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Zusammenfassung

Einleitung: Arachidonsaurelipoxygenasen (ALOX-Isoformen) sind Dioxygenasen,
die mehrfach ungesattigte Fettsauren zu den entsprechenden
Hydroperoxyfettsaurederivaten oxygenieren. Im humanen Genom gibt es sechs
funktionelle ALOX-Gene (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B, ALOXE3, ALOXS),
die fur funktionell unterschiedliche Isoenzyme kodieren. Die Reaktionsspezifitat von
ALOX15-Orthologen vieler hoherer Vertebraten (Saugetiere) ist gut charakterisiert,
wohingegen es nur wenige Daten uber das Vorhandensein von ALOX-Isoformen bei
Knochenfischen gibt. Auch wurde bislang nicht untersucht, ob der oxidative
Lipidstoffwechsel in kausaler Beziehung zur beschleunigten Alterung von N. furzeri,
einem beliebten Modellorganismus in der Altersforschung, steht. Hieraus ergaben sich
fur die vorliegende Arbeit folgende konkrete Fragestellungen: i) Kommen ALOX-Gene in
Knochenfischen weit verbreitet vor und kdnnen hier echte ALOX15-Gene nachgewiesen
werden? ii) Konnen Knochenfisch ALOX-Isoformen rekombinant exprimiert werden und
unterscheiden sich ihre katalytischen Eigenschaften von denen hoherer Wirbeltiere? iii)
Folgen die Knochenfisch ALOX-lIsoformen den Hypothesen, die zur Erklarung der
Reaktionsspezifitat anderer ALOX-Isoformen entwickelt wurden? iv) Lassen sich aus
dem ALOX-Stoffwechsel von N. furzeri Schlussfolgerungen zum Mechanismus der
beschleunigten Alterung dieser Tiere ableiten?

Methodik: Zur Beantwortung dieser Fragen wurden ausgewahlte ALOX-
Isoformen verschiedener Knochenfische als rekombinante N-terminale His-tag
Fusionsproteine in pro- und eukaryotischen Expressionssystemen exprimiert und
hinsichtlich ihrer protein-chemischen und enzymatischen Eigenschaften charakterisiert.

Ergebnisse: ALOX-Gene kommen in den Genomen von Knochenfischen weit
verbreitet vor, wobei jedoch keines der kodierten Enzyme zweifelsfrei als ALOX15-
Ortholog identifiziert werden konnte. Die Knochenfisch ALOX-Isoformen konnten
rekombinant exprimiert werden, wobei sich ihre katalytischen Eigenschaften teilweise von
denen hoherer Wirbeltiere unterschieden. Die Knochenfisch ALOX-Isoformen folgen
weder vollumfanglich dem Triadenkonzept der ALOX15-Orthologen noch der A-vs.-G-
Hypothese der Stereospezifitat. Im Rahmen dieser Arbeit konnte der Zusammenhang
zwischen dem ALOX-Stoffwechsel von N. furzeri und der beschleunigten Alterung dieser
Knochenfischspezies nicht abschliefend geklart werden.
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Schlussfolgerung: ALOX-Isoformen kommen bei Knochenfischen weit verbreitet
vor, jedoch stimmen die durch die Datenbanken vorgenommenen Annotierungen nicht
immer mit den in vitro Untersuchungen zur Reaktionsspezifitat Uberein. Die Beobachtung,
dass die von uns untersuchten Knochenfisch ALOX-Isoformen nicht dem Triadenkonzept
folgen, welches auf alle bisher identifizierten Saugetier ALOX15-Orthologen anwendbar
ist, spricht dafur, dass es sich bei diesen Proteinen eher nicht um Funktionsaquivalente
der Saugetier ALOX15-Orthologen handelt.
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Abstract

Introduction: Arachidonate lipoxygenases (ALOX isoforms) are dioxygenases
which catalyse the oxygenation of polyunsaturated fatty acids to the corresponding
hydroperoxy derivatives. The human genome involves six functional ALOX genes
(ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B, ALOXE3, ALOX5), which encode for
functional distinct isozymes. The reaction specificity of ALOX15 orthologs of higher
vertebrates such as mammals has been well characterized. In contrast, little is known
about the presence of ALOX isoforms in bony fish. Moreover, it has not yet been explored
whether there is a causal relationship between the oxidative lipid metabolism and the
accelerated aging process of N. furzeri, which is a popular model organism in age
research. This lack of knowledge resulted in the following specific questions for the
present dissertation: i) Are ALOX genes widely distributed in bony fish and can true
ALOX15 genes be detected in these vertebrates? ii) Is it possible to express bony fish
ALOX isoforms as functional recombinant proteins and do their catalytic properties differ
from those of higher vertebrates? iii) Do the bony fish ALOX isoforms follow the existing
hypotheses which explain the reaction specificity of other ALOX isoforms? iv) Is the ALOX
metabolism of N. furzeri related to accelerated aging of this bony fish species?

Methodology: To answer these questions, selected bony fish ALOX isoforms
were expressed as recombinant N-terminal his-tag fusion proteins in pro- and eucaryotic
expression systems and they were characterized in respect to their protein-chemical and
catalytic properties.

Results: ALOX genes occur frequently in different bony fish species. We
expressed putative ALOX15 orthologs of three different bony fish species as catalytically
active recombinant N-terminal his-tag fusion proteins but neither of the characterized
enzymes exhibited a high degree of functional similarity with mammalian ALOX15
orthologs despite their database annotation as ALOX15. The putative bony fish ALOX15
orthologs did neither follow the Triad Concept of reaction specificity of ALOX15 orthologs
nor the A-vs.-G-Hypothesis of stereospecificity. Comparison of the functional
characteristics of the three putative bony fish ALOX15 orthologs did not provide any
evidence for the assumption that the enzyme of N. furzeri is involved in the accelerated
aging process of this bony fish species.

Conclusions: ALOX genes occur frequently in bony fish genomes, but the

functional characteristics of the putative bony fish ALOX15 orthologs are clearly different
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from those of mammalian ALOX15 isoforms. Our observation, that the putative bony fish
ALOX15 orthologs do not follow the Triad Concept which is applicable for all mammalian
ALOX15 orthologs tested so far strongly suggests that these enzymes may not be
considered functional equivalents of mammalian ALOX15 orthologs in bony fish.
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1 Einleitung

1.1  Definition und Vorkommen der Lipoxygenasen

Arachidonsaurelipoxygenasen (ALOX-Isoformen) sind Fettsduredioxygenasen,
die ein Ubergangsmetallion (Eisen oder Mangan) im aktiven Zentrum enthalten (1-3). Sie
katalysieren den Einbau eines Sauerstoffmolekils in mehrfach ungesattigte Fettsauren
(PUFASs), die mindestens ein 1, 4-cis, cis-Pentadiensystem enthalten. Primare Produkte
dieser Reaktion sind die entsprechenden Hydroperoxyfettsaurederivate (4).

ALOX-Isoformen kommen in Pro- und Eukaryonten vor, wobei sie bei
Prokaryonten bisher nur in Bakterien, nicht aber in Archaea beschrieben worden sind.
Obwohl bei der Suche in den bisher sequenzierten Bakteriengenomen mehr als 60
ALOX-like Sequenzen identifiziert werden konnten, enthalten insgesamt nur weniger als
0,5 % der bisher sequenzierten bakteriellen Genome potenzielle ALOX-Gene (5). Diese
Beobachtung spricht dafur, dass die ALOX-Isoformen in Bakterien nur sporadisch
auftreten und keine essentielle Rolle im bakteriellen Lipidstoffwechsel spielen (5). Fur
jene bakteriellen Lebensformen, die funktionelle ALOX-Gene in ihren Genomen
enthalten, konnte die ALOX-Expression aber durchaus von biologischer Bedeutung sein.
Das gilt aber nur fur eine Uberschaubare Anzahl bakterieller Spezies. Mit wenigen
Ausnahmen (z.B. Pseudomonas aeruginosa) tragen die meisten humanpathogenen
Bakterien keine funktionellen Lipoxygenasegene in ihren Genomen (5). ALOX-Isoformen
kommen aulierdem vereinzelt in Algen (6) sowie in einigen Pilzen (7, 8) vor. In hOheren
Pflanzen (9) sowie im Tierreich (5) sind sie jedoch weit verbreitet.

Bei den meisten Saugetieren dienen Linolsaure (C18:A2, n-6), a- (C18:A3, n-3)
und y- (C18:A3, n-6) Linolensaure, Arachidonsaure (C20:A4, n-6), Eicosapentaensaure
(C20:A5, n-3) und Docosahexaensaure (C22:A6, n-3) als wichtigste ALOX-Substrate
(10). Dabei werden diese Fettsauren in freier Form bevorzugt. Da die zellularen Konzen-
trationen freier Fettsauren jedoch sehr gering sind, mussen diese fur die Bildung von
ALOX-Produkten aus zellularen Esterlipiden freigesetzt werden. Dies geschieht vor allem
durch die Aktivierung zytosolischer Phospholipase A2 Isoformen (11).

Nachdem die primaren Produkte der Lipoxygenasereaktion, die
Hydroperoxyfettsauren (HpETE), gebildet wurden, kdnnen diese durch andere Enzyme
(z.B. Glutathionperoxidasen) zu einer Hydroxyfettsdure (HETE) reduziert oder zu einer
groRen Anzahl anderer bioaktiver Lipidmediatoren umgewandelt werden. Zu diesen

Produkten zahlen Leukotriene (12), Lipoxine (13), Hepoxiline (14), Eoxine (15), Resolvine
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(16) und Protektine (17), denen unterschiedliche biologische Funktionen zugeschrieben
wurden. Eine wichtige Rolle spielen diese sekundaren ALOX-Produkte u.a. bei der
Pathogenese der Entziundungsreaktion, die fur alle hoch entwickelten irdischen
Lebensformen von besonderer Bedeutung ist.

1.2 ALOX-Klassifikationssysteme

Die Klassifizierung von Lipoxygenasen ist ein Thema, das derzeit noch kontrovers
diskutiert wird. Es haben sich bisher zwei unterschiedliche Klassifikationssysteme
entwickelt (10), die derzeit parallel verwendet werden. Das fuhrt in manchen Fallen zu
Zuordnungsschwierigkeiten einzelner ALOX-Isoformen.

Das klassische Klassifizierungssystem basiert auf der Reaktionsspezifitat der
ALOX-Isoformen mit Arachidonsaure als Substrat. Dabei wird die Lipoxygenase nach
dem Kohlenstoffatom des Fettsduregerists benannt, an dem der Sauerstoffeinbau
erfolgt. Passiert dies am 5. Kohlenstoffatom der Arachidonsaure, handelt es sich um eine
5-LOX, findet der Einbau am 15. Kohlenstoffatom statt, wird das Enzym entsprechend als
15-LOX bezeichnet. Dieses Konzept (Spezifitat-basierte ALOX-Klassifizierung) ist zwar
unkompliziert in der Anwendung, fuhrt aber hinsichtlich der evolutionaren Verwandtschaft
der zu klassifizierenden Enzyme zu Problemen. Diese Probleme treten beispielsweise
beim Vergleich der humanen 15-LOX mit der murinen 15-Lox deutlich zu Tage. Bei
beiden ALOX-Isoformen handelt es sich um orthologe Enzyme, d.h. es sind
funktionsaquivalente Proteine in zwei unterschiedlichen Spezies. Sie teilen einen hohen
Verwandtschaftsgrad, der sich u.a. in einer > 80%igen Aminosauresequenzhomologie
widerspiegelt. Trotzdem weisen sie unterschiedliche Reaktionsspezifitaten auf und
mussen deshalb nach dem Spezifitats-basierten Klassifizierungssystem in verschiedene
ALOX-Klassen eingruppiert werden. So ist die humane 15-LOX ein Arachidonsaure 15-
lipoxygenierendes Enzym (18), wahrend es sich bei ihrem murinen Enzymorthologen um
ein Arachidonsaure 12-lipoxygenierendes Protein handelt (19).

Um solche Verwirrungen zu vermeiden, wurde ein zweites Klassifizierungssystem
vorgeschlagen, das auf der Ahnlichkeit der Aminosiuresequenzen der zu
klassifizierenden ALOX-Isoformen und denen der humanen Isoformen basiert
(Verwandtschaft-basierte ALOX-Klassifizierung). Dieses System folgt den Regeln der
Genklassifizierung und Ubertragt diese auf die katalytisch aktiven Enzyme. Fir Proteine,
die zweifelsfrei einem Gen zugeordnet werden kdnnen, wurde vorgeschlagen, das Gen

und das durch dieses Gen kodierte Protein mit dem Gennamen zu bezeichnen. Um
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zwischen Genen und den katalytisch aktiven Proteinen zu unterschieden, wird das Gen
kursiv geschrieben, wahrend das kodierte Protein in normaler Schreibweise
gekennzeichnet wird. Fur den Menschen und andere hohere Saugetiere werden sowohl
Gene als auch Proteine durch Grol3schreibung gekennzeichnet. Fur niedere Saugetiere
(Maus, Ratte) und andere Wirbeltiere wird Kleinschreibung empfohlen. So wird das Gen,
das fur die humane 15-LOX-1 kodiert, mit ALOX15 gekennzeichnet, wahrend das
kodierte Enzym mit ALOX15 beschrieben wird. Die humane 5-LOX wird als ALOX5
gekennzeichnet, wahrend das kodierende Gen ALOXS heif’t. Das Gen, das fur die Maus
5-LOX kodiert, heilt Alox5, wahrend das kodierte Enzym als Alox5 bezeichnet wird. Der
grol3e Vorteil der Gen-basierten Enzymnomenklatur besteht darin, dass sowohl das Gen
als auch das kodierte Protein den gleichen Namen tragen, was die Moglichkeit von
Missverstandnissen deutlich verringert. Um die ALOX-Isoformen von tierischen Spezies
mit niedrigem Verwandtschaftsgrad zum Menschen und von Pflanzen zu klassifizieren,
ist das Gen-basierte Klassifizierungskonzept jedoch nicht immer hilfreich, da
beispielsweise die ALOX1 des Zebrafischs eine 41-45%ige Aminosaureidentitat mit allen
humanen Isoformen aufweist (20). Dadurch kann dieses Enzym des Zebrafisches nicht

eindeutig einem der humanen ALOX-Isoformen zugeordnet werden.

1.3 Reaktionsmechanismus der Lipoxygenasen
Der Mechanismus der Lipoxygenasereaktion setzt sich aus vier
aufeinanderfolgenden Elementarreaktionen zusammen (21), die in Abb. 1 hinsichtlich
ihres chronologischen Ablaufs zusammengestellt sind. Dabei muss jedoch darauf
hingewiesen werden, dass bislang nicht alle

/T der in der Abbildung aufgefuhrten
(Fslajfat’ /_Lox e (] " Foose Reaktionsintermediate strukturell eindeutig
identifiziert werden konnten.
Wasserstoff- Radikal-
/ abstraktion reduktlon\
%, _ Abb. 1: Reaktionsmechanismus der
moo /N(j‘ Lipoxygenasen [modifiziert nach Ivanov et al., 2010

(21)]. Dargestellt sind die vier Elementarreaktionen, die

- LOX-Fe [lI ) s -
LOX-Fe (Il el im Text naher erlautert werden.

\ Radikal- Sauerstoff- ;
umlagerun insertion . .
e _ . 1. Wasserstoffabstraktion: Wahrend

! der ersten Elementarreaktion wird nach der
LOX-Fe[ll]

Bindung der Substratfettsaure am aktiven
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Zentrum des Enzyms ein Wasserstoffatom in Form eines Protons und eines Elektrons
von einer bisallylischen Methylengruppe im Kohlenwasserstoffgerust der Fettsaure
abgespalten. Das aus dem Wasserstoffatom stammende Elektron wird vom dreiwertigen
Nicht-Ham-Eisen im aktiven Zentrum der ALOX aufgenommen und dieses dadurch zu
zweiwertigem Eisen reduziert.

2. Radikalumlagerung: Das bei der Wasserstoffabstraktion entstehende

Kohlenstoff-zentrierte Fettsdureradikal wird umgelagert, wobei das ungepaarte
radikalische Elektron rein formal betrachtet um zwei Kohlenstoffatome verschoben wird,
und zwar entweder in Richtung des Methylendes ([+2]-Umlagerung) oder des
Carboxylendes ([-2]-Umlagerung) der Fettsaure.

3. Sauerstoffinsertion: Der Einbau von molekularem Sauerstoff erfolgt antarafacial

zur Wasserstoffabstraktion. Bezugsflache ist dabei die Ebene der Doppelbindungen.
Wird also das Wasserstoffatom, das sich Uber der Ebene der Doppelbindungen befindet,
abgespalten, so erfolgt die Sauerstoffinsertion in die Fettsaurekette von unterhalb dieser
Ebene. Dabei entsteht ein Sauerstoff-zentriertes Fettsaureperoxyradikal.

4. Radikalreduktion: Das zweiwertige Nicht-Ham-Eisen der Lipoxygenase gibt ein

Elektron an das Fettsaureperoxyradikal ab, wodurch dieses zu einem
Fettsaureperoxidanion reduziert und das Eisen in seinen dreiwertigen Zustand reoxidiert
wird. Das entstandene Anion wird anschlieRend in Abhangigkeit vom bestehenden pH-
Wert protoniert und es entsteht als primares Reaktionsprodukt der Gesamtreaktion eine

Hydroperoxyfettsaure.

1.4  Struktur von ALOX-Isoformen und Triadenkonzept der ALOX15-Orthologen

Die meisten ALOX-Isoformen, deren Kristallstruktur bisher aufgeklart werden
konnte, bestehen aus einer Polypeptidkette,
die sich in zwei Domanen faltet (Abb. 2) (21).

Abb. 2: Modell der Kristallstruktur der Kaninchen-
ALOX15. Gelb dargestellt sind die R-Faltblattmotive
der kleineren N-terminalen Doméane. Die blauen
Strukturen reprasentieren die a-Helices der grofReren
katalytischen Doméane und orange ist das
katalytische Nicht-Ham-Eisen dargestellt. Das
Substrat Arachidonsaure (einmodelliert) ist grin
eingefarbt. Diese Strukturmodell wurde von K.R.
Kakularam auf der Basis der PBD Koordinaten 20PM
erstellt.
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Bei primitiven irdischen Lebensformen kommen ALOX-Isoformen aber auch als
Fusionsproteine vor, die noch zusatzliche Struktureinheiten aufweisen (22). Die kleinere
N-terminale Domane setzt sich vorrangig aus antiparallelen R-Faltblattern zusammen.
Sie ist fur die katalytische Funktion vieler ALOX-Isoformen nicht essentiell, scheint aber
hinsichtlich des Substratumsatzes eine regulatorische Funktion zu besitzen (23, 24).
AulRerdem ist die N-terminale Domane bei der Membranbindung der Enzyme beteiligt
(23, 25). Die groRere katalytische Domane besteht vorrangig aus a-Helices. Wichtiger
Bestandteil dieses Strukturelementes ist das Enzym-gebundene Nicht-Ham-Eisen (bzw.
Mangan), das fur den Katalysemechanismus essentiell ist (21). Bei einigen weniger weit
entwickelten Organismen wie beispielsweise der Koralle Plexaura homomalla (26) liegt
die ALOX als Fusionsprotein vor. Dabei ist die ALOX-Domane mit einer anderen
katalytischen = Domane  verbunden, die am  Sekundarstoffwechsel  der
Hydroperoxyfettsauren beteiligt ist (21).

Die meisten funktionellen ALOX-Isoformen besitzen eine oktaedrische
Ligandensphare fur das Nicht-Ham-Eisen. Dabei fungieren funf hoch konservierte
Aminosauren als direkte Eisenliganden. Als sechster Eisenligand konnte ein
Wassermolekil bzw. ein Hydroxylion (HO") identifiziert werden. Drei der funf
proteinogenen Eisenliganden sowie das Wassermolekul sind in Form eines verzerrten
Quadrates um das Zentralatom angeordnet und bilden die Grundflache einer
Doppelpyramide (siehe Abb. 3). In der Primarstruktur sind diese Aminosauren (vier
Histidine oder drei Histidine + 1 Asparagin bzw. Serin oder Threonin) in zwei rdumlich
getrennten Aminosaureclustern [(C1, His-w-x-y-z-His; C2, His-x-y-z-Asn (His, Ser, Thr)]
7 angeordnet (5), die in der Raumstruktur jedoch

dicht bei einander liegen.

Abb. 3: Modell der oktaedrischen
Eisenligandensphare der Kaninchen-ALOX15
[modifiziert nach Kuban et al., 1998 (26)]. Drei Histidine
(365, 540 und 544) sowie ein Wassermolekil bzw. ein
¥4 Hydroxylion (HO") bilden die Grundflache einer
Doppelpyramide, in deren Mitte sich das Eisenatom
befindet (gelb eingefarbt). Die Pyramidenspitzen werden
durch das C-terminale Isoleucin 662 sowie das Histidin
360 gebildet.

