humanen
Enzym nicht sicher vorausgesagt werden. Unsere Experimente konnten hingegen eine
deutliche Zunahme der 12-HETE-Bildung nachweisen. Die gibALOX15 besitzt eine
ausgepragte duale Reaktionsspezifitat und produziert fast gleiche Mengen an 12- und
15-H(p)ETE. Somit scheint die ALOX15 des Gibbons eine Zwischenform zwischen 12-
und 15-oxygenierenden Enzymen darzustellen. Auch das hier erstmals experimentell
charakterisierte ALOX15-Ortholog des Schimpansen (Pan troglodytes) zeigt die
vorhergesagte Produktspezifitat fur 15(S)-H(p)ETE. Dies erschien aufgrund der nahen

Verwandtschaft zum Menschen sowie menschenidentischer Triadendeterminanten
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plausibel und sollte aufgrund der Sequenzidentitat auch fur die ALOX15 des Bonobos
(Pan paniscus) gelten.

12(S)-lipoxygenierende 12(S)- und 15(S)- 15(S)-lipoxygenierende
ALOX15 lipoxygenierende ALOX15 ALOX15

| | |
Niedere Sduger ——> |[/[).li/:/;7 —> Hohere Sauger

- Pavian - Gibbon - H. sapiens

- Makake/Rhesusaffe - H. neanderthalensis
- Rind - H. denisovan

- Schwein w - Schimpanse

- Maus - Orang-Utan

Abb. 40: Beziehung von ALOX15-Spezifitdt und phylogenetischer Stellung. In der obigen Abbildung
sind schematisch die bekannten ALOX15-Spezifitadten unterschiedlicher Sduger unter Beriicksichtigung
ihrer evolutionaren Positionierung dargestellt.

Diese Ergebnisse stiitzen die postulierte Beziehung von LOX-Spezifitat und
phylogenetischer Stellung der Primatenspezies (Johannesson et al.,, 2010). Die
Hypothese der evolutionar bedingten Veranderung der ALOX15-Positionsspezifitat
konnte durch Sequenzanalysen und die experimentelle Charakterisierung der
Reaktionsspezifitaten unterschiedlicher Primaten-15-LOXn abgeleitet werden (Abb. 40).
Es sei allerdings erwahnt, dass der Vollstandigkeit halber noch die ALOX15 des Gorillas,
der evolutionar zwischen den Orang-Utans und Schimpansen einzuordnen ist, zur
Verifikation des Konzepts von Interesse ware. Leider ist das ALOX15-Gen des Gorillas
nicht vollstandig im Gorilla-Genom abgebildet, sodass die rekombinante Expression des
Enzyms im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich war. Die Triadendeterminanten sind
jedoch in der Sequenz der Gorilla-ALOX15 die gleichen wie bei Mensch und Schimpanse,
was fur ein 15-lipoxygenierendes ALOX15-Ortholog spricht. Damit wirde sich auch die

gorALOX15 in das hier entwickelte evolutiondare Konzept einordnen.

4.3.2 Der biologische Sinn und evulotionéare Triebkraft der Spezifitdtsanderung
Die Evolution biologischer Systeme beruht auf spontan auftretenden
Veranderungen des Erbguts und natirlicher Selektion der am besten angepassten
Individuen. Als ,Survival of the fittest” bezeichnete Charles Darwin als Begriinder der
Evolutionstheorie diesen Vorgang und erklart damit die Entstehung der Arten. Dieses

Prinzip der natlrlichen Selektion ist auch auf die Evolution von Enzymen anwendbar.
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Den bisherigen Untersuchungen zufolge scheinen niedere Saugetiere 12-
lipoxygenierende ALOX15-Isoformen und hohere Saugetiere 15-lipoxygenierende
ALOX15-Isoformen zu exprimieren. Die 15-Lipoxygenierung sollte entsprechend der
Evolutionstheorie den Individuen mit 15-lipoxygenierenden ALOX15-Isoformen
gegenuber denen mit 12-lipoxygenierenden Enzymen einen Vorteil erbracht haben,
wobei unklar bleibt, worin dieser Vorteil eigentlich besteht. Sollte sich die biologische
Funktion der ALOX15-Enzyme uber die Wirkung ihrer primaren Reaktionsprodukte 12-
bzw. 15-H(p)ETE oder aus daraus abgeleiteten Mediatoren definieren, kdnnte die
Umstellung der ALOX15-Reaktionsspezifitat von einer 12- auf eine 15-Lipoxygenierung
als Optimierung eines biologischen Prozesses angesehen werden, wenn 15-HETE
diesen biologischen Effekt besser vermittelt als 12-HETE. Die meisten Saugetiere und
niederen Primaten (Makaken) produzieren als Produkt der ALOX15-Reaktion nur wenig
15-H(p)ETE und waren damit nicht optimal an die Biosynthese solcher Mediatoren
angepasst. Hohere Primaten (Menschenaffen, Mensch) hingegen bilden 15-H(p)ETE als
Hauptprodukt der ALOX15-Reaktion und kénnten damit ihre Funktion besser erfillen.
Worin aber kénnte die biologische Rolle von 15-H(p)ETE bestehen? In der Literatur sind
in verschiedenen Entzindungsmodellen sowohl pro- als auch antiinflammatorische
Effekte von 15-H(p)ETE beschrieben (Kuhn, 1996). Es gibt aber bisher kein einheitliches
Konzept zur biologischen Rolle von 15(S)-HETE und der Mechanismus fir die

beschriebenen Wirkungen ist vollig unklar.

4.3.2.1 12-HETE- vs. 15-HETE-Rezeptor (mdgliche Koevolution mit ALOX15)

Fur das Schwein, das ein 12-lipoxygenierendes ALOX15-Ortholog exprimiert,
konnte ein G-Protein gekoppelter Zelloberflachenrezeptor (GPR31) fiur 12-HETE
nachgewiesen  werden, der fur die Bioaktivitit von 12-HETE als
Signaltransduktionsmolekil bedeutsam zu sein scheint (Guo et al., 2011). Sollte 15(S)-
HETE ebenfalls ein Ligand von GPR31 sein und sollte dieser Rezeptor fiir die biologische
Aktivitat der primaren ALOX15-Produkte Bedeutung besitzen, misste eine Koevolution
der Reaktionsspezfitat von ALOX15 und der Ligandenspezifitdt von GPR31 nachweisbar
sein. Eine solche Koevolution wirde bedeuten, dass bei niederen Primaten (Pavian,
Rhesusaffen), die eine 12-lipoxygenierende ALOX15 exprimieren, GPR31 bevorzugt
12(S)-HETE binden sollte. Im Gegensatz dazu sollte bei hoheren Primaten, die 15-
lipoxygenerende ALOX15-Orthologe enthalten, die Affinitat fir 15(S)-HETE hoher sein.
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Leider liegen bisher noch keine experimentellen Daten zur Ligandenspezifitat von GPR31
bei hoheren Saugetieren einschliellich von Primaten vor, sodass eine mogliche
Koevulotion nicht nachvollzogen werden kann. Deshalb sollte in weiterfiilhrenden
Untersuchungen erforscht werden, ob es eine Koevolution der Ligandenspezifitat von
GPR31 und der Reaktionsspezfitdit der ALOX15 gibt. Dazu mussten die GPR31-
Orthologe ausgewahlter Primaten (Makaken, Rhesusaffen Gibbons, Schimpansen und
Menschen) kloniert, exprimiert und hinsichtlich ihrer Ligandenspezifitaten charakterisiert

werden.

4.3.2.2 Die evolutionare Optimierung der Lipoxinsynthese

Lipoxine (Romano et al., 2015) sind antiinflammatorische Mediatoren, welche die
Pathogenese der Entzindungsreaktion regulieren. Dabei wird vor allem die
inflammatorische Resolution (Heilungsphase der Entziindung) beeinflusst. Es gibt
prinzipiell mehrere Wege der Lipoxinbiosynthese (Romano et al., 2015), die alle eine
Oxygenierung der Arachidonsaure am Cs (5-Lipoxygenierung) und am Cis (15-
Lipoxygenierung) enthalten: Vier mogliche Szenarien seien hier kurz beschrieben: i) An
mucosalen Oberflachen kann die Lipoxinbiosynthese auf transzellularem Wege durch 15-
Lipoxygenierung (ALOX15) von Arachidonsaure durch epitheliale Zellen und
anschlielBende 5-Lipoxygenierung durch neutrophile Granulozyten erfolgen. ii) LTA4, das
durch LTA4-Synthaseaktivitat der ALOXS5 in Entziindungszellen gebildet wird, kann durch
Hydrolyse zu 5(S),6(R)-DIHETE umgewandelt werden. Dieses Intermediat kann
anschlieRend durch 15-Lipoxygenierung zum LxAa4 [5(S),6(R),15(S)-TriHETE] umgesetzt
werden, wobei sowohl die ALOX15, als auch die ALOX12 (Kieran et al., 2004) eine 15-
Lipoxygenierung des 5(S),6(R)-DIHETE katalysieren kann. Damit waren neben der
ALOX5 prinzipiell auch die ALOX15, die ALOX15B und die ALOX12 an der
Lipoxinbiosynthese beteiligt. Bei diesem Szenario der Lipoxinbiosynthese entstammt die
ALOX15 ebenfalls den neutrophilen Granulozyten. iii) Ein dritter moglicher Weg der
Lipoxinbiosynthese bendétigt die 15-Lipoxygenaseaktivitat der aspirinbehandelten COX-2
(Serhan, 2005). Behandelt man dieses Enzym mit therapeutischen Dosen von
Acetylsalicylsdaure (Aspirin), kommt es zu einer Hemmung der COX-Aktivitdt durch
Acetylierung des Enzyms bei gleichzeitiger Induktion einer 15(R)-Lipoxygenaseaktivitat.
Diese katalytische Aktivitat der COX-2 kann 15-lipoxygenierende ALOX-Isoformen
(ALOX15B, ALOX12) in der Biosynthese der Lipoxine ersetzen. Die Effektivitat der