Um die Reaktionsspezifitat verschiedener Saugetier ALOX15-Orthologen mit
Arachidonsaure als Substrat zu erklaren (15- oder 12-lipoxygenierende ALOX15-

21



Orthologe), wurde das Triadenkonzept entwickelt. Basis fur dieses Konzept ist, dass die
ALOX15-Orthologen eine nach aulen offene U-formige Substratbindungstasche
besitzen, die das katalytische Nicht-Ham-Eisen enthalt. In diese Tasche gleitet die
Arachidonsaure mit dem Methylende voran hinein. Am Boden dieser Tasche befinden
sich drei Aminosaurecluster, die aufgrund der Struktur ihrer Seitenketten die
Reaktionsspezifitat der ALOX15-Orthologen malgeblich beeinflussen und als
Triadendeterminanten bezeichnet werden. Das Triadenkonzept basierte lange Zeit
vornehmlich auf Untersuchungen an der Kaninchen-ALOX15 (27), wurde aber in den
letzten Jahren fur mehr als 150 verschiedene Saugetier ALOX15-Orthologe bestatigt (28-
31). Bislang konnten keine Saugetier ALOX15-Orthologen identifiziert werden, die nicht
dem Triadenkonzept folgen (28, 31). Dieses Konzept erklart zumindest teilweise auch die
Reaktionsspezifitat vieler ALOX12-Orthologen, kann aber nicht auf die
Saugetierorthologen der ALOX15B angewendet werden (29). Fur diese Enzyme spielen
andere Aminosauren eine wichtigere Rolle fur die Reaktionsspezifitat (32). Werden die
Triadendeterminanten bei Wirbeltier ALOX5-Orthologen mutiert, konnen die AA 5-
lipoxygenierenden Enzyme in Arachidonsaure 15-lipoxygenierende Proteine
umgewandelt werden (33, 34).
Far die menschliche ALOX15 und das Kaninchenorthologe konnten folgende

Aminosauren als Triadendeterminanten identifiziert werden:

i) das Phe353 [Borngraber 1 Determinante (BG 1)],

ii) das lle418 und Met419 [Sloane Determinanten (SL)],

iii) das 11e593 [Borngraber 2 Determinante (BG Il)].
Diese Aminosauren besitzen sperrige Seitenketten, sodass die Arachidonsaure nur bis
zu einer bestimmten Tiefe in die Substratbindungstasche hineingleiten kann. Das 13.
Kohlenstoffatom befindet sich dann nah am katalytischen Nicht-Ham-Eisen, weshalb dort
die Wasserstoffabstraktion erfolgt. Der molekulare Sauerstoff wird anschlieRend am 15.
Kohlenstoffatom der  Arachidonsaurekette eingebaut, sodass mit dieser
Aminosaurekonstellation eine Arachidonsaure 15-lipoxygenierende ALOX15 vorliegt.
Befinden sich an den Positionen der Triadendeterminanten jedoch Aminosauren mit
Seitenketten, die nicht so viel Raum einnehmen, gelangt Arachidonsaure tiefer in die
Substratbindungstasche und die Wasserstoffabstraktion erfolgt am 10. Kohlenstoffatom
der Arachidonsaurekette. Daraus resultiert eine 12-Lipoxygenierung der Arachidonsaure
(4) (Abb. 4).
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A 15-lipoxygenierende ALOX15

| Abb. 4: Das Triadenkonzept der ALOX15
lle593 Reaktionsspezifitat [modifiziert nach Kuhn et
llea1s o, C,, al., 2018 (4)]. Bei 15-lipoxygenierenden ALOX15-
Met419 b=~ _~_-C00-  Orthologen (A) befinden sich am Boden der
Substratbindungstasche Aminosauren mit
Elieass a | sperrigen Seitenketten, sodass Arachidonsaure nur
bis zu einer bestimmten Tiefe hineingleiten kann.
Das 13. Kohlenstoffatom befindet sich dann nah am
. . katalytischen Nicht-Ham-Eisen, sodass eine 15-
B 12-lipoxygenierende ALOX15 Lipoxygenierung erfolgt. Bei 12-lipoxygenierenden
| ALOX15-Orthologen (B) sind kleinere
Ala593 Aminosaureseitenketten an diesen Positionen
Vala18 0, Clm lokalisiert, sodass Arachidonsure tiefer in die
Val419 | A~ === = CO0O Substratbindungstasche hineingleiten kann.
lle353 o Dadurch erfolgt die Wasserstoffabstraktion am 10.
| Kohlenstoffatom, woraus eine 12-Lipoxygenierung

der Substratfettsaure resultiert.

Die Triadenhypothese konnte durch die Erzeugung einer gro3en Anzahl von
Mutanten verschiedener Saugetier ALOX15-Orthologen bestatigt werden. Wenn z.B. das
sperrige Phenylalanin an Stelle 353 in der Kaninchen-ALOX15 durch ein kleineres Leucin
ersetzt wird, entsteht 12-H(p)ETE als Hauptprodukt der Arachidonsaureoxygenierung
(35). Kehrt man diese Mutagenesestrategie um und mutiert das Leucin des
Arachidonsaure 12-lipoxygenierenden Alox15-Orthologen der Ratte zu einem
Phenylalanin (Leu353Phe), erhalt man eine Arachidonsaure 15-lipoxygenierende
Alox15-Mutante (36).

1.5 Evolutionshypothese der Reaktionsspezifitit von Saugetier ALOX15-

Orthologen

Wie oben bereits beschrieben (siehe 1.4) kann ein ALOX15-Orthologes in
Abhangigkeit von der Struktur seiner Substratbindungstasche als Arachidonsaure 15-
oder Arachidonsaure 12-lipoxygenierendes Enzym fungieren. Bisherige Untersuchungen
haben zudem einen Zusammenhang zwischen der Reaktionsspezifitat des ALOX15-
Orthologen einer bestimmten Saugetierspezies und der evolutionaren Stellung dieser
Spezies gezeigt. So sind die ALOX15-Orthologen niederer Saugetierspezies
uberwiegend Arachidonsaure 12-lipoxygenierende Enzyme, was fur Maus (19), Ratte
(36), Schwein (37) und Rind (38) von verschiedenen Autoren gezeigt werden konnte.
Auch niedere Primaten wie Rhesusaffen (29, 39) und Paviane (28) exprimieren
Arachidonsaure 12-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe. Die evolutionar hoher

eingestuften Hominiden [Orang-Utans (29, 39), Schimpansen (28), Bonobos (28),
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Gorillas  (30) und Menschen (40)] besitzen hingegen Arachidonsaure 15-
lipoxygenierende ALOX15-Orthologe. Dies gilt auch fur ausgestorbene Menschenarten
wie H. neanderthalensis (41) und H. denisovan (42). Die ALOX15-Orthologen des
Gibbons, der evolutionar zwischen dem Rhesusaffen (12-lipoxygenierend) und dem
Orang-Utan (15-lipoxygenierend) steht, zeigt eine ausgepragte duale Reaktionsspezifitat.
Dieses Enzym setzt Arachidonsaure zu fast gleichen Anteilen von 15- und 12-H(p)ETE
um (28). Es muss an dieser Stelle jedoch darauf hingewiesen werden, dass sich nicht
alle Saugetier ALOX15-Orthologe (z.B. die Kaninchen-ALOX15) an das
Evolutionskonzept halten. Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass ca. 5 % der
bislang identifizierten Saugetier ALOX15-Orthologen nicht dem Evolutionskonzept folgen
(31). Als eine der moglichen Triebkrafte der evolutionaren Veranderung der ALOX15-
Reaktionsspezifitdat von Arachidonsaure 12- zu Arachidonsaure 15-lipoxygenierend
wirkenden ALOX15-Orthologen wurde die Aktivitat der Enzyme zur Synthese von anti-
inflammatorischen Lipoxinen diskutiert. Die Arachidonsaure 15-lipoxygenierenden
ALOX15-Orthologen  haben in vitro eine mehr als funffach  hohere
Lipoxinsynthaseaktivitat als die Arachidonsaure 12-lipoxygenierenden Enzyme, was
moglicherweise zu einer besseren Kontrolle von Entzindungsprozessen im Laufe der

Primatenentwicklung beigetragen hat (28).

1.6 Konzept der Stereospezifitat (,,A-vs.-G-Hypothese*)

Mithilfe des Triadenkonzepts (siehe 1.4) kann die Positionsspezifitat von Saugetier
ALOX15-Orthologen beschrieben werden. ALOX15B-Orthologe halten sich jedoch nicht
an dieses Konzept. Um ein universelles Konzept der Reaktionsspezifitat von
Lipoxygenasen zu entwickeln, suchten Coffa und Brash am aktiven Zentrum von ALOX-
Isoformen nach Unterschieden in der Aminosauresequenz, die spezifisch fur R- und S-
Lipoxygenasen konserviert sind und fuhrten im Jahr 2004 die ,Alanin versus Glycin-
Hypothese“ (,A-vs.-G-Hypothese®) ein. Nach dieser Hypothese befindet sich eine
spezifische Aminosaure im katalytischen Zentrum aller ALOX-Isoformen, die fur die
Stereospezifitat eine wichtige Rolle spielt (,Coffa-Determinante®) und die als Alanin in S-
Lipoxygenasen und als Glycin in R-Lipoxygenasen konserviert zu sein scheint (43).
Dieses Konzept konnte durch Mutagenesen von zwei S- und zwei R-ALOX-Isoformen
bestatigt werden. So fuhrte der Austausch des Alanins zu einem Glycin an Position 417
der murinen Alox15b [8(S)-LOX] dazu, dass aus dem Substrat Arachidonsaure
uberwiegend 12(R)-H(p)ETE gebildet wurde (im Verhaltnis 1,8:1 mit dem Hauptprodukt
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des Wildtypenzyms, 8(S)-H(p)ETE). Das Hauptprodukt der Ala416Gly-Mutante der
humanen ALOX15B (Wildtyp ist S-lipoxygenierend) war entsprechend der Hypothese
11(R)-H(p)ETE. Die Mutageneseexperimente der beiden R-Lipoxygenasen zeigten, dass
durch den Austausch von Glycin zu Alanin auch der Wechsel von R- zu S-
lipoxygenierenden Enzymen gelingt. So wandelt die Gly427Ala-Mutante der 8(R)-LOX-
Domane des Fusionsproteins von Plexaura homomalla Arachidonsaure fast
ausschlieBlich zu 12(S)-H(p)ETE um. Auch die humane ALOX12B konnte durch die
Mutation von Gly441Ala in ein Enzym umgewandelt werden, dass 8(S)-H(p)ETE im
Verhaltnis 1,4:1 mit dem Produkt des Wildtypenzyms, 12(R)-H(p)ETE, bildet.

128 Abb. 5: Beziehung zwischen R- und S-Stereospezifitat in
» Lipoxygenasen bei Wasserstoffabstraktion am C10
[modifiziert nach Coffa et al., 2004 (43)]. Erlauterungen siehe

SR \\“.‘ > 12R Text.
8S Diese Untersuchungen zeigten, dass ein
Wechsel der Stereospezifitat immer auch mit einem Wechsel der Positionsspezifitat
einherging, der Sauerstoffeinbau in die Substratfettsaure durch die Mutanten also
uberwiegend an einem anderen Kohlenstoffatom erfolgte als durch das Wildtypenzym.
Daraus wurde geschlussfolgert, dass Sauerstoff nach der initialen Wasserstoffabstraktion
antarafacial entweder am einen oder am anderen Ende des Pentadiensystems eingebaut
werden kann. Wird Wasserstoff beispielsweise am 10. Kohlenstoffatom abstrahiert,
konnen vier verschiedene Produkte entstehen, was in Abbildung 5 verdeutlicht wird.
Wenn die Substratfettsaure so positioniert wird, dass sich ihre Kohlenwasserstoffkette in
der Ebene befindet, die durch die Doppelbindungen definiert wird, erfolgt die
Sauerstoffinsertion bei der Bildung von 8(S)- und 12(R)-H(p)ETE von oberhalb der Ebene
der Fettsaurekette. Fiur die Bildung von 8(R)- und 12(S)-H(p)ETE wird Sauerstoff von
unterhalb dieser Ebene in das Substratmolekul eingebaut.
Neuere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass die Ala zu Gly
Mutation nicht bei allen in Vertebraten vorkommenden S-Lipoxygenasen dazu fuhrt, dass
uberwiegend R-Oxygenierungsprodukte entstehen. So blieben fur die ALOX15-
Orthologen von Kaninchen, Mensch, Rhesusaffe, Orang-Utan und Maus sowie fur die
murine  Alox5 die (S)-H(p)ETE-Isomere die Hauptoxygenierungsprodukte der
Arachidonsaure, wahrend (R)-H(p)HETE-Isomere nur 10-30 % der Gesamtprodukte

ausmachten (20). AuRerdem scheint die A-vs.-G-Hypothese auch primar nicht fur alle
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LOX-Isoformen zuzutreffen. Die Coffa-Determinante der LOX1 von Danio rerio
(Zebrafisch) ist zwar als Glycin konserviert, das Enzym katalysiert jedoch eine exklusive
Arachidonsaure 12(S)-Lipoxygenierung (20). Somit kann allein anhand der A-vs.-G-
Hypothese nicht auf die Stereospezifitdt von ALOX-Isoformen geschlossen werden. Die
Funktionsvorhersagen, die auf der Basis der A-vs.-G-Hypothese aufgestellt wurden,

sollten deshalb immer experimentell Uberpruft werden.

1.7 Biologische Rolle von Lipoxygenasen
1.7.1 ALOX15
1.7.1.1 Physiologische Funktionen

Entsprechend der klassischen Eikosanoid-Hypothese wurde vorgeschlagen, dass
die ALOX15-Orthologe, ahnlich wie die ALOX5 und die PGHS-Isoformen (COX-
Isoformen), ihre biologischen Funktionen vor allem Uber die Synthese von bioaktiven
Signalmolekulen ausuben (10). Tatsachlich haben Untersuchungen gezeigt, dass die
ALOX15-Produkte in unterschiedlicher Weise biologisch aktiv sind (44). Es gibt allerdings

Physiologische Funktionen noch andere mdogliche
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¥

\ Prozesse mit Beteiligung der

m ALOX15 [modifiziert nach

. 5 Ivanov et al., 2015 (10)].
Pathophysiologische Funktionen Erlauterungen siehe Text.

i) Saugetier ALOX15-Orthologe konnen mehrfach ungesattigte Fettsauren auch
dann oxygenieren, wenn diese Fettsduren Bestandteil komplexer Lipid-Protein-Verbande
(Biomembranen, Lipoproteine) sind. Damit scheinen sie eine Funktion bei der
Umstrukturierung von Zellmembranen und im oxidativen Stoffwechsel von Lipoproteinen
zu haben.

i) Da die ALOX15 die Peroxidation von Lipiden katalysiert, spielt sie auch als
Regulator des zellularen Redoxgleichgewichtes eine wichtige Rolle. Diese Homoostase
beeinflusst in hohem Male die Aktivitat redox-sensitiver Transkriptionsfaktoren, sodass
die ALOX15 bei der zellularen Genexpression eine regulatorische Funktion besitzt.
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Abbildung 6 gibt einen Uberblick Uber die wichtigsten physiologischen und
pathophysiologischen Prozesse, an denen die ALOX15-Orthologe beteiligt sind und die

im Folgenden naher erlautert werden sollen.

1.7.1.1.1 Spéte Erythrozytenreifung

Ein physiologischer Prozess, zu dem die ALOX15 beitragt, ist der Abbau von
Mitochondrien im Rahmen der spaten Erythrozytenreifung. Wahrend in reifen
Erythrozyten kaum ALOX15 zu finden ist, produzieren Kaninchenretikulozyten grof3e
Mengen dieses Enzyms, wenn die Erythropoese durch wiederholten Blutverlust oder
forcierte Hamolyse gesteigert wird (45). Anhand zweier Beobachtungen konnte auf die
Rolle der ALOX15 wahrend dieses Prozesses geschlossen werden: i) Wahrend der in
vitro Reifung von Retikulozyten stieg die Expression der ALOX15 an, wahrend parallel
dazu ein Abfall der Zellatmung beobachtet werden konnte (46). ii) In vitro verursacht die
isolierte ALOX15 des Kaninchens den strukturellen Abbau von Mitochondrien, die aus
Rattenleberzellen prapariert worden waren (47).

Diese Hypothese wurde durch weitere in vitro Studien unterstitzt, die gezeigt
haben, dass das isolierte Enzym nicht nur an die Membranen von Mitochondrien und
anderen Zellorganellen bindet und die Membranlipide oxygeniert (48), sondern diese
durch die Bildung von Membranporen auch durchlassig macht (49). Die funktionale
Inaktivierung des Alox15-Gens bei Mausen fuhrte jedoch nicht zu wesentlichen
Einschrankungen der Erythropoese (19), was vor allem darauf zurickzufuhren sein
konnte, dass es neben dem ALOX15-abhangigen Abbau der Mitochondrien noch andere
Degradationsprozesse gibt (50-52). In vertiefenden Untersuchungen zur Erythropoese
von Alox157 Mausen konnte kiirzlich gezeigt werden, dass das hamatopoetische System
dieser Tiere in der Tat funktionell eingeschrankt ist und dass eine Uberexpression der
humanen ALOX15 diesen Defekt aufhebt (53). Derzeit bleibt jedoch unklar, in welchem
MalRe der ALOX15 abhangige Mitochondrienabbau zur normalen Erythropoese beim
Menschen beitragt.

1.7.1.1.2 Hirnentwicklung und synaptisches Signaling

Obwohl die Expressionsniveaus der Alox15 im Gehirn von erwachsenen
Menschen sehr gering sind, konnte nachgewiesen werden, dass das Enzym in den
Gehirnen von Ratten (54) und Hunden (55) auf hoherem Niveau exprimiert wird.
AuRerdem konnte in verschiedenen Untersuchungen gezeigt werden, dass 12-H(p)ETE
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(Hauptprodukt der Arachidonsaureoxygenierung der murinen Alox15) als Mediator am
Prozess der axonalen Wegfindung beteiligt ist und dass die Alox15 damit eine Rolle bei
der Hirnentwicklung spielen konnte (56-59).

Die  Alox15 scheint auch an der Modulation interneuronaler
Kommunikationsprozesse beteiligt zu sein, die bei Langzeit-Depression (60-62)
und -Potenzierung (63, 64) bedeutsam sein kdonnten. Alox15 Knockout Mause zeigen
jedoch keine auffalligen Verhaltensbeeintrachtigungen (65), was impliziert, dass der
Alox15 Knockout entweder umgangen oder durch andere Mechanismen kompensiert

werden kann.

1.7.1.1.3 Adipozytendifferenzierung

In vitro Reifungsexperimente von primaren Praadipozyten aus Ratten (66) zeigten
erstmalig die Beteiligung von Lipoxygenasen an der Adipozytendifferenzierung. Es blieb
jedoch zunachst unklar, welche der ALOX-Isoformen an diesem Prozess beteiligt waren.
Untersuchungen mit dem ALOX15 Inhibitor Baicalein wiesen darauf hin, dass die
Adipozytenreifung von 3T3-L1 Zellen, welche oft als zellulares Modell fur die
Adipozytendifferenzierung genutzt werden (67), durch Baicalein gehemmt werden konnte
(67). Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss allerdings beachtet werden, dass
Baicalein keineswegs ein spezifischer Hemmstoff der Alox15 ist, sondern dass auch
andere ALOX-Isoformen durch diese Substanz gehemmt werden (68). Aulierdem besitzt
Baicalein als Polyphenolderivat zumindest potenziell anti-oxidative Eigenschaften,
sodass off-target Effekte nicht ausgeschlossen werden kdnnen. Obwohl die genauen
molekularen Mechanismen, welche der Rolle der Alox15 bei der Adipogenese zugrunde
liegen, in diesen Untersuchungen nicht geklart werden konnten, scheint der Peroxisom-
Proliferator-aktivierte Rezeptor gamma (PPAR-y) bedeutsam zu sein. Dieser
Transkriptionsfaktor, der durch ALOX15-Produkte aktiviert werden kann (69, 70), spielt
fur das regulatorische Netzwerk der Adipogenese eine wichtige Rolle (71). In der Tat
konnte gezeigt werden, dass die Fettsaureoxygenierungsprodukte der ALOX15 13-
HODE und 15-HETE als Koaktivatoren von PPAR- y fungieren (69, 70). Aul3erdem wurde
berichtet, dass die zellulare Aktivitat von PPAR-y durch Interleukin 4-abhangige Induktion
der Expression der ALOX15 hochreguliert wird (69). Diese und andere Erkenntnisse
deuten auf eine physiologische Rolle der ALOX15 in der PPAR-y abhangigen
Adipozytendifferenzierung hin, beweisen diese Funktion jedoch nicht.
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1.7.1.1.4 Epididymale Spermatogenese und Fruchtbarkeit

Die Bildung von u.a. 13- und 9-HODE lie3 auf das Vorhandensein einer
Lipoxygenase und einer Hydroperoxidisomerase in den Mikrosomen von Rattenhoden
schlielen (72). Ein prominentes Kennzeichen der epididymalen Reifung von
Saugetierspermien ist die von proximal nach distal entlang der Spermiengeil3el
stattfindende  Migration und anschlieRende Abgabe eines tropfenformigen
Zytoplasmarests. Da die ALOX15 in diesem Zytoplasmatropfchen nachgewiesen wurde,
scheint das Enzym eine Funktion bei der Spermatogenese zu haben (73, 74). Die
Spermatozoen von Alox15 defizienten Mausen behielten im Vergleich zum Wildtyp das
Zytoplasmatropfchen im Nebenhoden, was fur eine gestorte Spermienreifung spricht
(74). Zusatzlich zur Spermienreifung scheint die ALOX15 auch an der Degradation der
paternalen Mitochondrien nach der Oozytenfertilisation beteiligt zu sein, wobei das

Enzym jedoch nicht essentiell fir diesen Prozess ist (75).

1.7.1.1.5 Endotheliale Barrierefunktion

Untersuchungen haben gezeigt, dass die ALOX15 an der Regulation der
Permeabilitat des arteriellen Endothels beteiligt ist (76). So fuhrt 15(S)-HETE
(Hauptprodukt der Arachidonsaureoxygenierung durch die humane ALOX15) Uber eine
Src- und Pyk2-abhangige Tyrosinphosphorylierung zur Dissoziation von Zonula
occludens 2 Proteinen aus Tight junction Komplexen. In ex vivo Untersuchungen wurde
gezeigt, dass die Inkubation von Arachidonsaure mit Arterien aus Wildtypmausen zu
einer Zerstorung der Tight junctions fuhrte, wahrend dieser Effekt bei den Arterien von
Alox15 Knockout Mausen nicht beobachtet werden konnte (76). Zudem verstarkt
15(S)-HETE auch die Phosphorylierung von Zonula occludens 1 Proteinen, wodurch
diese von den Occludinen abdissoziieren und es ebenfalls zu einer gestorten Funktion
der endothelialen Barriere kommt (77). Die Phosphorylierung bestimmter Tyrosine des
junktionalen Adhasionsmolekuls A sowie eine verstarkte Expression der Xanthinoxidase
wurden als ein alternativer Mechanismus der ALOX15 abhangigen Storung der

endothelialen Barrierefunktion diskutiert (78).

1.7.1.1.6 Regulation von Sexualhormonexkretion und Ovulation
In vitro Experimente konnten zeigen, dass verschiedene ALOX-Inhibitoren (NDGA,
ETYA, Kaffeesaure, Esculetin) die LH-stimulierte Testosteronsynthese in isolierten

Leydig-Zellen aus Rattenhoden dosisabhangig hemmen, was auf eine Beteiligung des
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ALOX-Weges an der Testosteronsynthese schlieRen lasst (79). Obwohl diese
Ergebnisse die Erkenntnisse fruherer Untersuchungen bestatigen (80-82), bleiben der
zugrundeliegende Mechanismus und die Frage, welche der ALOX-Isoformen daran
beteiligt sein konnte, unklar.

Untersuchungen an Zellen aus der Rattenhypophyse haben zweierlei gezeigt: zum
einen hemmen ALOX-Inhibitoren die Freisetzung des luteinisierenden Hormons (LH) und
von Prolaktin (83, 84), zum anderen wird die Prolaktinfreisetzung durch 15-HETE
induziert, was auf die Beteiligung eines 15-lipoxygenierenden Enzyms hinweist (85, 86).
Das Arachidonsaure 12-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe, das im
Hypophysenvorderlappen des Schweins exprimiert wird, ko-lokalisiert mit LH und dem
Follikel stimulierenden Hormon (FSH). Wenn primare Zellkulturen aus diesem Organ mit
12-HpETE oder 13-HpODE inkubiert werden, kommt es zu einer vermehrten Freisetzung
beider Hormone (87). Daruber hinaus scheinen ALOX15 Metabolite am Prozess der

Ovulation beteiligt zu sein (88).

1.7.1.2 Pathophysiologische Funktionen
1.7.1.2.1 Pro- und anti-inflammatorische Eigenschaften der ALOX15

Die ALOX15 spielt bei Entzindungsprozessen eine Rolle, wobei die von ihr
gebildeten Metabolite sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Eigenschaften
besitzen. 15- und 12-HETE (Hauptprodukte der Oxygenierung von Arachidonsaure durch
ALOX15-Orthologe) sowie 13-HODE (Hauptprodukt der Oxygenierung von Linolsaure
durch ALOX15-Orthologe) zeigen in verschiedenen Entziundungsmodellen pro-
inflammatorische Eigenschaften (89). So fuhrt die intradermale Injektion von 12- oder 15-
HpETE beim Kaninchen zu einer gesteigerten Exsudation von Plasma, was als pro-
inflammatorische Wirkung interpretiert werden kann (90). 13-HODE (91) und 5-Oxo-15-
HETE (92), ein komplexerer ALOX15-Metabolit, zeigten auflerdem chemotaktische
Aktivitat fur humane Leukozyten und eosinophile Granulozyten. Zudem kam es bei der
Inkubation von humanen eosinophilen Granulozyten (enthalten reichlich ALOX15) mit
Arachidonsaure zur Produktion von Eoxin C4 (93). Eoxine konnen als pro-
inflammatorische Mediatoren die Gefallpermeabilitat erhohen (93). Auch die Effekte von
ALOX15-Metaboliten auf die arterielle Barrierefunktion (siehe 1.7.1.1.5) haben einen pro-
inflammatorischen Charakter.

Die anti-inflammatorischen Effekte der ALOX15 beruhen zum Teil auf ihrer
Beteiligung an der Biosynthese von Lipoxinen (13), Resolvinen (16), Protektinen (17) und
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Maresinen (94), welche anti-inflammatorische bzw. pro-resolutorische Prozesse wie eine
reduzierte Leukozytenmigration (95), die Normalisierung der Gefallpermeabilitat (96)
sowie die Apoptose pro-inflammatorischer neutrophiler Granulozyten (97) induzieren.
Diese Effekte konnten beispielsweise bei der Untersuchung von chronisch entzindlichen
Erkrankungen wie der Arthritis gezeigt werden. So fuhrte die Inaktivierung der Alox15 in
verschiedenen Arthritismodellen der Maus zu unkontrollierter Entzindung und
Gewebeschaden. Mause ohne funktionierende Alox15 zeigten eine verstarkte
Expression pro-inflammatorischer Gene sowie erniedrigte Lipoxin A4-Spiegel in der
Synovia (98). 15(S)-H(p)ETE als primares Oxygenierungsprodukt weist unter bestimmten
experimentellen Bedingungen auch anti-inflammatorische Aktivitaten auf (89). So hemmt
es beispielsweise in vitro die Migration von neutrophilen Granulozyten ins Zytokin-
aktivierte Gefallendothel.

1.7.1.2.2 Atherogenese

Die ALOX15 ist dazu in der Lage, LDL (99) und andere Lipoproteine (100) in deren
atherogene Formen (z.B. oxLDL, oxHDL) zu oxygenieren. Dadurch konnte das Enzym
die Atherogenese beschleunigen. Untersuchungen an Alox15 Knockout Mausen
bestatigten die potenziell pro-atherogene Funktion der ALOX15 (101-103).

Andererseits deutete die Uberexpression der humanen ALOX15 in
unterschiedlichen Atherosklerosemodellen von Kaninchen und Maus (104-106) eher auf
einen anti-atherogenen Effekt hin. Durch diese gegensatzlichen experimentellen
Ergebnisse bleibt die Rolle der ALOX15 bei der Atherogenese ein kontroverses Thema.
Beim Menschen ist die ALOX15 in fortgeschrittenen atherosklerotischen Lasionen nur
auf niedrigem Niveau exprimiert (107, 108). Diese Daten schlieRen jedoch eine
Beteiligung des Enzyms an der Entstehung dieser Lasionen nicht unbedingt aus. So
konnte die ALOX15 an der Differenzierung von Makrophagen, welche sich durch
unkontrollierte Aufnahme von oxidiertem LDL zu Lipid-beladenen Schaumzellen
entwickeln, beteiligt sein und damit zur frihen Atherogenese beitragen, ohne in den
spaten Lasionen exprimiert zu werden (10).

Die ALOX15 scheint auch Einfluss auf den Cholesteroltransport zu haben. Hier
konnten ebenfalls sowohl pro- als auch anti-atherogene Effekte nachgewiesen werden.
So fiihrte eine Uberexpression der Alox15 in Makrophagen der Maus (J774 Zellen) zu
einer verminderten Expression des ABC-Transporters G1 und damit zu einem
verminderten HDL-vermittelten Cholesterolefflux (109). In ahnlichen Untersuchungen mit
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RAW Makrophagen hatte die Uberexpression der ALOX15 eine vermehrte Expression
von ABC-Transportern, einen erhohten Cholesterolefflux sowie einen erhdhten reversen
Cholesteroltransport zur Folge (110), was einen anti-atherogenen Effekt darstellt.

1.7.1.2.3 Blutdruckregulation

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Arachidonsaure einen relaxierenden Effekt
auf aus Kaninchen stammendes Aortengewebe hat und dass dieser Effekt durch den
ALOX-Hemmer NDGA aufgehoben wurde (111). Da NDGA kein spezifischer ALOX15
Hemmstoff ist, deuten diese Daten auf eine mogliche Beteiligung einer Lipoxygenase hin,
beweisen diese aber nicht. Auch die chemische ldentifizierung der fur diese Effekte
verantwortlichen Oxygenierungsprodukte (Trihydroxyeicosanoide) kann nicht als Beweis
fur die Beteiligung der Alox15 gewertet werden (112), da prinzipiell alternative
Biosynthesewege fur diese Metabolite moglich sind.

Ob die ALOX15 in vivo eine Rolle bei der Blutruckregulation spielt, wurde in einer
Studie mit Alox15 Knockout Mausen untersucht (113). Hier zeigte sich, dass es keinen
Unterschied zwischen dem systolischen Blutdruck von Wildtyp und Knockout Mausen
gab. Die Knockout Mause zeigten jedoch eine hohere Resistenz gegenuber einer durch
L-NAME oder Salz induzierten Hypertonie. Dieser Effekt konnte in den Knockout Mausen
wieder aufgehoben werden, wenn ihnen vor der Hypertonieinduktion peritoneale Wildtyp
Makrophagen intraperitoneal injiziert wurden, welche reichlich Alox15 enthalten. Der
Vergleichsgruppe wurde vor der Induktion der Hypertonie dasselbe Volumen an PBS
injiziert. Die Interpretation dieser Ergebnisse sollte jedoch mit Vorsicht erfolgen, da die
Injektion von PBS nicht die am besten geeignete Kontrolle fur die Injektion von Wildtyp
Makrophagen darstellt. Die Injektion von Alox157" Makrophagen ware in diesem

experimentellen Kontext ein besser geeignetes Kontrollexperiment gewesen.

1.7.1.2.4 Karzinogenese und Metastasierung

Die ALOX15 scheint an zahlreichen Prozessen der Karzinogenese wie
Angiogenese, Entzundung und Metastasierung beteiligt zu sein und weist sowohl pro- als
auch anti-karzinogene Eigenschaften auf (114). Werden HCT116 Kolonkarzinomzellen
mit der ALOX15 transfiziert, kommt es zu einer Aktivierung der ERK Proteinkinase, was
wiederum zu einer erhohten Zellproliferation fihrt und auf eine pro-karzinogene Wirkung
der ALOX15 hinweist (115). Fur eine Beteiligung der ALOX15 an diesem Prozess spricht,
dass der LOX-Inhibitor NDGA die Aktivierung der ERK Proteinkinase aufhebt. Dieser
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Effekt ist jedoch moglicherweise nicht direkt mit einer Inhibierung der ALOX15
verbunden, da die Zellzyklusregulation redoxsensibel ist (116) und NDGA als Polyphenol
Eigenschaften eines  Antioxidans  besitzt. Weitere = Untersuchungen  mit
Kolonkarzinomzellen (HCT116, HT29) haben gezeigt, dass die ektope Expression des
ALOX15-Gens auch eine anti-karzinogene Wirkung Uber die Hemmung des anti-

apoptotischen Transkriptionsfaktors NF-kB hat (117).

1.7.1.2.5 Adipositas und metabolisches Syndrom

Da die ALOX15 bei der Differenzierung von Adipozyten eine Rolle spielt (siehe
1.7.1.1.3) stellt sich die Frage, ob sie auch an der Entstehung der Adipositas und des
metabolischen Syndroms beteiligt ist. In Wildtypmausen flhrte eine fettreiche Diat zu
einer erhohten Anzahl an Makrophagen im viszeralen Fettgewebe (118), welche die
Hauptquelle der Alox15 im murinen viszeralen Fettgewebe darstellen (119). Diese
Erhohung war in Alox15 Knockout Mausen signifikant geringer (118). Dies wurde in
weiteren Untersuchungen bestatigt (119), wobei die Makrophageninfiltration hier als ein
Parameter fur entzindliche Prozesse gewertet wurde. Diese Erkenntnisse deuten auf
eine Beteiligung der ALOX15 an der durch fettreiche Diat induzierten
Fettgewebsentzindung hin, die wichtig fur die Entstehung von Adipositas und
Insulinresistenz des viszeralen Fettgewebes ist (119).

Andere Untersuchungen zeigten aulRerdem eine interessante Verbindung
zwischen der Alox15-Expression im Fettgewebe und Entzindungsprozessen in den
pankreatischen Inselzellen. So konnte ein fettgewebsspezifischer Knockdown der Alox15
die durch fettreiche Diat induzierten Entzindungsprozesse in den Pankreasinseln
signifikant reduzieren, was moglicherweise ein neues Prinzip in der Therapie des

Diabetes mellitus Typ 2 darstellen konnte (120).

1.7.1.2.6 Diabetes mellitus Typ 1 und 2

Die Expression der ALOX15 ist sowohl in Zell- als auch in Tiermodellen des
Diabetes mellitus hochreguliert (121). Untersuchungen haben auflerdem gezeigt, dass
die Insulinsekretion humaner pankreatischer Inselzellen durch Konzentrationen von
12(S)-HpETE und 12-HETE im Nanomolarbereich reduziert wurde und hoéhere 12(S)-
HETE-Konzentrationen mit einer koronaren Herzerkrankung in Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 2 assoziiert sind (122).
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Uber eine mdgliche Beteiligung der ALOX15 an der Pathogenese des Diabetes
mellitus Typ 1 sind momentan nur wenige Informationen verfugbar. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass weibliche, normalgewichtige, diabetische Mause, die ein
geeignetes Modell fur die Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 1 beim Menschen
darstellen (123), fast keine diabetischen Symptome entwickeln, wenn das murine Alox15
Gen funktionell inaktiviert wurde (124). Diese Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung der
Alox15 an der Pathogenese des Typ 1 Diabetes mellitus hin. Mechanistisch konnten hier
die Effekte der Alox15 auf die pankreatischen Inselzellen und/oder auf die Funktionalitat
der Makrophagen zugrunde liegen (125).

1.7.1.2.7 Hirnischdmie

Unter ischamischen Bedingungen wird Arachidonsaure verstarkt durch die

Phospholipase A2 aus den Membranlipiden von Gehirnzellen freigesetzt (126). Dabei
steigt der intrazellulare Calciumspiegel, was die Membranbindung der ALOX15 erleichtert
und ihre katalytische Aktivitat erhoht (127).
Das Expressionsniveau der ALOX15 ist in der Penumbraregion, die als Folge einer
zerebralen Ischamie entsteht, deutlich erhoht. Als Penumbra bezeichnet man die Region
eines ischamischen Hirninfarktes, die den Kerninfarkt umgibt und die besonders
vulnerabel fur einen spateren Zelltod ist (128). Diese Veranderungen gehen mit einer
Erhdhung der Expression des Apoptose-induzierenden Faktors (AIF) einher, was sowonhl
bei Schlaganfallpatienten (129) als auch im zerebralen Ischamiemodell der Maus (130)
beobachtet werden konnte. Die Expression der ALOX15 ko-lokalisiert mit MDAZ2, einem
Marker fur oxidierte Lipide (129). Diese Erkenntnisse deuten auf die Beteiligung der
ALOX15 an einem Signalweg hin, welcher in ischamischen Hirnregionen aktiviert wird
und zum Zelltod fuhrt.

Lipoxine und Protektine Uben einen protektiven Effekt in ischamischen
Hirnregionen aus. So zeigte der Lipoxin As-Rezeptoragonist BML-111 in einem
Schlaganfallmodell in Ratten einen protektiven Effekt (131). Da Arachidonsaure 12- und
15-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe an der Lipoxinsynthese beteiligt sind (siehe
1.7.1.2.1), kénnten auch ALOX15-Orthologe in diesen Prozess involviert sein. Ahnliches
gilt fur Neuroprotektin D, das den Gewebeuntergang in tierischen Schlaganfallmodellen
reduziert (132). Auch an dessen Biosynthese aus DHA sind ALOX15-Orthologe
mutmallich beteiligt (133).
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1.7.1.2.8 Multiple Sklerose und Morbus Alzheimer

Wie unter 1.7.1.1.3 beschrieben, konnten einige Metabolite der ALOX15 als
Koaktivatoren von PPAR-y identifiziert werden. Der mit diesem Transkriptionsfaktor
verbundene Signalweg spielt eine Rolle im Rahmen der experimentellen allergischen
Encephalomyelitis (EAE), einem Tiermodell der humanen multiplen Sklerose. In Mausen
ohne funktionelle Alox15 verschlimmerte sich die allergische Enzephalomyelitis, was auf
eine protektive Wirkung des Enzyms bei diesem Krankheitsbild hindeutet (134). Andere
Untersuchungen zeigten, dass die Gabe des ALOX15-Inhibitors Baicalein die Symptome
der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis in Mausen hemmt (135). Dabei
kam es nicht zu einer Hemmung der ALOX15-Expression, sondern zu einer verminderten
Bildung von ALOX15-Metaboliten sowie einer verstarkten Expression von PPAR-/3 in
der Mikroglia. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass der PPAR-[3/6-Signalweg durch eine
funktionelle Inaktivierung des ALOX15-Weges aktiviert wird, was protektiv auf die
autoimmune Enzephalomyelitis in Mausen wirkt und moglicherweise ein neues Konzept
im Rahmen der Therapie der multiplen Sklerose darstellt (135). Fur die Interpretation der
Daten muss allerdings berucksichtigt werden, dass Baicalein kein spezifischer ALOX15
Hemmstoff ist (68) und dass diese Substanz aufgrund ihrer chemischen Struktur auch als
Antioxidans wirkt. Deshalb konnten durchaus off-target Effekte von Baicalein zu diesem
Befund beitragen.

Zur Rolle der ALOX15 in der Pathogenese des Morbus Alzheimer gibt es
unterschiedliche Ergebnisse. Zum einen ist die Expression der ALOX15 im Hirngewebe
von Alzheimer Patienten erhoht (136) und ebenso konnten erhohte Spiegel von 12- und
15-HETE im Liquor von Alzheimer Patienten nachgewiesen werden (137). Andere
Studien zeigten hingegen eine verminderte ALOX15-Expression im Hippocampus von
Alzheimer Patienten, die mit einer verminderten Konzentration von Neuroprotektin D1

einherging (138).

1.7.2 ALOX5
Die ALOX5 ist das Schliusselenzym in der Biosynthese pro-inflammatorischer

Leukotriene (1, 139). Leukotriene fungieren als Mediatoren immunologischer Reaktionen
und werden hauptsachlich in Leukozyten synthetisiert, wobei freie Arachidonsaure das
Substrat darstellt (139). Die ersten beiden Reaktionen der Leukotriensynthesekaskade,
namlich die Oxygenierung der Arachidonsaure zu 5(S)-HpETE und die Umwandlung von
5(S)-HpETE zu Leukotrien A4 (LTA4), werden durch die ALOX5 katalysiert. Ausgehend
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vom LTA4 kann mithilfe der LTAs-Hydrolase das Leukotrien B4 (LTB4) oder durch die
katalytische Aktivitat der Leukotrien-Cs-Synthase das Leukotrien C4 (LTC4) synthetisiert
werden. LTC4 stellt seinerseits das Ausgangsprodukt fur die Synthese der Leukotriene D4
und E4 dar (1).

Die Produktion von Leukotrienen ist mit zahlreichen chronisch-entzindlichen
Erkrankungen assoziiert (1). So sind sie bereits als Mediatoren bei der Entstehung von
Asthma etabliert (140, 141) und Leukotrienrezeptor-Antagonisten werden in der
Asthmatherapie verwendet (142). Ebenso wie die ALOX15 scheint auch die ALOXS an
der Atherogenese beteiligt zu sein, da Untersuchungen signifikant erhdhte mRNA-Levels
der ALOX5 und zweier weiterer SchlUsselproteine der LTBs-Biosynthese [5-LOX-
aktivierendes Protein (FLAP) und LTAs-Hydrolase] in menschlichen atherosklerotischen
Plaques nachgewiesen haben (143). Das Expressionsniveau der ALOXS5 in
atherosklerotisch veranderten Gefallwanden war deutlich hoher als das der ALOX15
(107). Es muss an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass eine funktionelle
Inaktivierung des Alox5 Gens bei Mausen (Alox57-Mause) nicht zu einer signifikanten
Reduktion bei der Bildung atherosklerotischer Lasionen fuhrte (144). Obwohl der Grad
der Lipidablagerung in der Aortenwand bei Alox57-Méausen ahnlich war wie bei
entsprechenden Wildtypkontrolltieren, entwickelten die gentechnisch veranderten Mause
verstarkt Aortenaneurysmen (144). Die molekularen Ursachen fur diesen interessanten
Phanotyp konnten bislang noch nicht aufgeklart werden.

1.7.3 ALOX12
Die ALOX12 wird in hohen Mengen in humanen Thrombozyten exprimiert (145).

Da sowohl pro- als auch anti-thrombotische Effekte dieser Lipoxygenase berichtet
worden sind, ist die Funktion der ALOX12 bei der Thrombozytenregulation noch nicht
eindeutig geklart. So sind die Thrombozyten von ALOX127- Mausen sensitiver gegeniiber
einer ADP-induzierten  Aggregation (146). Dies wurde fur eine die
Thrombozytenaggregation herunterregulierende Wirkung der ALOX12 sprechen. Andere
Untersuchungen weisen jedoch darauf hin, dass das durch die ALOX12 gebildete
12-HETE (147) und moglicherweise auch andere durch die ALOX12 gebildeten Oxylipine
(148) als prothrombotische Mediatoren bei der Atherothrombose fungieren. Die
Ergebnisse pharmakologischer Interventionsstudien deuten ebenfalls auf eine
prothrombotische Funktion der ALOX12 hin (149, 150). Hier fuhrte die selektive
Hemmung der ALOX12 zu einer verminderten Thrombozytenaggregation, einer
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selektiven Hemmung der Sekretion dichter Granula und einer Hemmung der
Thrombozytenadhasion. ALOX12 defiziente Mause zeigten aullerdem eine verminderte
Integrinaktivitat (149). Zudem konnte ein regulierender Effekt der Proteinkinase C (PKC)
auf die ALOX12-vermittelte Thrombozytenaktivierung gezeigt werden (150). Diese Daten
bilden die Basis fur die Entwicklung neuer Ansatze in der anti-thrombotischen Therapie
(151). Es konnte aullerdem gezeigt werden, dass die Alox12 eine Rolle bei der
epidermalen Differenzierung spielt. So haben Alox12”- Mause einen erhohten

transepidermalen Wasserverlust (152).

1.7.4 ALOX15B

Die ALOX15B wird wie die ALOX15 in humanen Makrophagen exprimiert (153).
Im Gegensatz zur ALOX15, deren Expression sehr stark von den Interleukinen 4 und 13
abhangig ist (154, 155), wird die ALOX15B in diesen Zellen konstitutiv exprimiert (153).