144



Lipoxinsynthese ist jedoch hoéher, wenn die 15-Lipoxygenierung durch die ALOX15
katalysiert wird, da dieses Enzym evolutionar fur die 15-Lipoxygenierung optimiert wurde.
Iv) Ein vierter Weg der Biosynthese von Lipoxin B4 besteht darin, dass die ALOX15 direkt
und ohne Mithilfe eines anderen Enzyms 15-HETE-Methylester durch
Doppeloxygenierung an C5 und C14 zu 5,14,15-TriHETE (LxBas-Isomer) umsetzt. Dieser
Syntheseweg wurde flr rekonstituierte in vitro Synthese beschrieben (Serhan, 2005,
Kihn et al., 1987, Kihn et al., 1986), es bleibt aber unklar, ob dieser Mechansimus auch

in vivo von Bedeutung ist.
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Abb. 41: Lipoxinsynthese unter den Bedingungen 12-lipoxygenierender und 15-lipoxygenierender
ALOX15-Isoformen. In der obigen Abbildung ist der Lipoxinsyntheseweg beispielhaft ausgehend vom
Zwischenmetabolit 5-HETE dargestellt. In A unter den Umsténden eines 12-LOX-Schritts, zum Beispiel
durch die 12-lipoxygenierende ALOX15 niederer Sauger und in B unter den Umstanden eines folgenden
15-LOX-Schritts, wie es mit einer 15-lipoxygenierenden ALOX15 hdherer Sauger der Fall ware.
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Wenn die ALOX15 allerdings, wie bei niederen Sdugern und Primaten, ein 12-
lipoxygenierendes Enzym darstellt, sollte die 15-Lipoxygenierung schlechter ablaufen. In
der obigen Abbildung sind beispielhaft mdgliche Unterschiede beim transzelluléaren
Lipoxinsyntheseweg an mucosalen Oberflachen unter Beteiligung 12-lipoxygenierender
und 15-lipoxygenierender ALOX15-Enzyme im Vergleich dargestellt (Abb. 41). Eine 12-
Oxygenierung von 5-HETE wirde entsprechend dieses Mechanismus initial zur Bildung
von 5,12-DIHETEs fuhren. Dieses Substrat kann durch weitere Oxygenierung nicht mehr
in Lipoxine umgewandelt werden, da es keine bisallylstandigen Methylgruppen mehr
enthalt. Die 15-Lipoxygenierung von 5-HETE hingegen fihrte zur Bildung von 5,15-
DIHETE. Dieses Substrat kann durch weitere Oxygenierung durch ein 12-
lipoxygenierendes Enzym (ALOX12 oder ALOX15) zu Lipoxin A (5,6,15-TriHETE) oder
zu Lipoxin B (5,14,15-TriHETE) oxygeniert werden (Abb. 41), wobei im Prinzip beide
oben genannten Enzyme zu beiden Lipoxinformen fuhren kdnnen.

Ein in vitro-Vergleich der Lipoxinsynthaseaktivitat der rabALOX15 mit dessen 12-
lipoxygenierender lle418Ala-Mutante zeigte, dass ausgehend von 5(S)-HETE als
Substrat fur die Lipoxinbiosynthese das 15-lipoxygenierende Wildtypenzym eine um 35%
hohere Lipoxinsynthaseaktivitdt aufweist als die 12-lipoxygenierende Mutante (Adel et
al., 2016). Noch drastischer waren die Unterschiede, wenn 5(S),6(R)-DIHETE als
Substrat fur die Lipoxinsynthese eingesetzt wurde. Unter diesen Bedingungen war fr die
Enzymmutante keine signifikante Lipoxinbildung nachweisbar, wahrend das
Wildtypenzym grof3e Mengen an Lipoxin A-Isomeren produzierte (Adel et al., 2016).
Wenn die Lipoxinsynthese der niederen Primaten durch die Expression einer 12-
lipoxygenierenden ALOX15 folglich schlechter ablauft, sollte die inflammatorische
Resolution schlechter reguliert werden. Durch die evolutiondre Veranderung der ALOX15
Aktivitat von 12- nach 15-Lipoxygenierung wirde die Entzindungsheilung verbessert
werden, was als evolutionarer Vorteil angesehen werden kann.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, sollten folgende weiterfihrenden Versuche
durchgefuhrt werden: i) In vitro Strategien: Hierbei sollten 12-lipoxygenierende ALOX15-
Enzyme niederer Primaten und 15-lipoxygenierende ALOX15-Enzyme héherer Primaten
exprimiert und gereinigt werden, um sie anschlie3end jeweils in einem Reaktionsansatz
mit vorgelegten Substraten (5-HETE, 5,6-DIHETE) zu inkubieren. Die gebildeten
Produkte (Lipoxin A- und Lipoxin B-Isomere) kdnnten dann mittels HPLC quantifiziert
werden. Den Erwartungen gemafl misste die 15-lipoxygenierende ALOX15 hoherer

Primaten zu einer erhéhten Bildung von Lipoxinen in der Lage sein. ii) In vivo-Strategie:
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Ein geeignetes Tiermodell fir die in vivo-Untersuchung dieser Hypothese waren
Versuchsmause, deren 12-lipoxygenierende ALOX15 durch ein Knock-in-Verfahren in
ein 15-lipoxygenierendes Enzym umgewandelt wurde (ALOX15-humanisierte Maus).
Diese humanisierten Mause und entsprechende Kontrolltiere mit ihren 12-
lipoxygenierenden ALOX15-Isoformen konnten anschlieBend in verschiedenen
Inflammationsmodellen, z.B. einer chemisch oder bakteriell induzierten
Glomerulonephritis, hinsichtlich der Krankheitsintensitat, der Krankheitsdauer und

Regenerationsfahigkeit untersucht werden.

4.3.2.3 Die evolutionare Optimierung der Membranoxygenierung
ALOX15-Orthologe sind in der Lage, PUFAs zu oxygenieren, auch wenn diese in
veresterter Form in Biomembranen vorkommen (Schewe et al., 1975, Kuhn et al., 1990,
Kihn et al., 1987). Durch die Oxygenierung der Membranlipide spielt die ALOX15 beim
reifungsabhangigen Mitochondrienabbau wéhrend der Erythropoiese eine Rolle (Schewe
et al., 1986, van Leyen, 1998). Membranen tierischer Zellen enthalten neben gesattigten
Fettsauren vor allem die ungesattigten Fettsauren Linolsaure und Arachidonséure, wobei
Linolsdure in den meisten Zellen in héheren Konzentrationen vorkommt (Casu et al.,
1968). Arachidonsaure ist ein gutes Substrat sowohl fir 12- als auch fur 15-
lipoxygenierende ALOX15-Orthologe, da sowohl Cio (n-11) als auch Ciz (n-8) der
Fettsaurekette als bisallylische Methylengruppen vorliegen und dadurch eine
Wasserstoffabstraktion von diesen Kohlenstoffatomen maoglich ist. Linolsaure besitz aber
nur eine n-8 doppelallylstandige Methylengruppe, sodass 12-lipoxygenierende ALOX15-
Orthologe diese Fettsdure weniger gut oxygenieren kdnnen. Die 15-lipoxygenierenden
ALOX15-Isoformen des Kaninchens und des Menschen bevorzugen unter den freien
PUFAs Linolsaure als Oxygenierungssubstrate wahrend die 12-lipoxygenierenden
Orthologe der Maus und des Schweins Linolsaure mit geringerer Effektivitat umsetzen.
Ubertragt man diese Enzymeigenschaften auf Biomembranen in denen sowohl Linol- als
auch Arachidonsaure enthalten sind, kann geschlussfolgert werden, dass bestimmte
Biomembranen wegen ihres hohen Linolsauregehaltes von 15-lipoxygenierenden
ALOX15-Isoformen gut oxygeniert werden kénnen. Dagegen sollten solche Membranen
ein schlechteres Substrat fir 12-lipoxygenierenede ALOX15-Isoformen darstellen. Ein
direkter Vergleich der Membranoxygenaseaktivitdit der 15-lipoxygenierenden

humALOX15 mit seiner 12-lipoxygenierenden [418A-Mutante ergab, dass die 15-
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lipoxygenierende Wildtypvariante verglichen mit der I418A-Mutante mehr als eine doppelt
so hohe Membranoxygenaseaktivitat aufwies, wenn die Enzymmenge auf eine
vergleichbare Arachidonsaureoxygenaseaktivitdt normiert wurde (Adel et al., 2016).
Diese Daten deuten darauf hin, dass die evolutionare Umstellung der Reaktionsspezifitat
der ALOX15-Orthologe moéglicherweise darauf abzielt, die Membranoxygenaseaktivitat
der Enzyme zu verbessern. Damit sollte die biologische Rolle der Enzyme beim

Organellabbau evolutionar effektiviert worden sein.