Die Funktion des Enzyms in Makrophagen ist noch nicht abschliefend geklart. Neuere

Untersuchungen konnten allerdings zeigen, dass in humanen M2 Makrophagen vermehrt
ALOX15B und ALOXS5 exprimiert wurden, wenn diese Uber einen langeren Zeitraum mit
Liganden der Toll-like Rezeptoren 2 und 4 stimuliert werden. Nach zusatzlicher
Stimulation mit Kalzium-lonophor und Zugabe von AA, EPA und DHA setzten diese
Zellen auch geringe Mengen an pro-resolutorischen Mediatoren wie Lipoxine und
Resolvine frei (156). Daraus konnte abgeleitet werden, dass diese Stimulation zu einer
vermehrten ALOX15B abhangigen Synthese von entzindungsauflosenden
Lipidmediatoren fuhrt.

In Epithelzellen, beispielsweise in den menschlichen Prostatazellen, fungiert die
ALOX15B als Regulator der Zellseneszenz (157-159).

Eine neuere Arbeit, in der die Reaktion von Alox15b” (Alox87) Mausen auf eine
Infektion mit dem Influenzavirus X31 im Vergleich zu gleichaltrigen Wildtypmausen
(Alox15b*"*) untersucht wurde, hat gezeigt, dass sich die Alox15b defizienten Mause nach
einer Influenzainfektion schlechter von dieser erholten. Dieser Effekt wurde hauptsachlich
bei den alteren Mausen (6 Monate) beobachtet, wahrend jungere Tiere (3 Monate) diesen
Defekt offensichtlich besser kompensieren konnten (160).

1.7.5 ALOX12B und ALOXE3
Die ALOX12B und die ALOXES3 sind an der spaten epidermalen Differenzierung

und dabei vorrangig an der Erhaltung des Stratum corneums beteiligt, welches die
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aulerste Hautschicht darstellt (161, 162). In normaler Haut von Mausen werden funf
verschiedene ALOX-Isoformen exprimiert, aber nur die Inaktivierung der Gene der
Alox12 (152), der Alox12b (161) und der Aloxe3 (162) fihrte zu einer Stérung der
Wasserbarriere der Haut. Alox12 Knockout Mause sind lebensfahig und vermehren sich
normal (146), was darauf hindeutet, dass entweder die Funktion der Alox12 durch andere
ALOX-Iso-formen kompensiert werden kann oder, dass das Enzym fur ein normales
Leben verzichtbar ist. Knockout Mause ohne funktionelle Alox712b und Aloxe3 Gene
sterben jedoch aufgrund eines exzessiven Wasserverlustes wenige Stunden nach der
Geburt (161, 162).

Diese Erkenntnisse scheinen auch auf den menschlichen Organismus Ubertragbar
zu sein, da bei Patienten mit einer autosomal-rezessiven kongenitalen Ichthyosis (ARCI),
bei der es zu einer massiven Schuppung der Haut kommt (163), eine hohe Heterogenitat
der Allele des ALOX12B-Gens festgestellt wurde. Weiterhin konnten zwei
Mutationsherde im ALOXE3-Gen identifiziert werden (164). Die funktionale
Charakterisierung aller identifizierten Mutationen zeigte einen vollstandigen Verlust der
katalytischen Aktivitat der Enzyme (164).

Warum die fehlerhafte Funktion der ALOX12B und der ALOXE3 beim Menschen
und bei der Maus zu einer gestorten Wasserbarriere der Haut fuhrt, wird derzeit noch
diskutiert. Man geht auf molekularer Ebene (165-167) aber davon aus, dass unter
normalen Bedingungen die ALOX12B die Oxygenierung Haut-spezifischer Ceramide zu
den entsprechenden Hydroperoxiden katalysiert. Diese Hydroperoxide werden
anschlieend durch die Hydroperoxidisomeraseaktivitat der ALOXE3 (168) zu
sekundaren Lipidperoxidationsprodukten umgewandelt, die den Hepoxilinen ahneln (14).
Nach Abspaltung der oxidierten Linolsaurereste von den Ceramiden entstehen freie
w- Hydroxyceramide, die kovalent an Proteine gebunden werden und Bestandteil des
cornified envelopes sind, welcher sich an der Innenseite der Zellmembran der
Korneozyten befindet (169, 170). Diese Hypothese wird u.a. durch folgende
experimentelle Beobachtungen gestutzt (167): i) Ceramide mit oxidierten
Linolsaureresten konnten in normaler muriner Haut nachgewiesen werden, wahrend sie
in der Haut von Alox12b Knockout Mausen fast vollstandig fehlen. ii) Die oxidierten
Linolsaurereste sind chiral, was darauf hindeutet, dass sie durch die katalytische Aktivitat
von Enzymen und nicht durch Autoxidation der Hautceramide entstanden sind.
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1.7.6 Alox12e

Zusatzlich zur Alox12b und zur Aloxe3 konnte bei Transkriptomuntersuchungen

der menschlichen Haut eine weitere Alox-Isoform in der Epidermis von 3—6 Tage alten
Mausen identifiziert werden. Ein Klon des isolierten Transkripts wurde in HEK-293 Zellen
exprimiert und die Zellhomogenate mit AA inkubiert, wobei hauptsachlich 12(S)-HETE
mit einem geringen Anteil an 15-HETE gebildet wurde (171). Diese murine Alox-Isoform
wird daher als Alox12e (Aloxe12, epidermale Alox12) bezeichnet. In situ Hybridisierung
zeigte eine sehr spezifische Expression des Enzyms in differenzierten Keratinozyten der
Epidermis und in bestimmten Regionen der Haarscheide und der Haarfollikel. Auch in der
Konjunktiva des Augenlids und in Zellen von Meibom- und Talgdrusen konnten hohe
Expressionslevel dieses Enzyms detektiert werden (171). Zur biologischen Rolle der
Alox12e, die einen hohen Grad an Aminosauredhnlichkeit mit der murinen Alox15
aufweist, sind derzeit noch keine sicheren Angaben verfugbar. Das ist vor allem auch

darauf zurtckzufuhren, dass es fur dieses Enzym noch keine Knockout Mause gibt.

1.8 Evolutionare Stellung und Systematik der Knochenfische
1.8.1 AuRere Systematik

Fische gehoren neben den Amphibien, Reptilien, Vogeln, Saugetieren und

Rundmaulern zum Unterstamm der Wirbel (Vertebrata)- oder Schadeltiere (Craniota)
(Abb. 7). Diese zeichnen sich durch das Vorhandensein einer Wirbelsaule bzw. eines
verknocherten oder knorpeligen Schadels aus und sind von den Wirbellosen
abzugrenzen, welche keine Wirbelsaule besitzen. Heute machen Fische fast zwei Drittel
der gegenwertig lebenden Wirbeltierarten aus.

Fische gehdéren zur Uberklasse der Kiefermauler (Gnathostomata). Die derzeit
lebenden Fischarten konnen in zwei Klassen eingeordnet werden (172):

i) Knorpelfische (Chondrichthyes): Zu dieser Klasse zahlen Haie, Rochen und
Seekatzen. Die dazugehorigen Arten machen nur etwa 4 % aller heute lebenden
Fischarten aus. Im Gegensatz zu den Knochenfischen kann das knorpelige Endoskelett
der Knorpelfische zwar verkalken, wird aber nie zu Knochen umgebaut.

i) Knochenfische (Osteichthyes/Osteognathostomata): Die Osteichthyes sind die

fischartigen Wirbeltiere mit Knochenskelett.
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Abb. 7: Vereinfachtes

Kladogramm der
Strahlenflosserl—IEchte Knochenfischel Wirbeltiereinteilung
_ [modifiziert nach Benton,
2007; Fry et al, 2006;
[Saugetiere] Miyashita et al., 2019; Wang et
Saugetiere ’
- al., 2013 (173-176)].

Kieferméauler

Fleischflosser
Reptilien

1.8.2 Innere Systematik

Die Knochenfische kdnnen wiederum in zwei Subklassen eingeteilt werden (172).

i) Fleischflosser (Sarcopterygii): Diese umfassen die derzeit lebenden
Reliktgruppen der Lungenfische (Dipnoi) und Hohlstachler (Actinistia). Aus der Sicht der
modernen Systematik (Kladistik) gehdren die Landwirbeltiere (Tetrapoda) ebenfalls zu
den Fleischflossern.

ii) Strahlenflosser (Actinopterygii): Sie bilden den Uberwiegenden Teil der derzeit
lebenden Fischfauna. Eine Teilklasse der Strahlenflosser sind die Echten Knochenfische
(Teleostei). Zu ihnen gehoren auch der Turkise Prachtgrundkarpfling (Nothobranchius
furzeri), der Nyereres Viktoriabuntbarsch (Pundamilia nyererei) und der Asiatische
Gabelbart (Scleropages formosus), von denen eine ALOX-Isoform in dieser Arbeit
untersucht werden soll. Auch Burtons Maulbriter (Haplochromis burtoni) und der
Zebrafisch (Danio rerio), der haufig als Modellorganismus fur das Studium der
Wirbeltierembryogenese verwendet wird, gehoren dieser Teilklasse der Fische an.
Wahrend Scleropages formosus zur Uberkohorte der Knochenziingleréhnlichen zahlt
(siehe Abb. 8A), sind Nothobranchius furzeri, Pundamilia nyererei und Haplochromis
burtoni Vertreter der Barschverwandten (siehe Abb. 8B). Innerhalb dieser Unterdivision
gehort Nothobranchius furzeri zur Uberordnung der Ahrenfischverwandten, wahrend
Pundamilia nyererei und Haplochromis burtoni zur Ordnung der Buntbarschartigen
gehoren. Die Einordnung der funf Fischspezies innerhalb der Teilklasse der Echten
Knochenfische ist in Abbildung 8 dargestellt.
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—| Knochenzﬂngleréhnlichel { Scleropages formosus

Echte Knochenfischel—

Otomorpha Ostariophysi |—| Danio rer/'ol

Clupeocephala

Haplochromis burtoni |

Euteleosteomorpha |—| Neoteleostei Pundamilia nyererei |

Nothobranchius furzeril

Ahrenfischverwandte l—l Nothobranchius furzeri I

Neoteleostei |—| Barschverwandte |—| Ovalentaria

Haplochromis burtoni |

Buntbarschartige

Pundamilia nyererei |

Abb. 8: Phylogenetische Systematik einiger Knochenfischspezies. A zeigt die Stellung von Danio
rerio, Haplochromis burtoni, Nothobranchius furzeri, Pundamilia nyererei und Scleropages formosus in der
Teilklasse der Echten Knochenfische [modifiziert nach Betancur et al., 2017 (177)]. Die Neoteleostei
(Moderne Knochenfische, in blau eingefarbt) bilden eine Gruppe innerhalb der Echten Knochenfische.

B zeigt ausgehend von den Neoteleostei (in blau eingefarbt) die Stellung von Haplochromis burtoni,
Nothobranchius furzeri und Pundamilia nyererei innerhalb der Unterdivision der Barschverwandten
[modifiziert nach Hughes et al., 2018 (178)].

1.9 Bisherige Ergebnisse zum Vorkommen von ALOX-Isoformen bei Fischen
1.9.1 Funktionelle Untersuchungen zum Vorkommen von ALOX-Isoformen bei Fischen

Vor Beginn meiner Arbeiten gab es bereits orientierende Untersuchungen zum
Vorkommen von ALOX-Isoformen bei Fischen. German et al. berichteten 1986 erstmals
Uber eine potenzielle 12-Lipoxygenase im Kiemengewebe der SufRwasserforelle, die
Arachidonsaure hauptsachlich zu 12-HETE umwandelt (179). Hier wurden auch erste
Untersuchungen zur Kinetik und pH-Abhangigkeit dieses Enzyms durchgefuhrt. Spater
wurden 12-HETE und 12-HEPE (12-Lipoxygenierungsprodukte von Arachidonsaure und
Eicosapentaensaure) in zahlreichen Organen bzw. Geweben der Regenbogenforelle
gefunden (180). Auch aus der Regenbogenforelle stammende Makrophagen (181) und
Thrombozyten (182) scheinen ALOX-Isoformen zu exprimieren.
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Andere Untersuchungen zeigten, dass Leukozyten des Atlantischen Lachs und
des Spiegelkarpfens nach Stimulation mit Kalzium-lonophor Lipoxine bildeten, sodass
auch bei diesen Fischspezies auf ein Vorhandensein von ALOX-Isoformen geschlossen
werden konnte (183). Auch in den Blutzellen des Kleingefleckten Katzenhais als einem
Vertreter der Knorpelfische konnte die Aktivitat einer ALOX-lIsoform nachgewiesen
werden (184).

Im Jahre 2016 wurde die cDNA-Sequenz der ALOXS von Larimichthys crocea
(large yellow croaker) aufgeklart. Das Enzym wurde kloniert und seine
Expressionsregulation in Abhangigkeit von der ernahrungsbedingten Zufuhr von Linol-
und Linolensaure untersucht (185).

Obwohl die LOX1 und die LOX2 von D. rerio bereits als rekombinante Proteine
exprimiert und hinsichtlich ihrer enzymatischen Eigenschaften charakterisiert werden
konnten (siehe 1.9.2), gab es keine funktionellen Informationen zu ALOX-Isoformen bei
anderen Fischspezies. So ist derzeit weitgehend unbekannt, wie verbreitet verschiedene
ALOX-Isoformen (z.B. Alox15, Alox15b, Aloxe3, Alox12b, Alox5) bei Fischen vorkommen
und welche Eigenschaften diese Enzyme besitzen. Aufgrund der fehlenden funktionellen
Untersuchungen an Knochenfisch ALOX-lIsoformen war es weiterhin bislang nicht
moglich, Knochenfisch ALOX-Isoformen mit ihren Funktionsaquivalenten von
Saugetieren zu vergleichen. Diese Wissenslicken sollten zumindest teilweise in der

vorliegenden Arbeit geschlossen werden.

1.9.2 ALOX-Isoformen beim Zebrafisch
Der Zebrafisch (Danio rerio) stellt einen Modellorganismus dar, der u.a. flr

Untersuchungen der fruihen Embryonalentwicklung von Vertebraten haufig genutzt wird
(186). Sein komplettes Genom konnte recht frih aufgeklart werden und ein gezieltes
Ausschalten bestimmter Gene war mit Hilfe der Morpholinotechnologie (187) sehr leicht
moglich. Bei der Untersuchung des Genoms wurden sieben LOX-Gene entdeckt (ALOX1,
ALOX2, ALOX3a-c, ALOX4a-b), die fur Proteine kodieren, welche die funktionell
essentiellen Eisenliganden tragen (34).

Detailliertere Informationen zu den enzymatischen Eigenschaften der kodierten
Enzyme gibt es bisher jedoch nur zur ALOX1 und zur ALOXZ2 des Zebrafisches. Es wurde
angenommen, dass die ALOX1 das Zebrafisch-Orthologe der humanen und der murinen
ALOX15 darstellt, obwohl der Grad der Aminosaureidentitat zu beiden Enzymen eher
gering ist (44 % zur humanen ALOX15, 43 % zur murinen Alox15) (34). Die D. rerio

42



ALOX1 wurde kloniert und ihre Reaktionsspezifitat mit Arachidonsaure als Substrat
getestet. Diese Untersuchungen ergaben ein Arachidonsaure 12-lipoxygenierendes
Enzym, dessen Hauptprodukt 12(S)-H(p)ETE ist (20). Damit ahnelt dieses Enzym der
Maus Alox15, unterscheidet sich aber grundlegend von der humanen ALOX15. Haas et
al. zeigten aullerdem, dass ein Knockdown des ALOX1-Gens zu einer gestorten
Embryonalentwicklung mit Deformierung von Gehirn, Augen und der Schwanzregion bei
Embryonen des Zebrafischs fuhrt (188).

Auch die D.rerio ALOX2 wurde bereits kloniert und hinsichtlich ihrer
Reaktionsspezifitat mit  Arachidonsaure als  5(S)-lipoxygenierendes Enzym

charakterisiert, das auch Leukotriene synthetisieren kann (34).

1.10 Zielsetzung dieser Arbeit

Der Lipoxygenasestoffwechsel von Saugetieren wurde in der Vergangenheit
intensiv untersucht. So konnte gezeigt werden, dass ALOX15-Orthologe in vielen
Saugetierspezies vorkommen (31). Ahnliche Untersuchungen wurden auch fir marine
Saugetiere durchgefuhrt. Auch hier konnten bei allen untersuchten Spezies verschiedene
ALOX-Isoformen identifiziert werden (189). Kurzlich wurde das Genom einer
ausgestorbenen Seekuhart komplett sequenziert (190) und auch hier wurden mehrere
funktionelle ALOX-Gene gefunden. Fur Fische lagen bis zu Beginn meiner Arbeiten nur
wenige Informationen zum Vorkommen und zur Charakterisierung von ALOX-Isoformen
vor. Zwar wurden in der Vergangenheit die verschiedenen ALOX-Isoformen des
Zebrafischs (D. rerio) charakterisiert, es fehlten jedoch Daten zu protein-chemischen und
katalytischen Eigenschaften von ALOX-Isoformen anderer Knochenfische. Diese Lucke
sollte im Rahmen der vorliegenden Dissertation teilweise geschlossen werden.

In vorbereitenden Untersuchungen haben wir die bislang publizierten
Knochenfischgenome nach potenziellen ALOX-Sequenzen durchsucht, wobei fur den
Tarkisen Prachtgrundkarpfling (Nothobranchius furzeri), den Nyereres
Viktoriabuntbarsch (Pundamilia nyererei) und den Asiatischen Gabelbart (Scleropages
formosus) komplette ALOX-Gene identifiziert werden konnten. In der inneren
Knochenfischsystematik reprasentieren N. furzeri und P. nyererei die Unterdivision der
Barschverwandten, wahrend S. formosus der Uberkohorte der Knochenziinglerahnlichen
angehort (Abb. 8). N. furzeri ist ein beliebter Modellorganismus in der Altersforschung.
Die Fische zeigen bereits nach 3 Monaten deutliche Alterungssymptome und sterben ca.
4 Monate nach Geburt. Ob der oxidative Lipidstoffwechsel in kausaler Beziehung zur
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beschleunigten Alterung steht, wurde bislang nicht untersucht. Aus der geschilderten
Datenlage ergaben sich fur die vorliegende Arbeit folgende konkrete Fragestellungen.

1. Kommen ALOX-Gene in Knochenfischen weit verbreitet vor und konnen
funktionsaquivalente Enzyme der Saugetier ALOX15-Gene bei diesen Wirbeltieren
nachgewiesen werden?

2. Konnen Knochenfisch ALOX-Isoformen rekombinant exprimiert werden und
unterscheiden sich deren katalytische Eigenschaften von denen hoherer
Wirbeltiere?

3. Folgen die Knochenfisch ALOX-Isoformen den Hypothesen (Triadenkonzept, A-vs.-
G-Hypothese), die zur Erklarung der Reaktionsspezifitat anderer ALOX-Isoformen
entwickelt wurden?

4. Lassen sich aus dem ALOX-Stoffwechsel von N. furzeri Schlussfolgerungen zum
Mechanismus der beschleunigten Alterung dieser Tiere ableiten?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden ausgewahlte ALOX-Isoformen
verschiedener Knochenfische als rekombinante N-terminale His-tag Fusionsproteine in
pro- und eukaryotischen Expressionssystemen exprimiert und hinsichtlich ihrer protein-
chemischen und enzymatischen Eigenschaften charakterisiert.
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2 Material und Methoden

21 Material

2.1.1 _Chemikalien

Chemikalie Firma, Stadt, Land Methode

Acetonitril Fisher Scientific GmbH | Aktivitatsassay, HPLC-
(jetzt Thermo Fisher | Analytik
Scientific Inc.); Waltham,
USA

Agarose SERVA Tablets, | SERVA Electrophoresis | Gelelektrophorese

0,5 g/tablet GmbH; Heidelberg,

Deutschland

Ammoniumpersulfat

Bio-Rad Laboratories, Inc.;
Hercules, USA

SDS-Gelelektrophorese

Ampicillin Carl Roth GmbH + Co. KG; | Proteinexpression (in
Karlsruhe, Deutschland E. coli, in Sf9-Zellen)
Antifoam 204 Sigma-Aldrich Corporation | Proteinexpression in
(jetzt Merck KGaA); St. | E. coli
Louis, USA
Blotting-Grade Blocker Bio-Rad Laboratories, Inc.; | Western Blot
Hercules, USA
Bradford Reagenz AppliChem GmbH; | Bestimmung des
Darmstadt, Deutschland Proteingehalts vor
Western Blot
Chloramphenicol Sigma-Aldrich Corporation | Proteinexpression in

Tetraessigsaure
Dinatriumsalz Lésung 0,1
mol/l in Wasser

(jetzt Merck KGaA); St.