4.4 Volumenhypothese

Entsprechend des Triadenmodells spielt das Volumen der
Substratbindungstasche eine wesentliche Rolle fur die Reaktionsspezifitdt von ALOX15-
und ALOX5-Isoformen. Im Rahmen dieser Dissertation habe ich experimentell die
Anwendbarkeit des Triadenkonzepts auf die zbfALOX5- und die ALOX15-Orthologe des
Schimpansen und des Gibbons Uberprift, welche urspriinglich als Erklarung fur die
variable Positionsspezifitdt der ALOX15-Orthologe von Mensch, Kaninchen und Maus
entwickelt worden war (lvanov et al.,, 2010, Borngréaber et al., 1999). Bei diesen
Versuchen wurden durch ortsgerichtete Mutagenese die Positionsdeterminanten BG-I,
SL und BG-Il durch unterschiedlich grol3e Aminosauren ersetzt und die Auswirkungen
dieser Mutationen auf die Reaktionsspezifitat der Enzyme untersucht. Dabei konnte rein
phanomenologisch ein positiver Zusammenhang zwischen dem Volumen der
eingefihrten Aminoséaureseitenketten und dem Anteil der 15-H(p)ETE-Produktion durch
die Enzymmutanten festgestellt werden. Um diesen Zusammenhang statistisch
abzusichern und seine Starke zu quantifizieren, erfolgten quantitative
Korrelationsuntersuchungen. Dabei wurde der 15-H(p)ETE-Anteil (in %) am
Produktmuster in Abhangigkeit von den summierten van-der-Waals-Volumina der
Triadendeterminanten (BG-I, SL und BG-II) in Kubik- Angstrom (A3) aller in dieser Arbeit
experimentell charakterisierten Enzymvarianten zusammengetragen (Abb. 42). Durch
die Verteilung der Messpunkte kann bereits phanomenologisch ein monoton
ansteigender Zusammenhang festgestellt werden. Um die Starke des Zusammenhangs
zu ermitteln, wurden die Korrelationskoeffizienten nach Pearson und Spearman-Rho
mittels SPSS berechnet. Die parametrische Korrelationsanalyse nach Pearson, welche
neben der Monotonie auch eine Linearitdt der untersuchten Messgroéfien voraussetzt,

ergibt einen Korrelationskoeffizienten von 0,805, der sich mit p<0,01 signifikant von 0
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unterscheidet (zweiseitig getestet). Durch die parametrische Korrelationsanalyse nach
Spearman-Rho (Rangkorrelation), welche auch bei nicht linearen, monotonen
Zusammenhangen angewandt werden kann, lasst sich ein Korrelationskoeffizient von
0,748 berechnen, welcher ebenfalls signifikant von 0 (=keine Korrelation) abweicht
(p<0,01, zweiseitiger Test).
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Abb. 42: Korrelation der 15-HETE-Produktion und der van-der-Waals-Volumina von
Positionsdeterminanten. In der obigen Abbildung ist ein Scatterplot mit eingetragener
Regressionsgeraden dargestellt. Es sind jeweils auf der Ordinate die 15-HETE-Anteile in Prozent (%) und
auf der Abszisse die Gesamt-van-der-Waals-Volumina (Beschriftung der x-Achse) der
Triadendeterminanten (BG-I, Sloane und BG-Il) in Kubik- Angstrém (A3) der folgenden in dieser Arbeit
experimentell charakterisierten Enzyme eingetragen:

. 365 A3 (zbfALOX5 Wildtyp, Phosphorylierungsmutanten T271D und S663D),

. 393 A3 (zbfALOX5 N425M),

. 404 A3 (zbfALOX5 N425F),

. 427 A3 (gibALOX15 1418A),

. 433 A3 (zbfALOX5 A424F),

. 450 A3 (zbfALOX5 A4241+N425M, panALOX15 1418A),

. 476 A3 (gibALOX15 Wildtyp),

. 478 A3 (zbfALOX5 F359W+A4241+N425M),

. 495 A3 (gibALOX15 1418F),

10. 507 A3 (humALOX15 Wildtyp, panALOX15 Wildtyp),

11. 535 A3 (zbfALOX5 Wildtyp)
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Diese Berechnungen bestéatigen den positiven Zusammenhang der 15-H(p)ETE-
Anteile am Produktspektrum und der van-der-Waals-Volumina der spezifitats-
determinierenden Aminosauren an den Positionen BG-I, SL und BG-II. Die Tatsache,
dass der Spearman-Rho-Koeffizient kleiner ist als der Pearson-Koeffizient kann dadurch
erklart werden, dass hier ein linearer Zusammenhang vorliegt. Demnach wirde ein
parametrisches Verfahren zur Korrelationsanalyse (Pearson) auch das tendentiell
teststarkere Verfahren darstellen. Nachdem zumindest eine anndhernde Linearitat
angenommen werden kann, wurde schliel3lich eine Regressiongerade mittels SPSS
berechnet, welche den Zusammenhang grafisch zusammenfasst (Abb. 42). Das
BestimmtheitsmaRR R? dient der Einschatzung der Verlasslichkeit oder Gute der
Regressionsgeraden fir dieses Modell und ist mit dem Wert 0,647 als gut einzuschatzen.
Demnach sind nur ca. 35% der Varianz der 15-HETE-Produktion durch andere nicht im
Regressionsmodell bertcksichtigte Einfliisse verursacht.

Durch diese Berechnungen kann auf mathematischem Wege eine signifikante
statistische Korrelation zwischen der 15-H(p)ETE-Produktion und den Volumina der
positionsdeterminierenden AS bestatigt werden. Allerdings kdnnen aus den signifikanten
Korrelationen und berechneten Kurven keine Schlussfolgerungen auf eine Kausalitat
dieser GroRen gezogen werden. Streng genommen besagen die positiven
Korrelationskoeffizienten nur, dass ein kausaler Zusammenhang nicht ausgeschlossen

werden kann.