Louis, USA

E. coli, in Sf9-Zellen)

(jetzt Merck KGaA); St. | E. coli
Louis, USA

Chloroform Acros Organics (jetzt | Membranoxygenierungs-
Thermo Fisher Scientific | assay
Inc.); Waltham, USA

Essigsaure Carl Roth GmbH + Co. KG; | Aktivitatsassay, HPLC-
Karlsruhe, Deutschland Analytik

Ethanol (ROTIPURAN 2 99,8 | Carl Roth GmbH + Co. KG; | HPLC-Analytik

%, p.a.) Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamin Sigma-Aldrich Corporation | Proteinexpression (in
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FastDigest Green Buffer, 10x

Thermo Scientific  (jetzt
Thermo Fisher Scientific
Inc.); Waltham, USA

DNA-Verdau
Restriktionsenzymen

mit

GelRed Nucleic Acid Gel | Biotium, Inc.; Fremont, USA | DNA-Farbung in

Stain, 10,000% in water Agarose-
gelelektrophorese

GeneRuler 1 kb Plus DNA | Thermo Scientific (jetzt | Agarose-

Ladder Thermo Fisher Scientific | gelelektrophorese

Inc.); Waltham, USA

Gentamycin GIBCO Corp. (jetzt Thermo | Proteinexpression in Sf9-
Fisher  Scientific  Inc.); | Zellen
Waltham, USA

Hefeextrakt Carl Roth GmbH + Co. KG; | Proteinexpression in
Karlsruhe, Deutschland E. coli

Hexan Fisher Scientific GmbH | HPLC-Analytik
(jetzt Thermo Fisher
Scientific Inc.); Waltham,
USA

HPLC-Standards: Cayman Chemical; Ann | HPLC-Analytik

14-HDHA Arbor, USA

8-HETE

12-HETE

12-HEPE

14,15-DIHETE

5,12-DiIHETE

8,15-DIHETE

Lipoxin A

Lipoxin B

Imidazol Carl Roth GmbH + Co. KG; | Proteinanreicherung mit
Karlsruhe, Deutschland Ni-NTA-Agarose

IPTG Carl Roth GmbH + Co. KG; | Proteinexpression in
Karlsruhe, Deutschland E. coli

Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG; | Membranoxygenierungs-

Karlsruhe, Deutschland

assay

Kanamycinsulfat

Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

Proteinexpression
E. coli, in Sf9-Zellen)

(in

Kaliumhydroxid Platzchen fur
40%ige Losung

Merck KGaA; Darmstadt,
Deutschland

Membranoxygenierungs-
assay

LOX-Substrate:
Arachidonsaure

Cayman Chemical; Ann

Arbor, USA

Aktivitatsassay
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Eicosapentaensaure
Docosahexaensaure
Linolsaure
a-Linolensaure
y-Linolensaure
Anandamid
2-Arachidonylglycerol
15(R/S)-HETE
5(R/S)-HETE
18(S)-HEPE
18(R)-HEPE
5(S),15(S)-DIHETE
5(S),6(R)-DIHETE

Methanol Fisher Scientific GmbH | HPLC-Analytik,
(jetzt Thermo Fisher | Membranoxygenierungs-
Scientific Inc.); Waltham, | assay
USA
MgSO4 x 7H20 Sigma-Aldrich Corporation | Proteinexpression in
(etzt Merck KGaA); St. | E. coli
Louis, USA
Midori Green Advance DNA | Nippon Genetics Europe | DNA-Farbung in
Stain GmbH; Duren, Deutschland | Agarose-
gelelektrophorese
Natriumborhydrid Fluka Chemie GmbH (jetzt | Aktivitatsassay
Honeywell International
Inc.); Morristown, USA
Ponceau S Sigma-Aldrich Corporation | Western Blot
(etzt Merck KGaA); St.
Louis, USA
Precision Plus Protein | Bio-Rad Laboratories, Inc.; | SDS-Elektrophorese und
Standards  (Dual Color | Hercules, USA Western Blot
Prestained) Marker
Precision Plus Protein | Bio-Rad Laboratories, Inc.; | SDS-Elektrophorese und
Standards (Unstained) | Hercules, USA Coomassiefarbung
Marker

ProSieve EX Running Buffer,
10x

Lonza Group AG; Basel,
Schweiz

SDS-Gelelektrophorese

Protino Ni-NTA Agarose

Macherey-Nagel GmbH &
Co. KG; Ddren,
Deutschland

Proteinanreicherung mit
Ni-NTA-Agarose
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ProTrack Loading Buffer, 4x

Biozym Scientific GmbH;

SDS-Gelelektrophorese

Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Quick Coomassie Stain SERVA Electrophoresis | Coomassiefarbung nach
GmbH; Heidelberg, | Ni-NTA-Agarose

Deutschland

RAPID TRANSFER BUFFER
10x

AMRESCO Inc. (jetzt VWR
International, LLC); Solon,
USA

Western Blot

Reducing Agent, 20x

Fermentas (jetzt Thermo
Fisher  Scientific Inc.);
Waltham, USA

SDS-Gelelektrophorese

SDS Solution 10 % (w/v)

Bio-Rad Laboratories, Inc.;
Hercules, USA

SDS-Gelelektrophorese

SERVALight Polaris Luminol | SERVA Electrophoresis | Western Blot
Solution (Reagent A) GmbH; Heidelberg,
Deutschland
SERVALight Polaris | SERVA Electrophoresis | Western Blot
Peroxide Solution (Reagent | GmbH; Heidelberg,
B) Deutschland
SERVA VisiBlot Standard || SERVA Electrophoresis | Western Blot
Marker GmbH; Heidelberg,
Deutschland
TAE-Puffer, 50x AppliChem GmbH; | Agarose-
Darmstadt, Deutschland Gelelektrophorese
TEMED AppliChem GmbH; | SDS-Elektrophorese

Darmstadt, Deutschland

Tetracyclin Hydrochlorid

Merck KGaA; Darmstadt,
Deutschland

Proteinexpression in SfO-
Zellen

Thiamin-HCI Sigma-Aldrich Corporation | Proteinexpression in
(jetzt Merck KGaA); St. | E. coli
Louis, USA

Tris buffer pH 8,0 (1 M) AppliChem GmbH; | Proteinanreicherung mit

Darmstadt, Deutschland

Ni-NTA-Agarose

Trypton/Pepton aus Casein

Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, Deutschland

Proteinexpression in
E. coli

TWEEN 20

Sigma-Aldrich Corporation
(jetzt Merck KGaA); St.
Louis, USA

Western Blot
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M)/Glycine (1,92 M)/ SDS
%) Puffer

Ultra Pure 10x Tris (O,

25 | National Diagnostics; | SDS-Gelektrophorese
(1 | Atlanta, USA

HPLC-Laufmittel)

HPLC grade Water (fur| Fisher Scientific GmbH | HPLC-Analytik

(jetzt Thermo Fisher
Scientific Inc.); Waltham,
USA

Solution, 29:1, 500 ml

30 % Acrylamide/Bis | Bio-Rad Laboratories, Inc.; | SDS-Gelelektrophorese

Hercules, USA

2.1.2 Gele, Puffer

Gele, Puffer

Zusammensetzung

DNA-Loading buffer, 6x

10 mM Tris (pH 7,6), 60 mM EDTA, 60 %
Glycerin, 0,15 % OrangeG, 0,03 % Xylene
Cyanol

PBS, 10x

65 mM NazHPO4, 15 mM KH2PO4, 1,37 M
NaCl, 27 mM KClI, pH 7,4

Puffer zum Waschen des
Blots

Western | PBS/0,3 % TWEEN 20

Sammelgel (4 %)

5,9 ml Wasser; 2,5 ml 4x Sammelgelpuffer
(0,5 M Tris-HCI, pH 6,8); 100 ul 10 % SDS;
1,4 ml 30 % Acrylamide/Bis Solution; 100 pl
10 % Ammoniumpersulfatidsung; 20 pl
TEMED

Trenngel (7,5 %)

4,8 ml Wasser; 2,5 ml 4x Trenngelpuffer
(1,5 M Tris-HCI, pH 8,8); 100 ul 10 % SDS;
2,5ml 30 % Acrylamide/Bis Solution; 100 pl
10 % Ammoniumpersulfatiosung; 20 pl
TEMED

2.1.3 Antikorper

Anti-His-HRP

Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Gladbach, Deutschland

2.1.4 Vektoren und Primer

PET-28b(+)

Novagen (jetzt Merck KGaA); Darmstadt, Deutschland

pFastBac HT C

Invitrogen (jetzt Thermo Fisher Scientific Inc.); Carlsbad,
USA

Primer

BioTeZ Berlin-Buch GmbH; Berlin, Deutschland
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pUC57

General Biosystems, Inc.; Morrisville, USA

2.1.5 Gerate

Agarose-Gelelektrophoreseeinheit

Bio-Rad Laboratories,
USA

Inc.; Hercules,

Auto Sampler SIL-20AC

Shimadzu Corporation; Kyoto, Japan

BioPhotometer plus

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Brutschrank

BINDER GmbH; Tuttlingen, Deutschland

Chiralpak AD-H, 250 x 4,6 mm, 5 ym
Saule

Daicel Chem.; Osaka, Japan

Column Oven CTO-20AC

Shimadzu Corporation; Kyoto, Japan

Communications Bus Module CBM-20A

Shimadzu Corporation; Kyoto, Japan

Diode Array Detector SPD-M20A

Shimadzu Corporation; Kyoto, Japan

EC 4/3 NUCLEODUR 100-5 C18 ec
Vorsaule

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG;
Duren, Deutschland

EC 250/4 NUCLEODUR 100-5 C18 ec
Saule

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG;
Duren, Deutschland

Einheit fur Western Blot

Bio-Rad Laboratories,
USA

Inc.; Hercules,

Gel Imager (BioDocAnalyze)

Biometra GmbH; Gottingen, Deutschland

HERAEUS FRESCO 21 Centrifuge

Thermo Scientific (jetzt Thermo Fisher
Scientific Inc.); Waltham, USA

Liquid-Chromatograph LC-20AD

Shimadzu Corporation; Kyoto, Japan

Nucleosil Normalphasen-HPLC
Vorsaule, KS-System, 35 x 4,4 mm, 5 um

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG;
Duren, Deutschland

Schuttler

A. Gallenkamp and Company Limited
(London); London, GroR3britannien

SDS-Gelelektrophoreseeinheit Bio-Rad Laboratories, Inc.; Hercules,
USA

Stromversorgungsgerat fur | Bio-Rad Laboratories, Inc.; Hercules,

Elektrophoresen und Western Blot | USA

PowerPac Basic

Thermomixer 5436 Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

T3 Thermocycler Biometra GmbH; Gottingen, Deutschland

Ultraschallbad = SONOREX  SUPER | BANDELIN electronic GmbH & Co. KG;

RK512 H Berlin, Deutschland

Ultraschallsonde Sonifier W-250D Branson Ultraschall
(Niederlassung der Emerson
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Technologies GmbH & Co. OHG);
Dietzenbach, Deutschland
UV-Tisch SERVA Electrophoresis GmbH;

Heidelberg, Deutschland

Vakuumrotationsverdampfer
(Paralaqua)

Van der Heijden Labortechnik GmbH;
Doérentrup, Deutschland

Vortex VF2

Janke & Kunkel I|KA Labortechnik;
Staufen im Breisgrau, Deutschland

Wasserbad Fisons M

Haake Technik GmbH; Sidlohn,
Deutschland

Western Blot Imager LAS-1000

Fujifilm; Tokio, Japan

2.1.6 Software

Excel 2016

Microsoft Corporation; Redmond, USA

ImageJ

Open Source

LabSolutions LCsolution

Shimadzu Corporation; Kyoto, Japan

GraphPad Prism 9

GraphPad Software; San Diego, USA

2.1.7 Materialien

Blotting-Papier MN 218 B (150 x 200
mm)

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG;
Duren, Deutschland

Nitrocellulose Membrane (0,45 Micron,
30 cm x 3,5 m roll)

Thermo Scientific (jetzt Thermo Fisher
Scientific Inc.); Waltham, USA

Saule fur Nickelagarose

Bio-Rad Laboratories, Inc.;
USA

Hercules,

2.1.8 Bakterienkultur

E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS

Novagen (jetzt Merck KGaA); Darmstadt,
Deutschland

E. coli XL-1 Blue

Stratagene California (jetzt Agilent
Technologies, Inc.); San Diego, USA

Grundmedium (pro Liter)

2 g NaxS04, 6,12 g (NH4).S04, 0,5 g
NH4Cl, 14,6 g KoHPO4, 3,6 g NaH2PO4,
1 g tri-Ammoniumcitrat, 0,24 g
Trypton/Pepton, 0,48 g Hefeextrakt, 40 g
Dextrin

LB-Agar (Lennox)

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe,
Deutschland
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LB-Medium (Lennox)

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe,
Deutschland

SOC-Medium

Trypton (2 %), Hefeextrakt (0,5 %), NaCl
(10 mM), KCI (2,5 mM), MgCl. x 6 H20
(10 mM), MgSQO4 x 7 H20 (10 mM), 0,4 %
Glukose

Spurenelemente

50 mg CaClz> x 2 H20, 9,55 mg ZnCly,
11,65 mg MnCl. x 4 H20, 1,65 g FeCls x
6 H20, 10 mg CuSO4, 10 mg CoCl2 und

10,75 ml Nao-EDTA Lésung (0,5 M)

2.1.9 Zellkultur

Cellfectin® Il Reagent

GIBCO Corp. (jetzt Thermo Fisher
Scientific Inc.); Waltham, USA

Dimethylsulfoxid fur die Zellkultur

AppliChem GmbH; Darmstadt,
Deutschland

Fetal Bovine Serum HI

GIBCO Corp. (jetzt Thermo Fisher
Scientific Inc.); Waltham, USA

Insect-X-Press Medium

Lonza Group AG; Basel, Schweiz

Competent Cells

Luria Agar Sigma-Aldrich Corporation (jetzt Merck
KGaA); St. Louis, USA
MAX Efficiency® DH10Bac™ | Invitrogen (jetzt Thermo Fisher Scientific

Inc.); Carlsbad, USA

Sf9 cells in Sf-900™ || SFM

GIBCO Corp. (jetzt Thermo Fisher
Scientific Inc.); Waltham, USA

Stable Glutamine 200 mM (100x)

PAN-Biotech GmbH; Aidenbach,
Deutschland

Trypan Blue Solution

Sigma-Aldrich Corporation (jetzt Merck
KGaA); St. Louis, USA

UltraPure ™Bluo-Gal

Invitrogen (jetzt Thermo Fisher Scientific

Inc.); Carlsbad, USA

2.1.10 Enzyme und Kits

FastDigest Dpnl

Thermo Scientific (jetzt Thermo Fisher Scientific
Inc.); Waltham, USA

FastDigest Hindlll Thermo Scientific (jetzt Thermo Fisher Scientific
Inc.); Waltham, USA
FastDigest Sall Thermo Scientific (jetzt Thermo Fisher Scientific

Inc.); Waltham, USA
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Glycoamylase (Reagent A) BioSilta Europe GmbH; Berlin, Deutschland
NucleoBond Xtra Midi Plus Kit Macherey-Nagel GmbH & Co. KG; Dduren,
Deutschland

NucleoSpin Gel and PCR Clean- | Macherey-Nagel GmbH & Co. KG; Ddaren,
up Kit Deutschland

NucleoSpin Plasmid Kit Macherey-Nagel GmbH & Co. KG; Dduren,
Deutschland

Pfu Ultra Il HotStart 2x Master Mix | Agilent Technologies, Inc.; Santa Clara, USA
Rapid DNA Ligation Kit Thermo Scientific (jetzt Thermo Fisher Scientific
Inc.); Waltham, USA

2.2 Methoden
2.2.1 Identifizierung der Knochenfisch ALOX15-Sequenzen

Zu Beginn meiner Arbeit (Mai 2018) wurde die Proteindatenbank des NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov, letzter Zugriff: 13.05.2021, 12:32 Uhr) nach ALOX15-
Sequenzen von Knochenfischen durchsucht. Dabei wurden komplette ALOX15-

Sequenzen in funf verschiedenen Knochenfischspezies (Scleropages formosus,
Nothobranchius furzeri, Haplochromis burtoni, Pundamilia nyererei, Danio rerio)
gefunden, bei denen die funktionell essentiellen proteinogenen Eisenliganden konserviert
waren (4). Um diese Ergebnisse zu Uberprufen und gegebenenfalls zu aktualisieren,
wurde die Suche im April 2019 wiederholt. Anschliefend wurden geeignete Sequenzen
ausgewahlt, um die kodierten Enzyme als rekombinante N-terminale His-tag
Fusionsproteine zu exprimieren und deren katalytische Eigenschaften naher zu
charakterisieren.

2.2.1.1 Datenbanksuche

Die Proteindatenbank des NCBI wurde zunachst mit den Worten ,bony fishes AND
lipoxygenase® durchsucht, was 2.091 Treffer ergab. Um inkomplette Sequenzen
auszuschlief3en, wurden die Treffer nach Anzahl der Aminosauren gefiltert, wobei alle
Sequenzen eliminiert wurden, die weniger als 400 und mehr als 750 Aminosauren
enthielten. Dadurch reduzierte sich die Anzahl der Treffer auf 1.194. Unter diesen Treffern
waren sieben als Arachidonsaure 15-lipoxygenierende Enzyme annotierte Sequenzen
(XP_015813570.1, XP_005753048.1, XP_018588735.1, NP_955912.1,
XP_005945486.1, XP_003966824.1, XP_019726606.1), die fur unsere weiteren

Untersuchungen von besonderem Interesse waren. Eine davon (NP_955912.1) war die
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ALOX1 des Zebrafischs (D. rerio), zu der bereits funktionelle Untersuchungen vorlagen
(20). Im Rahmen der frGheren Experimente wurde das Enzym als rekombinantes
Fusionsprotein exprimiert und hinsichtlich seiner enzymatischen Eigenschaften
charakterisiert. Dabei ergab sich, dass es sich bei dieser ALOX-Isoform um ein
Arachidonsaure 12S-lipoxygenierendes Enzym handelt, obwohl es zum Zeitpunkt der
Datenbankrecherche noch als AA 15-lipoxygenierendes Enzym klassifiziert war. Dieser
Widerspruch deutet darauf hin, dass die Datenbankklassifizierungen, die wesentlich auf
dem Vergleich der genomischen Sequenzen basieren, nicht immer mit den funktionellen
Eigenschaften der Enzyme im Einklang stehen. Das konnte auch bei den anderen als
Arachidonsaure 15-lipoxygenierenden ALOX-Isoformen der Knochenfische der Fall sein.
Da die ALOX1 des Zebrafischs (D. rerio) bereits friher gut charakterisiert worden war,
wurde auf eine weitergehende Untersuchung dieses Enzyms im Rahmen der
vorliegenden Arbeit verzichtet. Im Rahmen der initialen Datenbanksuche mit den
Schlagworten ,bony fishes AND lipoxygenase® wurde auch die LOX2 des Zebrafisches
gefunden, die in friheren Arbeiten als orthologes Enzym der humanen ALOX5 identifiziert
werden konnte (34).

2.2.1.2 Aminoséuresequenzvergleich mit humanen ALOX-Isoformen

Die Aminosauresequenzen der als ALOX15 annotierten Knochenfischenzyme,
welche den Molekulargewichtsfilter Uberstanden hatten, wurden mit Hilfe des Programms
Emboss Needle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/, letzter Zugriff:
26.04.2019, 13:52 Uhr) mit der Aminosauresequenz der humanen ALOX15 verglichen.
Mit diesem Alignment wurde Uberpruft, ob es groRere Licken in der Sequenz der
katalytischen Domane gab und ob die vier wichtigsten proteinogenen Liganden des
katalytischen Nicht-Ham-Eisens als Histidin oder Asparagin konserviert waren (siehe
1.4). Bei zwei der identifizierten Sequenzen (XP_003966824.1, XP_019726606.1) fehlte
eine grollere Anzahl von Aminosauren in der katalytischen Domane, sodass auch diese
beiden Enzyme von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen wurden. Die
putativen ALOX15-Sequenzen von Nothobranchius furzeri (XP_015813570.1),
Pundamilia nyererei (XP_005753048.1), Scleropages formosus (XP_018588735.1) und
Haplochromis burtoni (XP_005945486.1) wiesen keine relevanten Lucken in der
katalytischen Domane auf und die Eisenliganden waren als Histidin oder Asparagin
konserviert. Damit kamen diese Sequenzen flur eine Proteinexpression in Frage. Es muss
jedoch erwahnt werden, dass die ALOX15-Sequenz von S. formosus (XP_018588735.1)
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im Mai 2019 in der Datenbank des NCBI aktualisiert wurde. Die neue Sequenz
(XP_018588735.2) ist jetzt als AA 5-lipoxygenierendes Enzym annotiert. Der Eintrag zur
ALOX15-Sequenz von Haplochromis burtoni (XP_005945486.1) wurde nachtraglich aus
der Datenbank geldscht. Gleiches qilt fur die Sequenz von Takifugu rubripes
(XP_003966824.1), welche jedoch aufgrund der in der katalytischen Domane fehlenden

Aminosauren von Vornherein nicht fur eine Proteinexpression infrage kam.

2.2.1.3 Einordnung in die phylogenetische Systematik der Knochenfische

Um die vermeintlichen ALOX15-Orthologen von Vertretern moglichst
unterschiedlicher Gruppen innerhalb der Knochenfischsystematik zu exprimieren,
erfolgte zuletzt eine Einordnung der genannten Fischspezies in die phylogenetische
Systematik der Knochenfische (siehe 1.8). P. nyererei und H. burtoni gehoren der
Unterdivision der Barschverwandten an und sind Vertreter derselben Ordnung
(Buntbarschartige). Da die Sequenzen mit einer 93%igen Aminosaureidentitat sehr
ahnlich waren, wurde nur die vermeintliche ALOX15-Isoform von P. nyererei zur
Proteinexpression ausgewahlt. Nothobranchius furzeri gehort ebenfalls den
Barschverwandten an, vertritt jedoch eine andere Uberordnung (Ahrenfischverwandte),
sodass die vermeintliche ALOX15-Sequenz ebenfalls exprimiert wurde.

Auch die potenzielle ALOX15-Sequenz von S. formosus wurde fur die Expression
ausgewahlt, da dieser Knochenfisch nicht zu den Barschverwandten, sondern zur
Uberkohorte der Knochenziinglerdhnlichen gehort. Damit bestétigten sich die
Suchergebnisse von Mai 2018 und es wurden bis April 2019 keine neuen Sequenzen in
der Proteindatenbank hinzugefugt.

N. furzeri kommt auch insofern eine besondere Bedeutung zu, als dass dieser
Knochenfisch als Modellorganismus fur den Alterungsprozess von Wirbeltieren diskutiert
wird. So ist N. furzeri die Wirbeltierspezies mit der kilrzesten Lebensspanne, die in
Gefangenschaft gehalten werden kann (191) und der Alterungsprozess dieses Fisches
weist viele Charakteristika des Alterungsprozesses von Saugetieren auf (192).
Lipoxygenasen als Lipid-peroxidierende Enzyme konnten entsprechend der oxidativen
Hypothese des Alterns (193) mdglicherweise bedeutsam fur den Alterungsprozess sein
und deshalb kam der Charakterisierung dieses Enzyms zusatzliche Bedeutung zu.
Sollten sich bei der Charakterisierung der vermeintlichen ALOX15 von N. furzeri deutliche
funktionelle Unterschiede zu den putativen ALOX15-Orthologen der normal alternden

Knochenfische ergeben, konnte das als Hinweis darauf gewertet werden, dass das
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N. furzeri Enzym in einem inhaltlichen Zusammenhang mit dem beschleunigten

Alterungsprozess dieses Knochenfisches steht.

2.2.2 Bakterielle Expression der vermeintlichen ALOX15-Orthologen verschiedener

Knochenfischspezies

2.2.2.1 Synthese der cDNA und Umklonierung in den Expressionsvektor pET-28b

Die entsprechenden cDNAs der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen
wurden der Datenbank NCBI enthommen und die kodierende Sequenz wurde chemisch
synthetisiert (BioCat, Heidelberg, Deutschland). Die Synthese erfolgte im bakteriellen
Klonierungsvektor pUCS57, der ein Ampicillin-Resistenzgen enthalt. Dadurch kénnen
E. coli Zellen, die mit diesem Plasmid transformiert worden sind, auf Ampicillin-haltigen
Nahrboden wachsen. Zur Vervielfaltigung der Plasmid-DNA wurden die rekombinanten
Klonierungsplasmide in E. coli XL1-Blue Zellen transformiert, welche auf einer LB-Agar-
Platte (enthielt 100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert wurden. Nach Inkubation Uber Nacht bei
37 °C wurden aus den gewachsenen Bakterienkolonien zufallig vier isoliert gewachsene
Bakterienkolonien ausgewahlt und in 200 ml LB-Medium Uberfuhrt [enthielt 200 pl
Ampicillin (100 mg/ml)]. Der Ansatz wurde erneut tber Nacht bei 37 °C und 180 rpm im
Schuttler inkubiert. AnschlieRend wurden die Bakterienzellen bei 4 °C und 4.000 rpm
(3.000 x g) fiir 20 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Plasmid-DNA
wurde aus dem Zellpellet mit dem Kit fur MIDI-Praparation (Fa. Macherey-Nagel, Duren,
Deutschland) isoliert.

Um die ausgewahlten vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Fische als
rekombinante Proteine zu exprimieren, erfolgte eine Umklonierung der entsprechenden
cDNA-Sequenz in den bakteriellen Expressionsvektor pET-28b. Dieser Vektor enthalt ein
Kanamycin-Resistenzgen und eine Nukleotidsequenz, die fur ein N-terminales His-tag-
Peptid (sechs aufeinander folgende Histidine in der Aminosauresequenz) kodiert. Wird
die kodierende Sequenz einer Ziel-DNA in die Multikloningsequenz dieses Plasmids
einkloniert, entsteht die kodierende Sequenz eines Fusionsproteins, das N-terminal der
kodierenden Sequenz des Zielproteins das His-tag-Peptid und weitere Aminosauren
enthalt. Das His-tag-Peptid wird spater sowohl fur die Proteinanreicherung mittels Ni-
NTA-Agarose (siehe 2.2.4) als auch zum Nachweis des Fusionsproteins mittels Anti-His-
tag-Antikorper im Western Blot (siehe 2.2.5) bendotigt.

Bei der chemischen Synthese der cDNAs der vermeintlichen ALOX15-Orthologen
wurden bereits Spaltstellen fur die Restriktionsendonukleasen Sal | und Hind Il eingeflugt,
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die fur die Einklonierung der kodierenden ALOX-Sequenz in das Expressionsplasmid
bendtigt wurden. Interne Sal | und Hind Il Spaltstellen wurden, wenn notig, durch stumme
Mutationen entfernt ohne dabei die Aminosauresequenzen der ALOX-lIsoformen zu
verandern. Die Spaltstellen fur Sal | und Hind Il sind auch in der Multikloningsequenz
des Expressionsvektors vorhanden, sodass eine bequeme Einklonierung des
Fusionskonstruktes moglich war.

Mittels praparativer Plasmidspaltung mit den Restriktionsendonukleasen Sal | und
Hind Il wurden die rekombinanten Klonierungsvektoren pUC57, welche die kodierenden
Sequenzen der vermutlichen Fisch ALOX15-Orthologen enthalten, gespalten. Dabei
wurden die kodierenden Sequenzen der vermeintlichen ALOX15-Orthologen als lineares
DNA-Fragment mit einem Molekulargewicht von ca. 2000 Basenpaaren freigesetzt. Diese
Spaltprodukte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese isoliert. Der bakterielle
Expressionsvektor pET-28b (Leervektor) wurde ebenfalls mit den
Restriktionsendonukleasen Sal | und Hind Ill gespalten und das dabei entstandene
linearisierte Plasmid sowie das 2000 bp ALOX-Insert mittels Gel Extraction Kit (Fa.
Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) aufgereinigt. AnschlieBend wurden das
linearisierte Expressionsplasmid und das 2000 bp ALOX-Insert mit Hilfe der T4 Ligase
zusammengefugt und das rekombinante Expressionsplasmid in E. coli XL1-Blue Zellen
hineintransformiert. Die transformierten Bakterienzellen wurden anschlieRend vermehrt,
die Plasmid-DNA mittels NucleoSpin Plasmid Kit (Fa. Macherey-Nagel, Dduren,
Deutschland) prapariert und eine Kontrollspaltung mit den Restriktionsendonukleasen
Sal | und Hind Il wurde durchgefuhrt. Dadurch sollte die cDNA des His-tag-ALOX
Fusionsproteins aus dem rekombinanten Expressionsplasmid herausgespalten werden,
sodass bei erfolgreicher Einklonierung zwei Banden mit definiertem Molekulargewicht (2
kbp fur das His-tag-ALOX Insert, 5,3 kbp flr das linearisierte Expressionsplasmid) in der
nachfolgenden Agarose-Gelelektrophorese sichtbar sein sollten. Anschlie3end erfolgte
eine Sequenzierung (Fa. Eurofins, Ebersberg, Deutschland) weniger ausgewahlter

rekombinanter Expressionsplasmide.

2.2.2.2 Proteinexpression

Die Dbakterielle Expression der vermeintlichen ALOX15-Orthologen der
verschiedenen Fischspezies erfolgte mit Hilfe von E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS Zellen.
Diese Zellen enthalten ein Plasmid mit einem Chloramphenicol-Resistenzgen. Fur die
Transformation wurden 200-300 ng Plasmid-DNA zu 100 pl der kompetenten
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Bakterienzellen gegeben und der Ansatz fur 30 min im Eisbad inkubiert. Danach erfolgte
eine Inkubation fur 45 s bei 42 °C sowie fur 2 min im Eisbad. Nach Zugabe von 400 pl
SOC-Medium wurde der Ansatz fur eine Stunde bei 37 °C und 180 rpm im Schuttler
inkubiert und anschlieRend fiir 5 min bei 3.500 rpm zentrifugiert. 400 ul des Uberstands
wurden abgenommen und das gebildete Zellpellet in den restlichen 100 pl des
Uberstands resuspendiert. Die Suspension wurde auf einer LB-Agar-Platte [enthielt
Chloramphenicol (35 pg/ml) und Kanamycin (50 pg/ml)] ausplattiert und Uber Nacht bei
37 °C inkubiert.

Far die Vorkulturen wurden aus den gewachsenen Bakterienkolonien zufallig drei
isolierte Kolonien ausgewahlt. Mit sterilisierten Holzstabchen wurden die Bakterien dieser
Kolonien in jeweils 1 ml LB-Medium uberfuhrt, das vorher mit jeweils 1 uyl der
Selektionsantibiotika Kanamycin (50 pg/ml) und Chloramphenicol (35 pg/ml) versetzt
worden war. Es erfolgte eine Inkubation bei 37 °C und 180 rpm Schuttelfrequenz fur 6 h.
Danach wurden die Vorkulturen vereinigt und die Wachstumsdichte (OD600)
photometrisch untersucht.

Lag die Zelldichte (optische Dichte bei 600 nm) nach einer 1:50-Verdunnung
zwischen 0,1-0,15, konnte mit der Hauptkultur begonnen werden. Hierfur wurde ein
Nahrmedium (Grundmedium) angesetzt. Es wurden die dafur bendtigten Chemikalien
(siehe 2.1.8) in ca. 800 ml MilliQ Wasser gelost und 40 g Dextrin zugegeben.
Anschliellend wurde das Nahrmedium 15 min mit einem Magnetruhrer geruhrt, auf 1 | mit
Wasser aufgeflullt und autoklaviert. Zu 50 ml des Nahrmediums wurden 1 pl
Spurenelemente (siehe 2.1.8), 36,95 mg MgSO4, 5 mg Thiamin-HCL, je 50 pl der
Selektionsantibiotika Kanamycin (Stammlosung von 50 mg/ml) und Chloramphenicol
(Stammldésung von 35 mg/ml) und 100 pl Antifoamreagenz (1:20 Verdlinnung) in einen
Plastikkolben gegeben. AnschlieBend wurde dem kulturansatz 50 uyl Reagenz A
hinzugeflgt. Das Reagenz A ist eine wassrige Losung von Glycoamylase, die aus Dextrin
Glukose abspaltet, die von den Bakterien als energielieferndes Substrat metabolisiert
wird. Der Kolben wurde mit einem AirTop Seal verschlossen und im Schuttler bei 30 °C
und 250 rpm Schuttelfrequenz Uber Nacht inkubiert.

Danach erfolgte eine erneute Kontrolle der Wachstumsdichte. Lag diese im
Originalansatz bei Uber 5, wurden zur Induktion der Proteinexpression 50 yl 1M IPTG,
180 mg Booster-Mischung (60 mg Trypton/120 mg Hefeextrakt) und 75 pl Reagenz A zur
Hauptkultur gegeben und diese bei 22 °C und 230 rpm Schuttelfrequenz fur 24 h im
Schuttler inkubiert. Anschliel3end wurde die OD600 erneut kontrolliert, die sich verdoppelt
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haben sollte. Die Kultur wurde fur 10 min bei 4.000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Das Bakterienpellet wurde in 3 ml PBS mit 2 mM EDTA
resuspendiert und die Bakterienzellen mit einem Sonden-Ultraschallgerat (Branson,
Digital Sonifier, Danbury, USA, 4x 50%ige Amplitude Uber 10 sec) lysiert. Das Lysat
wurde far 10 min bei 15.000 rom und 4 °C zentrifugiert. Der dadurch entstehende
Lysatuberstand konnte anschlieRend als Rohpraparat fur Aktivitatsmessungen
eingesetzt werden oder diente als Ausgangsmaterial fur die Anreicherung der
rekombinanten ALOX-Isoformen.

2.2.3 Eukaryotische Expression der vermeintlichen ALOX15-Orthologen verschiedener

Knochenfischspezies
2.2.3.1 Umklonierung der cDNA in den Vektor pFastBac™HT C
FUr die eukaryotische Expression der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-

Orthologen musste zunachst die jeweilige cDNA in den eukaryotischen
Expressionsvektor pFastBac™HT C einkloniert werden. Dieser Vektor enthalt ein
Ampicillin- und ein Gentamycinresistenzgen und ebenfalls eine His-tag-Sequenz sowie
Spaltstellen fur die Restriktionsendonukleasen Sal | und Hind Il in seiner Multicloningsite.
Fir die eukaryotische Expression der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen
wurde die cDNA der Enzyme aus dem bakteriellen Expressionsvektor pET-28b
herausgespalten und das 2 kbp Spaltfragment wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese
prapariert. Gleichzeitig wurde der pFastBac™HT C Leervektor mit diesen beiden
Restriktionsendonukleasen gespalten. Danach wurden der linearisierte Vektor und das
aufgereinigte Insert durch eine T4 Ligase zusammengefugt. Nach Transformation des
Ligationsansatzes in E. coli XL1-Blue Zellen, der Kultivierung dieser Bakterienzellen und
der Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte eine Probespaltung mit Sal | und Hind I,
wobei sich ein 2 kbp groRes Spaltfragment zeigen musste. Zusatzlich wurde ein ALOX-

positiver Bakterienklon sequenziert.

2.2.3.2 Herstellung des rekombinanten Bacmids

Fir die eukaryotische Expression in Sf9-Insektenzellen wurde ein rekombinantes
Bacmid benétigt, das mit Hilfe des E. coli Stamms DH10Bac™ (Kanamycin- und
Tetracyclinresistenz) hergestellt werden konnte (siehe Abb. 9). Dieser Bakterienstamm
enthalt einen Baculovirus-Shuttle-Vektor (Bacmid), der mit dem ALOX-cDNA-Insert
enthaltenden Vektor HT C rekombiniert werden kann. Durch Transfektion des
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entstandenen rekombinanten Expressionsbacmids in Sf9-Zellen sollten diese die
Knochenfisch ALOX-Isoformen exprimieren.

Zur Herstellung des rekombinanten Bacmids wurden zunachst 5-10 ng DNA (im
Vektor HT C) zu 50 pl der E. coli DH10Bac™ Zellen gegeben und der Ansatz tiber 30 min
im Eisbad inkubiert. Es erfolgte eine Inkubation fur 45 s in einem 42 °C warmen
Wasserbad sowie eine erneute Inkubation im Eisbad fur 2 min. Nach Zugabe von 450 pl
SOC-Medium erfolgte eine Inkubation im Schattler fur 4 h bei 37 °C und 180 rpm
Schuttelfrequenz. Es wurden 1:10, 1:100 und 1:1.000 Verdunnungen der
Bakteriensuspensionen in SOC-Medium hergestellt und jeweils 100 ul auf Luria- oder LB-
Agar-Platten [enthielten Kanamycin (50 pg/ml), Tetracyclin (10 pg/ml), Gentamycin
(7 pg/ml), IPTG (40 pug/ml) und Bluo Gal (200 pg/ml)] ausplattiert. Die Platten wurden
uber 48 h bei 37 °C inkubiert. Die gewachsenen Bakterienkolonien waren entweder blau
oder weil} gefarbt, wobei nur die weil3en Kolonien das Bacmid aufgenommen hatten. Es
wurden funf weille (positive) Kolonien ausgewahlt und zusammen mit einer blauen
Negativkontrolle auf eine neue Agarplatte transferiert. Diese wurde fur 18 h bei 37 °C
inkubiert. Als Vorkultur wurde eine weil3e Kolonie in 2 ml LB-Medium (mit jeweils 2 pl
Kanamycin, Tetracyclin, Gentamycin) tuberfuhrt und fur 5 bis 6 h bei 37 °C und 180 rpm
Schuttelfrequenz im Schattler inkubiert. Die Vorkultur wurde in einer 500 ml Hauptkultur
1:400 verdunnt und diese Uber Nacht bei 37 °C und 180 rpm im Schuttler inkubiert. Die
OD600 wurde anschlieRend Uberpruft, sie sollte = 2 sein.

Die Hauptkultur wurde fur 20 min bei 4 °C und 4.000 rpm abzentrifugiert und das
Bacmid mit dem Kit fur MIDI-Praparation aufgereinigt. Mit einer Kontrollelektrophorese
(Uber 12 h bei 23 V) wurde die Qualitat des rekombinanten Bacmids Uberpruft. Hier sollten
vier Banden sichtbar sein: eine hohermolekulare DNA-Bande, die Bacmid-DNA sowie
zwei niedermolekulare Banden, die Helfer-DNA darstellen.

2.2.3.3 Transfektion des rekombinanten Bacmids in Sf9-Zellen

Zur Transfektion des rekombinanten Bacmids wurden drei Wells einer 6-Well
Platte mit jeweils 9 x 10° Sf9-Zellen (in 2 ml Kulturmedium) ausgesat und 1 h bei 27 °C
inkubiert. Dann wurden jeweils 7,5 pg des Bacmids und 21 pl Cellfectin® Il Reagent zu
300 pl Insect-X-Press Medium gegeben. Der Ansatz mit dem Cellfectin® Il Reagent
wurde stark geschuttelt und anschlielfend zu dem Ansatz mit dem Bacmid gegeben. Der
gesamte Transfektionsansatz wurde nun uber 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Zugabe von 2,4 ml Insect-X-Press Medium zum Transfektionsansatz wurden die
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Sf9-Zellen zweimal mit diesem Medium (jeweils 1 ml) gewaschen. Danach wurde je 1 ml
des Ansatzes auf jedes der drei Wells gegeben und diese uber 5 h bei 27 °C inkubiert.
Danach wurde der Uberstand abgenommen, je 2,2 ml Insect-X-Press Medium (enthielt
fotales Kalberserum HI) auf die Wells gegeben und diese erneut uber 96 h bei 27 °C
inkubiert. Nun konnte der Uberstand geerntet werden, der dem P1 Virus-Stock entspricht.

Anschlie®end wurde fur die erste Virusamplifikation eine 50 ml Sf9-Zellkultur
(2 x 108 Zellen/ml) mit 1,5-2 ml P1 Virus-Stock infiziert und so lange bei 27 °C inkubiert,
bis 70-80 % der Zellen abgestorben waren (Trypanblauausschlusstest). Der Uberstand
dieser ersten Virusamplifikation wurde geerntet und als P2 Virus-Stock bezeichnet. Fur
die zweite Amplifikation wurde eine 200 ml Sf9-Zellkultur (2 x 10° Zellen/ml) mit 13 ml
des P2 Virus-Stocks infiziert und wiederum so lange bei 27 °C inkubiert, bis 70—-80 % der
Zellen abgestorben waren (Trypanblauausschlusstest). Der Uberstand dieser zweiten
Virusamplifikation wurde geerntet und als P3 Virus-Stock bezeichnet. Die MOI (Anzahl
Viruspartikel pro Zelle) betrug 0,5-1.

pFastBac™ Transfervektor

Einklonierung des Zielgens

Zielgen

L3 e, S —-
I e ST
€ N \
/ \ Transformation _ P “ Transposition :
[ ocowr | > T » =) |
\ / ﬂmm = antbiotische 4
\ / . ol V5 Selektion (
| - 8 \ Zielgen
rekombinanter Kkompetente DH10Bac™ E. coli Zellen E. coli (LacZ-) mit dem
Tranafervaktor rekombinanten Bacmid
P DNA MIDI-
/. ..\ Préaparation
rOO.q
\e® | S
g ® —_Cda,
\‘:/ T

Virustiterbestimmun, - =
durch Plaque Assayg rekombinante - (Fo\ (Q\ ﬁ‘ D) D) A J_\
sacaloviusartkel \QN  \Qy\ 8 ? [ /B)
B B ) E & g S —
— - - ransfekiicn von A
\ X r /‘ /< // Insextenzellen \ /\l
N  ——
-

A ~f
|[0c0 0000000 | [T
Infextion von J

nsektenzellen

p

\ '\_/\\,*—\/\_,""\_/\4(
000 0000000 |

v

G

oder virale Amp!iﬁ;mion

rekombinate
Bacmid-DNA

Abb. 9: Schematische Darstellung der Expression von Zielgenen in Sf9-Insektenzellen (modifiziert
nach https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/bactobac_man.pdf, letzter Zugriff am
11.11.2022, 11:53 Uhr). Das gewiinschte Gen wird zunachst in den pFastBac™ Transfervektor einkloniert
und dieser dann in kompetente E. coli Zellen transformiert, die das Bacmid enthalten. Nach Transposition
produzieren die transformierten Zellen die rekombinante Bacmid-DNA, welche nach Praparation in Sf9-
Insektenzellen transfiziert wird. AnschlieRend kann das gewtlinschte Gen rekombinant exprimiert werden
oder virale Amplifikationen zur Erhéhung des Virustiters durchgefiihrt werden.
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Um die Knochenfisch ALOX-Isoformen als rekombinante Proteine zu exprimieren,

wurde eine 50 ml Sf9-Zellkultur (2 x 108 Zellen/ml) mit 5 ml des P3 Virus-Stocks infiziert
und so lange bei 27 °C inkubiert, bis 30-50 % der Zellen abgestorben waren
(Trypanblauausschlusstest).
Die Expressionskultur wurde fiir 10 min bei 1.200 rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das entstandene Zellpellet wurde in 2 ml PBS mit 2 mM EDTA resuspendiert
und die Sf9-Zellen mit einem Sonden-Ultraschallgerat lysiert (Branson, Digital Sonifier,
Danbury, USA, 2—-4x 10%ige Amplitude Uber 10 sec). Das Lysat wurde fur 15 min bei
15.000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand abgenommen, der die ALOX-
Isoformen der jeweiligen Fischspezies enthielt. Die Expression von Zielgenen im Sf9-
Insektenzellsystem ist in Abbildung 9 zusammenfassend dargestellt.

2.2.4 Proteinanreicherung mit Ni-NTA-Agarose

Voraussetzung fur diese Art der Anreicherung der rekombinanten ALOX-
Isoformen ist das Vorhandensein des Histidin-tags (siehe 2.2.2.1). Die
Hexahistidinsequenz bindet mit hoher Affinitat an zweiwertige Nickel-lonen und bildet mit
diesen einen Chelatkomplex. Die Nickel-lonen sind Uber den Nitrilotriessigsaure (NTA)-
Liganden an die Agarose-Partikel gebunden, welche die Affinitatsmatrix darstellen. Durch
Waschen der Affinitatsmatrix mit Puffern, die eine Imidazolkonzentration <25 mM haben,
konnen Molekulle mit unspezifischer Bindung von der Nickelmatrix entfernt werden. Die
Elution der rekombinanten His-tag Fusionsproteine erfolgt mit einem Puffer, der 200 mM
Imidazol enthalt. Dabei verdrangt das Imidazol die Hexa-His-tag Fusionsproteine von der
Nickelmatrix, sodass sie von der Saule eluiert werden konnen.

Zur Vorbereitung der Affinitatschromatographie wurden 400 pl Ni-NTA-Agarosegel
in ein 5 ml Eppendorfgefal® uUberfuhrt, abzentrifugiert und zweimal mit 3 ml PBS
gewaschen. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Danach wurde 1 ml
Lysatliberstand zur Ni-NTA-Agarose gegeben und diese fir 60 min im Uber-Kopf-
Schuttler unter Kuhlung inkubiert. Der Ansatz wurde in eine Leersaule (Fa. Bio-Rad,
Hercules, USA) uberfuhrt, wobei der Durchfluss aufgefangen wurde. Dann wurde einmal
mit 500 pl 10 mM Imidazol-haltigem und zweimal mit 500 yl 25 mM Imidazol-haltigem
Waschpuffer (0,1 M Tris, 300 mM NaCl, pH = 8) gewaschen. Die Elution der
rekombinanten ALOX-Isoformen erfolgte fraktionsweise mit 5 x 200 yl 200 mM Imidazol-
haltigem Elutionspuffer (0,1 M Tris, 300 mM NaCl, pH = 8) in 1,5 ml Eppendorfgefalle,
die im Eisbad standen.