4.5 Membranbindungsstudien

4.5.1 Unterschiede im Mechanismus der Membranbindung (ALOX15, ALOX5)

Die Membranbindung ist eine nachgewiesene Eigenschaft der Lipoxygenasen
(Walther et al., 2011). Die Mechanismen, welche die Membranbindung ermdglichen, sind
jedoch unterschiedlich. Bei ALOX5-Orthologen wird z.B. Calcium an hochaffine
Bindungsstellen des Enzyms gebunden. Deshalb sind fir die ALOX5 bereits Calcium-
Konzentrationen im submikromolaren Bereich wirksam. Bei der ALOX15 sind die
hochaffinen Ca?*-Bindungstellen am Enzym nicht konserviert und es sind millimolare
Konzentrationen an Calcium notwendig, um eine effektive Membranbindung zu
erreichen. Fir die ALOX15 haben Mutageneseuntersuchungen gezeigt, dass
Trunkationsmutanten, bei denen die N-terminale PLAT-Domane mittels gentechnischer

Verfahren deletiert wurde, noch zur Membranbindung fahig sind, dass dieser Prozess
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aber deutlich schlechter ablauft (Walther et al., 2011). Fir die Membranbindung von
LOXn sind oberflachenexponierte hydrophobe AS von Bedeutung, deren Seitenketten
mit der Lipiddoppelschicht interagieren kénnen und damit das Enzym in der Membran
verankern. Es bleibt aber nach wie vor unklar, ob die Membranbindung von LOXn ein
diffusionskontrollierter Prozess ist oder ob es sich um einen gerichteten Transport des
Enzyms an die Membran handelt.

4.5.2 Biologische Rolle der Membranbindung

Fur die ALOX15 gibt es zweierlei Konsequenzen fur die Membranbindung. Erstens
geht sie einher mit der Aktivierung des Enzyms: Die Fettsaureoxygenaseaktivitat wird bei
der Membranbindung der ALOX15 um den Faktor zehn hochreguliert. Zweitens ist die

Membranbindung flr die direkte Oxygenierung von Membranphospholipiden notwendig.

4.5.3 Strukturveranderungen bei Membranbindung

Die Bindung von LOXn an Biomembranen induziert in den Enzymen
Strukturveranderungen, wobei nach wie vor unklar ist, wie diese Strukturveranderungen
im Detail aussehen (Di Venere et al., 2013). Um diese molekularen Prozesse besser zu
verstehen, wurden im Rahmen dieser Arbeit Membranbindungsassays mit der
rabALOX15 durchgefuhrt, die zuvor mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Hemmstoffs ETYA behandelt worden ist. Dieser bindet am aktiven Zentrum des Enzyms
und fuhrt zu einer irreversiblen Inaktivierung der LOX (Kuihn et al., 1984). Die durch ETYA
inaktivierte ALOX15 zeigte eine zu mehr als zwei Dritteln reduzierte Fahigkeit zur
Membranbindung. Dieses Ergebnis stiutzt die Hypothese, dass fur eine effektive
Membranbindung das Enzym in einer katalytisch aktiven Struktur vorhanden sein muss.
Unklar bleibt jedoch, in welchem Ausmall die Inaktivierung durch ETYA die
Enzymstruktur veréndert. Obwohl sich entsprechend des derzeit bekannten
Inaktivierungsmechanismus von LOXn durch ETYA nur lokale Strukturveranderungen am
aktiven Zentrum des Enzyms ergeben wirden, kann eine Modifizierung der
Enzymoberflache nicht wirklich ausgeschlossen werden. Solche Oberflachen-

veranderungen sollten die Membranbindung beeinflussen.
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4.6 Untersuchungen der Leukotriensignalwege von Hominiden

4.6.1 Leukotriensignalwege des H. neanderthalensis

Die Untersuchung der Leukotrien-relevanten Gene im Genom des H.
neanderthalensis hat aufgezeigt, dass es subtile strukturelle Unterschiede im Vergleich
mit den entsprechenden Genen des H. sapiens gibt. Aufgrund der Tatsache, dass es
bisher ein qualitativ hochwertiges Genom nur von einem Individuum der humanen
Subspezies H. neanderthalensis gibt, kann nicht entschieden werden, ob diese
gefundenen Aminosaureunterschiede auf zufallige Punktmutationen bei diesem
Individuum zurtickzufihren sind oder ob sie in den Genomen aller Neandertaler-
Individuen vorkommen. Trotz der subtilen Strukturunterschiede kann man aus den
Sequenzdaten  schlussfolgern, dass Neandertalermenschen  prinzipell — zur
Leukotrienbiosynthese fahig waren. Die dafiir nétigen Enzyme und die entsprechenden
Leukotrienrezeptoren haben sich im Verlaufe der letzten 300.000 Jahre praktisch nicht
verandert.

Fur den Cysteinylleukotrien-Rezeptor 1 (neaCysLTR1) ergab die Auswertung der
in den Datenbaken gespeicherten Sequenzdaten einen Hinweis darauf, dass dieser
Rezeptor aufgrund einer Nonsense-Mutation im Leserahmen der entsprechenden cDNA
als trunkiertes Protein exprimiert wurde. Ein detaillierter Sequenzvergleich aller
verfigbaren Sequenzbruchstiicke, die diesen Sequenzbereich abdecken, zeigte, dass an
dieser Stelle zwei unterschiedliche Sequenzen nachweisbar waren. In 7 der 18
verfigbaren Sequenzen fur diesen Bereich wurde das Kodon TGC identifizert, welches
auch beim humanen Ortholog an dieser Position fir ein Cys kodiert. In 11 der 18
Sequenzen wurde bei der Sequenzierung an dieser Position allerdings das Kodon TGA
gefunden, das als Stoppkodon fungiert (Adel et al., 2015). Dies wirde zu einem
vorzeitigen Abbruch der Polypeptidkette, bereits nach 173 der 352 Aminosauren, fihren
und hatte mit einer hohen Wahrscheinlichkeit einen Funktionsverlust des Rezeptors zur
Folge. Eine Erklarung fir die kontroversen Sequenzdaten konnte ein allelspezifischer
Polymorphismus bei diesem H. neanderthalensis-Individuum sein. Dabei befinden sich
im mautterlichen und véaterlichen Allel unterschiedliche Sequenzen. Dies hatte im Falle
einer rezessiven Vererbung des von dieser Verdnderung betroffenen cysLTR1-Allels
keine phanotypische Veranderung der Leukotrien-Signalwege dieses
Neandertalerindividuums zufolge (Adel et al.,, 2015). Bisher ist aber nicht bekannt,

welches der beiden Allele dominant verebt wird oder ob es sich bei diesem Genlokus um
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eine kodominanten Vererbung handelt. Deshalb kénnen die funktionellen Konsequenzen
dieser Sequenzbesonderheit fur dieses H. neandethalensis-Individuum nicht abgeschatzt

werden.

4.6.2 Leukotriensignalwege des H. denisovans

Durch die Sequenzvergleiche leukotrienrelevanter Proteine des H. denisovans und
des H. sapiens wurden im Ergebnissteil einige Aminosaureunterschiede identifiziert, die
sich aber mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht auf die Funktionalitdt der entsprechenden
Proteine auswirken sollten. Bei diesen Diskussionen wurden jedoch ausschlief3lich
Aminosauren berucksichtigt, die an fur die Funktionalitat der Proteine kritischen
Positionen lagen: Eisenliganden, Phosphorylierungsstellen, Determinanten der
Positions- und Stereospezifitat, ATP-, Ca?*- und Membranbindungsstellen. AuRer
Betracht gelassen wurde bei diesen Diskussionen aber die Moglichkeit, dass verénderte
Eigenschaften von anderen Aminosauren die Orientierung von Seitenketten
funktionsrelevanter Reste im gefalteten Protein verandern kénnten und somit indirekt
funktionsrelevante Strukturverdnderungen hervorrufen wirden. Solche indirekten
strukturellen Veranderungen kdnnen zwar auf der Basis der vorhandenen Strukturdaten
modelliert werden (siehe unten), ihre funktionellen Konsequenzen sind aber nicht mit

Sicherheit vorherzusagen.
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Abb. 43: Vergleich der hum- und denALOX15. A: Lokalisation der denALOX15-AS-Unterschiede in der
3D-Struktur der humALOX15. B: Positionsspezifitat der humALOX15-Doppelmutante Tyr158C+Val239Met
im Vergleich zum humALOX15-Wildtyp. Die Abb. wurde modifiziert nach (Adel et al., 2015). Diese
Experimente wurden von T. Horn durchgefihrt.

In der obigen Abbildung (Abb. 43A) ist zur Linken die 3D-Struktur der humALOX15

dargestellt, in der die Lokalisation der AS-Unterschiede des H. denisovans eingetragen
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wurden. Daraus geht hervor, dass es sich bei den beiden denALOX15-Mutationen
Tyrl58Cys und Ser244Thr um oberflachenexponierte AS handelt. Beim Val239Met-
Austausch ist eine interne AS betroffen, die jedoch keinen direkten Kontakt zum aktiven
Zentrum hat (Adel et al., 2015). Um die Auswirkungen dieser Veranderungen auf die
Enzymaktivitat beurteilen zu kénnen, wurden die beiden oberflachenexponierten AS-
Veranderungen als denisovanisierte humALOX15-Doppelmutante (Tyrl58Cys +
Val239Met) exprimiert und hinsichtlich ihrer enzymatischen Eigenschaften mit dem
humanen Wildtypenzym verglichen. Dabei wurde das Produktmuster mittels RP-HPLC
analysiert und ein reprasentatives Chromatogramm ist ebenfalls in der obigen Abbildung
dargestellt (Abb. 43B). Aus der experimentellen Analyse des Produktspektrums geht
hervor, dass die beiden oberflachenexponierten AS-Veranderungen der denALOX15
keine Veranderungen der Positionsspezifitit des Enzyms bewirken. Die
denisovanisierende Doppelmutante der humALOX15 weist, ebenso wie das
Wildtypenzym, eine dominante 15-Lipoxygenaseaktivitat auf (Adel et al., 2015). Die
spezifischen Aktivitaten der beiden Enzymvarianten unterscheiden sich nicht wesentlich
voneinander, was aus der vergleichbaren Menge an produzierten LOX-Produkten
(vergleichbare Peakhohen) hervorgeht. Diese Ergebnisse bestatigen die vermutlich
unveranderte Funktionalitéat der denALOX15.