62



Um das Elutionsverhalten der rekombinanten ALOX-Isoformen zu verfolgen,
wurde eine SDS-PAGE mit Aliquots der Elutionsfraktionen durchgefuhrt. Dazu wurden
jeweils 1 yl (in 9 pl MilliQ-Wasser) des Durchflusses und des Inputs (nicht gereinigter
Lysatuberstand als Vergleich) sowie jeweils 10 ul der Elutionsfraktionen 1-5 aufgetragen.
Um zu prufen, ob es sich bei den im Coomassiegel sichtbaren Proteinbanden tatsachlich
um die rekombinanten ALOX-Isoformen handelt, wurde ein Western Blot durchgeflhrt,
bei dem ein AntikOrper gegen das Hexa-His-tag (1:5.000 verdunnt) zur Farbung des
Western Blots verwendet wurde.

2.2.5 SDS-Elektrophorese und Western Blot

Da die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen als Fusionsproteine mit

einem N-terminalen His-Tag exprimiert wurden (siehe 2.2.2.1), kdnnen sie in einem
Western Blot mit Hilfe eines Anti-His-tag-Antikorpers spezifisch angefarbt werden. Dieser
Antikorper bindet an die Hexahistidin-Sequenz der Fusionsproteine. Da die
rekombinanten Lipoxygenasen im bakteriellen bzw. eukaryotischen Lysatuberstand
jedoch als Gemisch mit anderen Proteinen vorliegen, muss vorher eine
Proteinauftrennung nach Molekulargewichten mit Hilfe einer SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) erfolgen.

Dazu wurde zunachst ein Aliquot der Lysatuberstande, dass einem Gesamtprotein
von ca. 100 uyg entspricht, mit einem Gemisch aus 4-fach konzentriertem ProTrack
Loading Buffer (Fa. Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland) und einem 20-fach
konzentrierten Reduktionsreagenz (Fa. Fermentas, Waltham, USA) fur 3 min bei 95 °C
inkubiert. Nach Abkihlung des Ansatzes wurde dieser zentrifugiert und der Uberstand
wurde auf ein 4%iges Sammelgel aufgetragen. Danach wurde Uber 23 min eine
Spannung von 200 V angelegt (ProSieve EX Running Buffer, 10%, Fa. Lonza Group,
Basel, Schweiz) und die Proteine in einem 7,5%igen Trenngel entsprechend ihres
Molekulargewichtes aufgetrennt. Kleine Proteine wandern dabei im elektrischen Feld
schneller als Proteine mit hohem Molekulargewicht, sodass aus der Wanderungsstrecke
in der vorgegebenen Trennzeit auf das Molekulargewicht geschlossen werden kann. Zur
Eichung des Systems wurden Standardproteine mit bekanntem Molekulargewicht
mitgefuhrt. Das fertig entwickelte Gel wurde anschlie3end fur den Western Blot genutzt.
Hierfur wurde eine Nitrozellulosemembran auf das fertig entwickelte Elektropherogramm
gelegt und die entsprechend ihres Molekulargewichtes aufgetrennten Proteine durch

Anlegen einer elektrischen Spannung senkrecht zum Gel auf die Nitrozellulosemembran
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Ubertragen (22 min bei einer Stromstarke von 400 mA, RAPID TRANSFER BUFFER 10x,
Fa. AMRESCO Inc., Solon, USA). Dadurch entstent ein 1:1 Abklatsch des
Elektropherogramms auf der Nitrozellulosemembran.

Die Membran wurde dann mit Ponceau S (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
reversibel angefarbt um nachzuweisen, dass die aufgetrennten Proteine auf die
Nitrozellulosemembran Ubertragen worden waren. Wenn =zusatzlich zu den
rekombinanten Lipoxygenasen auch ein Standardprotein aufgetragen wurde, war dieses
in der Ponceaufarbung bereits sichtbar. Nachdem die Nitrozellulosemembran uber
30 min mit einer Blotting-Grade Blocker-Losung (Fa. Bio-Rad, Hercules, USA) in 1x PBS
geblockt wurde (alle Proteinbindungsstellen der Nitrozellulosemembran wurden mit
einem Blockerprotein besetzt), konnte der Anti-His-tag-Antikorper in einer 1:5.000-
Verdunnung mit frischer Blockerlosung auf die Membran gegeben werden. Diese wurde
anschliefend fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten einige Waschvorgange
mit einem Gemisch aus 1x PBS/0,3 % TWEEN 20 sowie VE-Wasser. Anschlie3end
wurde die Blotmembran tber 5 min mit einer Luminol- und Peroxidlésung inkubiert. Der
Anti-His-tag-Antikorper ist mit einer Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert, die die
Oxidation des Luminols durch das zugesetzte Peroxid katalysiert. Das entstehende 3-
Aminophthalat-Dianion geht spontan in einen energiearmeren Zustand Uber und emittiert
dabei Licht bei 425 nm, welches mit einem Photoimager detektiert werden kann. Die
Intensitat des emittierten Lichts ist dabei proportional zur Menge des aufgetragenen
Proteins, sodass mit Hilfe des Standardproteins mit definierter Proteinmenge die Menge

an aufgetragener rekombinanter Lipoxygenase errechnet werden kann.

2.2.6 Arachidonsiureoxygenase-Aktivitdtsassay

Far den Aktivitatsassay wurden in Abhangigkeit von der ALOX-Konzentration im
Lysat verschiedene Mengen an Lysatuberstand verwendet (1-50 pl). Als Substrat diente
eine Arachidonsaureldsung mit einer Ausgangskonzentration von 165 mM, die mit PBS
1:1000 verdunnt wurde, sodass eine Substratendkonzentration von 165 puM im
Aktivitatsansatz erreicht wurde. Nach Zugabe des Lysatuberstandes zum
Aktivitatsmessansatz (500 pl PBS mit 165 pM AA als Substrat) wurde der Ansatz fur 3—
10 min bei 25 °C im Schdattler inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von
kristallinem Natriumborhydrid (ca. 1 mg) gestoppt, wobei die entstandenen
Hydroperoxyfettsauren zu den stabilen Hydroxyverbindungen reduziert wurden. Danach
wurden 45 pyl Essigsaure und 455 pl Acetonitril zum Ansatz gegeben und dieser fur
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10 min auf Eis inkubiert. Dadurch wurden die im Lysatuberstand enthaltenen Proteine
ausgefallt. Der Ansatz wurde fur 10 min bei 8 °C und 12.000 rpm zentrifugiert und der
proteinfreie Uberstand in ein neues EppendorfgefalR Uberfiihrt. Aliquots dieses
Uberstandes konnten direkt in die Umkehrphasen-HPLC (RP-HPLC) eingespritzt werden.

Um nachzuweisen, dass die in der RP-HPLC sichtbaren konjugierten Diene
tatsachlich Produkte einer enzymatischen Reaktion waren und nicht durch nicht-
enzymatische Prozesse gebildet wurden, haben wir Hitzekontrollanalysen durchgeflnhrt.
Dafur wurden jeweils 100 pl Lysatuberstand uber 2 min bei 95 °C inkubiert und davon
eine definierte Menge fur den Aktivitatsassay enthommen. Dabei wurde genauso

verfahren, wie mit dem Ansatz ohne vorherige Hitzeinaktivierung.

2.2.7 Produktanalyse mittels HPLC
Um die im Uberstand des Reaktionsansatzes enthaltenen ALOX-Produkte zu

analysieren, wurden unterschiedliche Arten von HPLC (high performance liquid

chromatography) Analysen durchgefuhrt.

Abb. 10: Schematischer Aufbau einer

HPLC-Apparatur [modifiziert nach

] Schumacher, 2003 (194), CC-Lizenz:

( ' p— M https://creativecommons.org/licenses/by-

B D - sal2.5/legalcode]. Die zu analysierende

e Probe wird in das Einspritzventil (rot

Hg eingefarbt) injiziert und kontinuierlich mit

T N =——— einem Druck von 50-400 bar durch die

/ Trennsaule gepumpt. Hier kommt es zu einer

\ s zeitlichen Auftrennung der in der Probe

\ "4|||||||||||||||||||||\ i ( enthaltenen Substanzen aufgrund ihrer

e \/ unterschiedlich starken Wechselwirkung mit

Eluentenresonoir pympe 6.Wege-Vent Druckkompen- Mischkammer Einsprizventi der in der Trennsdule enthaltenen

satonsschiefe fur Praben stationaren Phase. Nach der Passage der

Trennsaule wird die Intensitat der Lichtabsorption der nun aufgetrennten Substanzen durch einen UV-

Detektor gemessen und diese Daten an einen Computer Ubermittelt. Die Probe gelangt am Ende in das
Eluentenreservoir.

Das Grundprinzip der HPLC (Abb. 10) besteht in der Wechselwirkung der zu
untersuchenden Substanzen, die in einem Laufmittel (mobile Phase, Elutionsmittel)
gelost sind, mit der stationaren Phase, die sich in einer Trennsaule befindet. Das
Elutionsmittel wird mit Hilfe einer Pumpe durch die Saule beférdert. Wechselwirkt eine
Substanz stark mit der stationaren Phase, verbleibt sie relativ lange auf der Saule. Bei
schwacher Wechselwirkung verlasst der Analyt die HPLC-Saule schneller. Dadurch
ergeben sich die unterschiedlichen Retentionszeiten der in einer Probe vorhandenen
Substanzen. Am Ende der Trennsaule wird das Sauleneluat in einen UV-VIS-Detektor
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geleitet, in dem die Intensitadt der Lichtabsorption bei verschiedenen Wellenlangen
gemessen werden kann.

Da es sich bei den primaren Lipoxygenaseprodukten (HETE- bzw. HODE-
Isomere) um konjugierte Diene (Substanzen mit zwei konjugierten Doppelbindungen)
handelt, die alle ein Absorptionsmaximum bei 235 nm besitzen, wurden die
Chromatogramme bei dieser Wellenlange verfolgt. Gelangen konjugierte Diene von der
Saule in die Durchflusszelle des Photometers, steigt die Lichtabsorption an. Die Flache
unter den dadurch entstehenden chromatographischen Peaks ist proportional der Menge
der gebildeten Lipoxygenaseprodukte, sodass durch eine Eichung der
chromatographischen Skala (Einspritzen einer bekannten Menge von konjugierten
Dienen) die Produktmenge in einer unbekannten Analyseprobe quantifiziert werden kann.
Durch den Vergleich der Retentionszeiten von bekannten Standardsubstanzen mit der
Retentionszeit der eluierten Substanz sowie aus ihren UV-Spektren konnen
Ruckschlusse auf die chemische Struktur dieser Substanz gezogen werden.

Zuerst erfolgte die Analyse der Reaktionsprodukte in der RP-HPLC
(Umkehrphasen-HPLC). Bei dieser Chromatographie wird eine hydrophobe Matrix
(Kieselgel mit angehangten hydrophoben C+s-Ketten) als stationare Phase verwendet.
Deshalb werden bei dieser Chromatographie hydrophobe Analyte starker retiniert als
hydrophile Substanzen. Fur die Analyse wurden jeweils 300 pl der Proben injiziert und
eine Flussrate der mobilen Phase von 1 ml/min eingestellt. Das Laufmittel bestand aus
Acetonitril, Wasser und Essigsaure im Verhaltnis (70/30/0,1, by vol.). Es wurde eine
Vorsaule (Fa. Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) verwendet, um Verunreinigungen
von der Hauptsaule fernzuhalten. Auch die Trennsaule (Fa. Macherey-Nagel, Duren,
Deutschland) enthalt als stationare Phase chemisch modifiziertes Kieselgel, dessen
polare OH-Gruppen mit langkettigen Kohlenwasserstoffen (C1s) modifiziert worden
waren.

Die Detektion der eluierten Substanzen erfolgte bei einer Wellenlange von 235 nm,
da dies dem Absorptionsmaximum der konjugierten Diene der Hydroperoxyfettsauren
entspricht. Die eluierten Substanzen wurden nach dem Durchlaufen des Detektors
aufgefangen und in einem  zweiten Schritt  in der  kombinierten
Normalphasen-/Chiralphasen-HPLC analysiert. Dieser Schritt ist notwendig, da mit Hilfe
der RP-HPLC unter unseren Trennbedingungen nicht alle Positionsisomere der
Hydroxyfettsauren voneinander getrennt werden konnen. Bei der kombinierten
Normalphasen-/Chiralphasen-HPLC wurde eine Trennsaule, die eine chirale stationare
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Phase enthielt (Chiralpak AD-H-Saule, 250 x 4,6 mm, 5 pm; Daicel Chem., Osaka,
Japan), mit einer Vorsaule kombiniert, die mit reinem Kieselgel gefullt war (Nucleosil
Normalphasen-HPLC Vorsaule, Macherey-Nagel, Duren, Deutschland; KS-System, 35 x
44 mm, 5 pupm). Es wurde ein Laufmittel mit der Zusammensetzung
Hexan/Methanol/Ethanol/Essigsaure im Verhaltnis (96/3/1/0,1, by vol) bei einer Flussrate
von 1 ml/min verwendet. Die Detektion erfolgte ebenfalls bei 235 nm. Da unter diesen
chromatographischen Bedingungen die Enantiomere aller relevanten Hydroxyfettsauren
voneinander getrennt werden konnten, war es moglich, das S/R-Verhaltnis der Analyten

direkt aus den Flachen der Chromatogramme zu berechnen.

2.2.8 Produktanalyse mittels Massenspektrometrie

Um die chemische Struktur der Oxygenierungsprodukte der Knochenfisch ALOX-
Isoformen zu identifizieren, erfolgte eine Analyse mittels Massenspektrometrie. Ein
Massenspektrometer besteht prinzipiell aus einer lonenquelle, einem Analysator und
einem Detektor. In der lonenquelle wird die zu untersuchende Substanz ionisiert und die
entstandenen lonen anschlielend dem Analysator zugefuhrt, in dem eine Auftrennung
der lonen nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z) erfolgt. Der Detektor registriert
die entstandenen lonen. Fur die hier durchgefuhrten Analysen wurden
Massenspektrometer verwendet, die entweder mit Gaschromatographie (GS-MS) oder
Flussigkeitschromatographie (LC-MS) gekoppelt waren. Diese beiden
Chromatographieverfahren unterscheiden sich darin, dass bei der Gaschromatographie
ein Inertgas wie Stickstoff oder Helium als mobile Phase verwendet wird und dass dieses
Verfahren nur flar verdampfbare Substanzen anwendbar ist. Bei der
Flussigkeitschromatographie hingegen dient als mobile Phase ublicherweise ein
Losungsmittelgradient.

Vor der massenspektrometrischen Analyse wurden die dominanten
Oxygenierungsprodukte der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen mittels
RP-HPLC prapariert (siehe 2.2.7). Fur die LC-MS wurde ein Agilent 1290 HPLC-System
mit einer Doppelpumpe, einem Autosampler und einem Saulenthermostat mit einer
Agilent Zorbax Eclipse plus C18, 2,1 x 50 mm, 1,8 uym stationare Phase Saule (Agilent,
Santa Clara, USA) verwendet. Die mobile Phase bestand aus einem Gradienten eines
anorganischen (Wasser mit 0,1 % Methansaure) und eines organischen Anteils
(Acetonitril mit 0,1 % Methansaure), wobei eine Flussrate von 0,4 ml/min verwendet
wurde. Das HPLC-System war mit einem Agilent 6495 Triplequad Massenspektrometer
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gekoppelt (Agilent Technologies, Santa Clara, USA), das eine Elektrospray-
lonisationsquelle enthielt. Fur die GC-MS wurde ein Agilent 6890 Gaschromatograph
verwendet, der mit einem Agilent 5973 N Massenselektionsdetektor gekoppelt war. Der
Gaschromatograph war mit einer HP-5 ms Saule (25 m x 0,25 mm, Schichtdicke von
0,25 ym) mit einer deaktivierten Vorsaule (5 m x 0,32 mm) aus Kieselglas ausgestattet.

Als Tragergas wurde Helium mit einer Flussrate von 1,1 ml/min verwendet.

2.2.9 Einfluss verschiedener Parameter auf die katalytische Aktivitat der vermeintlichen
Knochenfisch ALOX15-Orthologen

Es gibt verschiedene Parameter, die die katalytische Aktivitat von Enzymen

beeinflussen. In dieser Arbeit wurden zur enzymatischen Charakterisierung der
rekombinanten ALOX-Isoformen der pH-Wert der Reaktionslosung, deren
Sauerstoffgehalt, die Inkubationstemperatur und die Fettsdurekonzentration variiert. Der
Einfluss dieser Variation auf die Menge an gebildetem Produkt und somit auf die
katalytische Aktivitat der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen wurde
anschlieend mittels RP-HPLC analysiert. Fur die Quantifizierung der Produktmenge
anhand der Flache im Chromatogramm ist immer das Ansetzen einer Nicht-
Enzymkontrolle notwendig, die nur die jeweilige Substratlosung enthalt und unter
gleichen Bedingungen inkubiert wird. Die Notwendigkeit solcher Nicht-Enzymkontrollen
ergibt sich vor allem aus der Tatsache, dass in der als Substrat verwendeten
Arachidonsaureldsung bereits kleine Mengen an Oxidationsprodukten vorhanden sind.
Die Flache der in der Nicht-Enzymkontrolle vorhandenen Produkte wurde immer von der
Flache der durch die Enzyme gebildeten Produkte subtrahiert.

2.2.9.1 Katalytische Aktivitat bei unterschiedlichen pH-Werten

Bei den vermeintlichen ALOX15-Orthologen von Nothobranchius furzeri und
Pundamilia nyererei wurden fur diese Untersuchung die pH-Werte 6,0, 6,4, 6,8, 7,4, 8,0
und 8,8 eingestellt. Da einzelne Puffersysteme einen solch gro3en pH-Bereich nicht
vollstandig abdecken, wurden gleiche Anteile eines 50 mM Phosphatpuffers und eines
50 mM Boratpuffers gemischt und die entsprechenden pH-Werte mit 5 N HCI bzw. 5 N
NaOH eingestellt. Fur jeden pH-Wert wurden zwei Reaktionsansatze mit Arachidonsaure
als Substrat (Endkonzentration 100 uM) hergestellt. Zu den Reaktionsansatzen wurde
eine bestimmte Menge Lysatuberstand gegeben und die Ansatze fur 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Fur die ALOX-Isoform von Scleropages formosus erfolgte
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dieses Experiment mit den pH-Werten 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5 und 9,0 (ebenfalls jeweils
zwei Ansatze). Es wurde ein Puffersystem aus Tris und NaH2POg4 (je 0,1 M) genutzt und
der jeweilige pH-Wert durch Zugabe von HCI und Natronlauge (je 1 N) eingestellt.

2.2.9.2 Katalytische Aktivitat unter norm- und hyperoxischen Bedingungen

Um die Affinitat der Fisch ALOX-Isoformen fur molekularen Sauerstoff
abzuschatzen, wurden Aktivitatsuntersuchungen bei verschiedenen
Sauerstoffkonzentrationen durchgefuhrt. Fir diese Experimente wurden fur jedes Enzym
drei hyperoxische Reaktionsansatze angesetzt und die Reaktionsmischungen vor dem
Reaktionsstart (Zugabe des Enzyms) mit reinem Sauerstoff equilibriert. Dadurch konnte
die Sauerstoffkonzentration im Reaktionsansatz ca. finffach gesteigert werden. Bei den
normoxischen Inkubationsbedingungen war der Reaktionspuffer mit Luft gesattigt (20 %
Sauerstoff), was einer Sauerstoffkonzentration von ca. 160 uM entspricht.

2.2.9.3 Katalytische Aktivitat bei unterschiedlichen Inkubationstemperaturen

FUr diese Versuche wurde die Substratlosung (PBS und Arachidonsaure mit
Endkonzentration 100 pM) in den jeweiligen Reaktionsansatzen auf eine bestimmte
Temperatur abgekunhlt oder erhitzt: 5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C
sowie 45 °C. Nach Zugabe des Lysatuberstandes erfolgte eine 3-minutige Inkubation.
Die Nicht-Enzymkontrolle wurde bei 40 °C inkubiert.

2.2.9.4 Katalytische Aktivitat bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen

Um die Affinitat der Fisch ALOX-Isoformen fiur Arachidonsaure zu bestimmen,
wurden Aktivitatsmessungen bei unterschiedlichen Arachidonsaurekonzentrationen
durchgefuhrt. Dabei wurden fur die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologe
Reaktionsansatze mit einer unterschiedlichen Endkonzentration von Arachidonsaure als
Substrat hergestellt (jeweils zwei Ansatze mit Enzymzugabe und eine Nicht-
Enzymkontrolle pro Konzentration). Arachidonsaure lag in PBS in einer Konzentration
von 5 yM, 10 uyM, 20 uM, 40 yM, 80 pyM und 120 uM vor. Nach Zugabe des
Lysatuberstandes wurden die Reaktionsansatze bei Raumtemperatur fur 3 min inkubiert,
die Reaktion durch Zugabe von festem Natriumborhydrid gestoppt und die Menge der
entstandenen konjugierten Diene mittels RP-HPLC quantifiziert.
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2.2.10 Testung der Substratspezifitdt und der Lipoxinsynthaseaktivitat

Fir die Bestimmung der Substratspezifitat wurden den vermeintlichen
Knochenfisch ALOX15-Orthologen zunachst separat verschiedene Polyenfettsauren als
Substrate angeboten. So wurden Reaktionsansatze mit Arachidonsaure (5,8,11,14-
Eikosatetraensaure, AA), 5,8,11,14,17-Eicosapentaensaure (EPA), 4,7,10,13,16,19-
Docosahexaensaure (DHA), Linolsaure (9,12-Oktadekadiensaure, LA) sowie a-(9,12,15-
Oktadekatriensaure, ALA) und y-Linolensaure (6,9,12-Oktadekatriensaure, GLA)
durchgefuhrt. Der Reaktionsansatz bestand aus der jeweiligen Fettsaure und 500 ul PBS,
wobei die Endkonzentration der Fettsdure immer 50 yM betrug. Dazu wurde eine
bestimmte Menge an Lysatuberstand gegeben, der das jeweilige ALOX15-Orthologe
enthielt und dieses Gemisch wurde bei 25 °C fur 3 min inkubiert. FUr jede Fettsaure wurde
auch eine Nicht-Enzymkontrolle mitgefihrt. Die Reaktion wurde nach 3 min mit
Natriumborhydrid gestoppt und es wurden 45 pl Essigsaure und 455 pl Acetonitril zum
Ansatz gegeben. Dieser wurde fur 10 min auf Eis inkubiert und anschlieend fur 10 min
bei 8 °C und 12.000 rpm zentrifugiert. Der abgenommene Uberstand wurde mittels RP-
HPLC analysiert.