Ahnliche Untersuchungen erfolgten mit den 3D-Strukturen der anderen LOX-Isoformen,
welche beim Denisovan von Veranderungen betroffen waren. In der unteren Abbildung
(Abb. 44) ist die Lokalisation der denALOX15B-Mutation in der Struktur der
humALOX15B dargestellt.
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Abb. 44: Vergleich der hum- und denALOX15B. A: Lokalisation der denALOX15B-AS-Verénderung in
der 3D-Struktur der humALOX15B. B: Positionsspezifitdt der humALOX15B-Mutante GIn656Arg im
Vergleich zum humALOX15B-Wildtyp. Die Abb. wurde modifiziert nach (Adel et al., 2015). Diese
Experimente wurden von T. Horn (Koautor) durchgefiihrt.

154



Diese ist in der Nahe des C-Terminus in der katalytischen Doméne lokalisiert und
konnte die Enzymfunktion indirekt beeintrachtigen. Rekombinante Expressionen der
denisovanisierten humALOX15B, die diesen Aminosaureaustausch enthalten, zeigen
allerdings eine unveranderte Enzymaktivitat mit fast ausschlie3licher 15-Lipoxygenierung
von AA (Adel et al., 2015). Diese Daten deuten darauf hin, dass die denALOX15B als
funktionell intaktes Protein exprimiert wird.

Auch der einzige AS-Unterschied in der ALOX12-Sequenz des H. denisovans
befindet sich in der katalytischen Doméne des Enzyms und die néhere Betrachtung der
Lokalisation dieser Mutation in der 3D-Struktur des humanen Orthologs belegt dessen
Lokalisation an der Enzymoberflache (Abb. 45). Die rekombinante Expression der
denisovanisierten humALOX12 zeigte, dass die Veradnderung keine wesentlichen
Auswirkungen auf die Enzymfunktion hat. Die Mutante GIn261Arg ist katalytisch aktiv und
zeigt im Aktivitatsassay mit AA als Substrat eine fast ausschlieRliche 12-
Lipoxygenaseaktivitat (Adel et al., 2015). Daraus kann man auf eine vermutlich
unveranderte Funktionalitéat der denALOX12 schliel3en.

humALOX12
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Retentionszeit (min)

Abb. 45: Vergleich der hum- und denALOX12. A: Lokalisation der denALOX12-AS-Veréanderung in der
3D-Struktur der humALOX12. B: Positionsspezifitat der humALOX12-Mutante GIn261Arg im Vergleich zum
humALOX12-Wildtyp. Die Abb. wurde modifiziert nach (Adel et al., 2015). Diese Experimente wurden von
T. Horn (Koautor) durchgeftihrt.

Fur die denALOXE3 wurde beim Vergleich mit der orthologen Sequenz des H. sapiens
ein Ala359Pro Austausch gefunden. Aufgrund der helixbrechenden Funktion von
Prolinresten wurde bereits im Ergebnisteil diskutiert, dass ein solcher Austausch
funktionelle Konsequenzen haben kénnte, falls sich diese Aminosaure in einer Helix

befindet. Leider gibt es derzeit keine Kristallstruktur fir ALOXE3-Orthologe, sodass nicht
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geprift werden konnte, ob dieser Aminosaurerest beim Wildtypenzym Bestandteil einer
Helix ist. Deshalb wurde auf der Basis der Aminosauresequenz der denALOXE3 und den
Strukturdaten der rabALOX15 ein Strukturmodell der denALOXES3 konstruiert (Abb. 46).

Abb. 46: Lokalisation der denALOXE3-
Mutation Ala359Pro in der 3D-Struktur
der humALOXES. In der links stehenden
Abbildung der dreidimensionalen
humALOXES3-Struktur wurde die Position
Ala359, welche in der denALOXE3 durch
den Helixbrecher Pro ersetzt ist,
hervorgehoben. Die Lokalisation ist eher
peripher und nicht Bestandteil einer
Alpha-Helix des Proteins, sodass die
helixbrechende Funktion vernachlassigt
werden kann. Die Modellierungs-
experimente wurden von Kumar Reddy
aus der Arbeitsgruppe von Prof. P.
Redanna (Universitat Hyderabad,
Koautor) durchgefihrt.

Diese Modellberechnungen deuten darauf hin, dass Ala359 kein Bestandteil des aktiven
Zentrums des Enzyms ist und auch nicht in einer Helix lokalisiert zu sein scheint.
Demnach kann die potentiell helixorechende Funktion des identifizierten

Aminosaureaustausches mit grof3er Sicherheit vernachlassigt werden (Adel et al., 2015).
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