Weiterhin wurde die Substratspezifitat der Knochenfisch ALOX15-Orthologen auf
gleiche Art und Weise mit anderen Substraten getestet. Dies waren 2-
Arachidonylglycerol, Anandamid, 15- und 5-HETE sowie 18(S)- und 18(R)-HEPE. Im
Reaktionsansatz mit PBS lagen diese Substrate in einer Endkonzentration von 30 uM
vor. Es erfolgte eine Inkubation fur 10 min bei 25 °C.

Mehrere humane ALOX-Isoformen sind prinzipiell in der Lage, bestimmte
Substrate zu Lipoxinisomeren (LxA4, LxB4) umzuwandeln. Lipoxine sind endogene, anti-
inflammatorische bzw. pro-resolutorische Mediatoren. Obwohl nach wie vor nicht
vollstandig klar ist, Uber welche Metabolitwege diese Mediatoren in vivo gebildet werden
(13), gibt es verschiedene Moglichkeiten. Ein moglicher Reaktionsweg ware, dass 5- oder
15-HETE bzw. 5,6- oder 14,15-DIHETE durch verschiedene ALOX-Isoformen zu 5,6,15-
TriHETE (Lipoxin A) oder 5,14,15-TriHETE (Lipoxin B) oxygeniert werden. Um die
Lipoxinsynthaseaktivitat der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen zu
untersuchen, wurden Reaktionsansatze hergestellt, bei denen 5,15-DiIHETE und
5,6- DIHETE als Substrate (Endkonzentration ca. 30 uM) verwendet wurden. Nach
Zugabe des Lysatuberstandes als Enzymquelle erfolgte eine 10-minutige Inkubation bei
25 °C. Danach wurde die Reaktion mit Natriumborhydrid gestoppt, der Ansatz mit
Essigsaure angesauert und die Proteine mit Acetonitril ausgefallt. Es erfolgte die Analyse
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des proteinfreien Uberstandes mittels RP-HPLC, wobei ein Laufmittel mit der
Zusammensetzung Acetonitril, Wasser und Essigsaure im Verhaltnis (35/65/0,1, by vol)

verwendet wurde.

2.2.11 Membranoxygenierungsassay

In vorherigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass einige Lipoxygenasen, z.B. die
ALOX15-Orthologen des Menschen (195) und des Kaninchens (48) sowie die AA 15-
lipoxygenierende ALOX aus Pseudomonas aeruginosa (196), die Fahigkeit zur
Oxygenierung von Biomembranen besitzen.

Um zu untersuchen, ob auch die potenziellen Knochenfisch ALOX15-Orthologen
dazu in der Lage sind, wurden diese Enzyme mit Modellbiomembranen inkubiert und die
Bildung konjugierter Diene in den Membranesterlipiden analysiert. Als Vergleich und
Kontrolle diente die ALOX15 des Kaninchens, bei der die Fahigkeit zur
Membranoxygenierung bereits frUher nachgewiesen wurde (48). Bei den
Modellbiomembranen handelte es sich um Vesikel von mitochondrialen
Innenmembranen (submitochondriale Partikel, SMP), die aus Mitochondrien von
Rinderkardiomyozyten prapariert wurden. Diese Membranen sind aufgrund ihrer
Lipidzusammensetzung (viele ungesattigte Fettsauren, wenig Cholesterol) besonders gut
als Lipoxygenasesubstrate geeignet. Die Konzentration der Biomembranpraparation in
der Substratstammldsung betrug 35 mg Protein/ml.

Vor der Durchfuhrung des Experiments wurde die Menge an eingesetztem
Lysatlberstand fur die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen und die
Kaninchen ALOX15 durch Verdunnung so eingestellt, dass vergleichbare
Arachidonsaureoxygenierungsaktivitaten fur die Membranoxygenierung eingesetzt
werden konnten. Die Membranoxygenaseaktivitat wurde damit auf identische
Arachidonsaureoxygenaseaktivitat normiert.

Es wurden jeweils zwei unabhangige Aktivitatsansatze fur jede Knochenfisch
ALOX-Isoform und die Kaninchen ALOX15 durchgefihrt. Jeder Ansatz bestand aus
500 ul PBS, 20 ul der Biomembransuspension (finale Biomembranproteinkonzentration
im Ansatz von 1,4 mg/ml). Zum Reaktionsstart wurde ein Aliquot der jeweiligen
Enzympraparationen (17-335 pl Lysatuberstand der rekombinanten Knochenfisch
ALOX-Isoformen bzw. gereinigte Kaninchen-ALOX15) zum Ansatz zugegeben. Eine
Nicht-Enzymkontrolle wurde mitgefuhrt, bei der statt der Enzympraparationen eine
aquivalente Menge an PBS dem Ansatz zugesetzt wurde. Die Reaktionsansatze wurden
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uber 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von
Natriumborhydrid gestoppt. AnschlieRend wurden die Ansatze mit 40 pl konzentrierter
Essigsaure angesauert, geschuttelt und auf Eis gestellt. Die Membranlipide wurden dann
nach Bligh-Dyer aus den Reaktionsansatzen extrahiert (197). Dazu wurden zunachst
1,25 ml Methanol zu den Ansatzen gegeben und die Mischung fur 1 min geschduttelt.
Anschliefliend wurden 625 pl Chloroform zu den Ansatzen zugegeben und noch einmal
geschuttelt, wobei es nicht zu einer Phasentrennung kam. AnschlieRend wurden noch
einmal 625 pl Chloroform und 625 pl PBS hinzugegeben und die Ansatze noch einmal
1 min geschuttelt, wobei eine milchige Suspension entstand. AnschlieRend wurden alle
Ansatze fur 10 min bei 4.000 rpm (3.000 xg) und 4 °C zentrifugiert, sodass sich zwei
Phasen bildeten. Die untere Phase (Chloroformphase) enthielt die extrahierten
Membranlipide. Diese Schicht wurde mit Hilfe einer Spritze abgezogen und in ein 20 ml
Schliffglas (Verdampfungsgefall) Uberfuhrt. Die obere Phase der Extraktionsansatze
wurde verworfen. Nach Zugabe von 0,5 ml Isopropanol (bildet ein Azeotrop mit dem in
der Chloroformphase enthaltenen Wasser) wurde das Losungsmittel der unteren Phase
mit Hilfe eines Vakuumrotationsverdampfers abgedampft und die zurtckgebliebenen
Lipide wurden in 425 ul Methanol gelost. Die Losung wurde kurz geschuttelt und in ein
Ultraschallbad gestellt, um die Lipide moglichst vollstandig von der Wand des
Verdampfungsgefalles zu I6sen. Anschlieend wurden 75 ul 40 % Kaliumhydroxidlosung
(KOH) hinzugegeben, das Gemisch mit Argon Uberschichtet und die extrahierten
Esterlipide wurden fur 15 min in einem 60 °C warmen Wasserbad hydrolysiert. Nach
Abkuhlung der Proben auf Eis wurden 75 ul Essigsaure hinzugefugt und die Proben bei
maximaler ~ Umdrehung  und Raumtemperatur  zentrifugiert. Die  klaren
Hydrolysatliberstande wurden in neue Eppendorfgefalle Uberfuhrt und hinsichtlich des
Vorhandenseins konjugierter Diene mittels RP-HPLC analysiert.

2.2.12 Aktivititsassays unter '80,-Atmosphére

Eine Oxidation von Fettsauren bendtigt einen Elektronenakzeptor, der im Falle der
klassischen Lipoxygenasereaktion wie bei vielen anderen Oxidationsreaktionen
atmospharischer Sauerstoff ist. Prinzipiell gibt es zwei mogliche Quellen fir den
Sauerstoff: i) atmospharischer Sauerstoff: Die derzeitige Erdatmosphare besteht zu ca.
20 % aus molekularem Sauerstoff, der aufgrund seiner chemischen Struktur ein idealer
Elektronenakzeptor ist und maximal 4 Elektronen pro O2>-Molekul aufnehmen kann. Bei
der Dioxygenierung von Fettsduren entstehen Fettsaurehydroperoxide, die anschlie3end
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zu Hydroxyfettsauren reduziert werden konnen. ii) Sauerstoff, der chemisch im Wasser
gebunden ist. Bei bestimmten Reaktionen (Hydroxylasen) wird Sauerstoff aus dem
Wasser auf Substrate Ubertragen.

Um zu untersuchen, uber welchen Weg Sauerstoff bei der Oxygenierung von AA
durch die vermeintlichen ALOX15-Orthologen der ausgewahlten Fische eingebaut wird,
wurden Experimente unter '80-Atmosphare durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die
Reaktionsansatze aus PBS mit 20 yM AA zunachst durch intensives Spulen mit Argongas
anaerobisiert. Dadurch wurde der Grofteil des atmosphéarischen "0, aus den
Reaktionsansatzen ausgetrieben. Die Enzympraparationen wurden auf Eis unter
Argonatmosphare gesetzt, sodass auch die 'O, Konzentration in den Enzympréaparaten
minimiert wurde. Kurz vor dem Reaktionsstart wurde der Reaktionsansatz mit '80»-Gas
gesplilt, sodass sich eine '80,-Atmosphéare Uber dem Reaktionsansatz bildete. Dann
wurde die Reaktion durch Zugabe des teilweise anaerobisierten Enzyms gestartet. Die
Ansatze wurden fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Reaktion mit
Natriumborhydrid gestoppt. Nach Zugabe von 45 pl Essigsaure und 500 ul Ethylacetat
wurden die Ansatze geschuttelt und zur Phasentrennung zentrifugiert. Mit einer Spritze
wurde die obere Phase (enthalt das Ethylacetat und die darin gelosten
Arachidonsaurederivate) abgehoben und in ein neues Eppendorfgefald Gberfuhrt. Flr
eine Reextraktion wurden erneut 500 pl Ethylacetat auf die ursprunglichen Ansatze
gegeben, fur 1 min geschuttelt, erneut zentrifugiert und die obere Phase abgehoben. Das
Losungsmittel (Ethylacetat) wurde in einer Vakuumzentrifuge verdampft, sodass nur die
Arachidonsaurederivate zuruckblieben. Diese wurden in 100 pyl Methanol geldst. Mittels
RP-HPLC wurden die konjugierten Diene prapariert und anschlieBend in der
kombinierten Normalphasen-Chiralphasen-HPLC analysiert. Der Einbau von 80 in die
AA Oxygenierungsprodukte wurde mittels Massenspektrometrie analysiert.

2.2.13 Ortsqgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese wurde mit Hilfe des Pfu Ultra Il HotStart Systems
(Fa. Agilent, Santa Clara, USA) durchgefuhrt. Dabei wurde die Polymerasekettenreaktion
(PCR) verwendet. Das System funktioniert so, dass wahrend der Vervielfaltigung der
Template-DNA in der PCR eine gezielte genetische Veranderung (Mutation von ein oder
zwei Basentripletts) in den Kopien der Template-DNA erzeugt wird (siehe Abb. 11). Die
Sequenzveranderung entsteht mit Hilfe von speziell konstruierten Mutageneseprimern,
welche die gewunschte Mutation in ihrer Sequenz enthalten. Nach Hybridisierung werden
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die Primer durch eine DNA-Polymerase verlangert und es entstehen die mutierten DNA-
Strange. Die ursprungliche nicht-mutierte Template-DNA enthalt methyliertes Adenin,
wodurch sie durch die Restriktionsendonuklease Dpnl verdaut wird. Da die neu
synthetisierten DNA-Strange nicht methyliert sind, werden sie nicht durch Dpnl gespalten

und konnen in kompetente Bakterienzellen transformiert werden.

Synthese der mutierten DNA-Stréange

1) Denaturierung der Template-DNA

2) Hybridisierung der Primer mit der
geschwunschten Mutation

3) Verlangerung der mutagenen Primer
O durch DNA-Polymerase
—
4 ~\

s
R Dpnl-Verdau
Verdau der nicht-mutierten, methylierten

Template-DNA durch Dpnl

‘h-

)
‘~-’
Abb. 11: Schematische Darstellung der ortsgerichteten Mutagenese (modifiziert nach
https://lwww.agilent.com/cs/library/usermanuals/Public/200523.pdf, letzter Zugriff am 11.11.2022,
14:56 Uhr). Erlauterungen siehe Text.

O-0-©

Fiar jede der drei vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen wurden
verschiedene Punktmutanten hergestellt. Dafur wurden von uns anhand der
Basensequenz der jeweiligen Knochenfisch ALOX15-DNA Primer konstruiert, die die
gewulnschten Mutationen in ihrer Sequenz enthielten. Diese DNA-Oligonukleotide
wurden von der Firma BioTeZ, Berlin, Deutschland synthetisiert. Die Ansatze fur die PCR
enthielten 12,5 yl Mastermix, 100 ng Template-DNA (rekombinanter Expressionsvektor
pET-28b oder pFastBac™HT C) sowie 1 ul der beiden Mutagenese-Primer
(Endkonzentration im Amplifizierungsansatz 5 yM). Diese Ansatze wurden nach dem

folgenden Programm in einem Thermocycler inkubiert:

Temperatur Zeit

95 °C 60 s

95 °C 30s

55°C 60 s 17 Zyklen
68 °C 10 min

10 °C unendlich

Nach den PCR-Zyklen wurde 1 pl Dpnl zum Ansatz gegeben und dieser uber
30 min bei 37 °C und anschliefend uber 5 min bei 80 °C inkubiert.

Nach Transformation des PCR-Ansatzes in E. coli XL1-Blue Zellen sowie der
Praparation der Plasmid-DNA mittels NucleoSpin Plasmid Kit (Fa. Macherey-Nagel,
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Diiren, Deutschland) erfolgte eine Sequenzierung der Plasmid-DNA zur Uberpriifung der
Mutagenese. War diese erfolgreich, wurde die jeweilige Mutante im pro- oder

eukaryotischen System exprimiert.

2.2.14 Statistische Auswertung der experimentellen Rohdaten

Die statistische Auswertung der Untersuchungen zur enzymatischen
Grundcharakterisierung der rekombinanten Enzyme (3.3.2) erfolgte mit dem Programm
GraphPad Prism 9, wobei immer zwei unabhangige Aktivitatsassays durchgefihrt
worden sind. Fur die Untersuchungen zur Substratspezifitat (3.7.1) wurden ebenfalls zwei
unabhangige Aktivitatsassays durchgefluhrt, die jeweils zweimal gemessen worden sind.
Anhand dieser vier Messwerte wurden Mittelwert und Standardabweichung bestimmt
sowie die Berechnung der p-Werte durchgefuhrt.

Die Aktivitat der rekombinanten Enzyme unter norm- und hyperoxischen Bedingungen
(3.7.3) wurde anhand von jeweils drei unabhangigen Aktivitatsassays fur beide
Bedingungen untersucht. Die Messwerte der Untersuchungen zur Substratspezifitat
(3.7.1) und der Aktivitat unter norm- und hyperoxischen Bedingungen (3.7.3) wurden
mithilfe des Shapiro-Wilk Tests hinsichtlich ihrer Normalverteilung Uberpruft. Zur
Berechnung der p-Werte wurde fur nicht normalverteilte Daten der ungepaarte Mann-
Whitney-U-Test und fur normalverteilte Daten der ungepaarte T-Test verwendet. Das
Signifikanzniveau lag fur alle Untersuchungen bei 0,05.

Die relative Membranoxygenaseaktivitat (3.8) wurde anhand von jeweils zwei
unabhangigen Aktivitatsassays fur die Kaninchen-ALOX15 und die Knochenfisch ALOX-

Isoformen bestimmit.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen

Beim Durchsuchen der Proteindatenbank des NCBI wurden komplette Sequenzen
fur vermeintliche ALOX15-Sequenzen bei sieben Knochenfischspezies gefunden
[Tab. 1, (198)]. Die Datenbank umfasste zum Zeitpunkt der Suche 54 verschiedene
Knochenfischspezies. Dass in nur sieben Spezies potenzielle ALOX15-Sequenzen
gefunden werden konnten, spricht dafir, dass solche Sequenzen bei den meisten

Knochenfischspezies nicht vorkommen.

Tab. 1: Identifizierte vermeintliche ALOX15-Orthologe von Knochenfischen [Roigas et al., 2022
(198)]. Aufgefiihrt sind jeweils Eintragsnummer und Sequenzldnge der nach der Datenbanksuche
identifizierten vermeintlichen ALOX15-Sequenzen verschiedener Knochenfischspezies.

Datenbankeintrag Spezies Anzahl der
Aminosauren
NP_955912.1 Danio rerio 670
(Zebrafisch)
XP_015813570.1 Nothobranchius 670
furzeri
(Tarkiser
Prachtgrundkarpfling)
XP_005753048.1 Pundamilia nyererei 670
(Nyereres
Viktoriabuntbarsch)
XP_018588735.1 Scleropages 668
formosus
(Asiatischer
Gabelbart)
XP_005945486.1 Haplochromis burtoni 682
(Burtons Maulbriiter)
XP_003966824.1 Takifugu rubripes 620
(Japanischer
Kugelfisch)
XP_019726606.1 Hippocampus comes 433
(Tigerschwanz-
Seepferdchen)

Eine vermeintliche ALOX15-Sequenz ist die ALOX1 des Zebrafischs (D. rerio,
NP_955912.1). Da zu diesem Enzym bereits umfangreiche Untersuchungen vorliegen
(20), wurde diese Lipoxygenase in der vorliegenden Arbeit nicht naher untersucht,
sondern fur vergleichende Untersuchungen als Bezugssystem verwendet. Es muss an
dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass dieses Enzym in der Datenbank zum
Zeitpunkt unserer Suche zwar als ALOX15 annotiert war, dass aber vorhergehende
funktionelle Untersuchungen am rekombinanten Enzym gezeigt hatten (20, 188), dass

Arachidonsaure durch dieses Enzym zu 12(S)-HETE umgewandelt wird, wobei kaum 15-
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HETE als Nebenprodukt entstand. Damit ergab sich die Frage, ob es sich bei diesem
Enzym wirklich um ein Funktionsaquivalent der Saugetier ALOX15-Orthologen handelt.
Die restlichen sechs vermeintlichen ALOX15-Sequenzen wurden mit Hilfe des
Programms Emboss Needle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/, letzter
Zugriff: 26.04.2019, 13:52 Uhr) zunachst mit der Sequenz der humanen ALOX15
verglichen, um Ahnlichkeiten bzw. Unterschiede in der Primarstruktur der Enzyme

festzustellen. In Abbildung 12 ist ein solches Alignment beispielhaft dargestellt.

HomolS_NP_OOl 1 MGLYRIRVSTGASLYAGSNNQVQLWLVGQHGEAAL--—--GKRLWPARGKE 46
Damiols NP 85 1 MEYEURUAIGTSRY I GOSN DR PECRAY 40
HomolSiNPiool 47 TELKVEVPEYLGPLLFVKLRKRHLLKDDAWFCNWISVQGPGAGDEVREFPC 96
Daniols_NE 55 50 PRYIVKSPIDLEPLITVRLEKARIFTRDNWFCRIVAVSVECHRCCTIFRC 99
HomolS_NP_OOT 97 YRWVEGNGV-LSLPEGTGRTVGEDPQGLFQKHREEELEERRKLYRWGNWK 145
Daniol5 NE 95 100 YANLUGHEVEVELAEGTAKKL SEDGLPLAALROSELORR ORIV 140
HomolSiNPgOol 146 DGLILNMAGAKLYDLPVDERFLEDKRVDFEVSLAKGLADLAIKD-SLNVL 194
Daniol5 NP 85 150 PGIPKCIDAKSEADLPODARFDNEKRODFECSLAVALLELSIRKLAIAFG 109
HomolSiNPiOol 195 TCWKDLDDENRIFWCGQSKLAERVRDSWKEDALFGYQFLNGANPVVLRRS 244
Daniol5 NP 05 200 KeWSDLEDEARLFWKLASPIARYIUEEHAEDFEAOFLNCANPRIT TR, 24
HomolS_NP_OOl 245 AHLPARLVFPPGMEELQ----AQLEKELEGGTLFEADFSLLDGIKANVIL 290
Daniol5_NP_95 250 KKVPéQéLQ&.5évé;SLIDTTT£NE|£KkGN éLVlHAILgé}PA$$£R 299
Homol5iNP7001 291 CSQQHLAAPLVMLKLQPDGKLLPMVIQLQLPRTGSPPPPLFLPTDPPMAW 340
DaniolSiNP795 300 g QYIA;;LCLAYEHéé%éLIPIA;$£E——ééébké%;vg£;8géélgw 347
HomolS_NP_OOl 341 LLAKCWVRSSDFQLHELQSHLLRGHLMAEVIVVATMRCLPSIHPIFKLII 390
Daniols NP 95 348 LLAKMIVRIARRQUFOLLSRLIATELMVEVICVATLROLPAVRPIYKILT 397
HomolSiNPiool 391 PHLRYTLEINVRARTGLVSDMGIFDQIMSTGGGGHVQLLKQAGAFLTYSS 440
Damiols NE 05 305 BHLAYILENCRGRIOLLSPRCIPKRVYSTCRGI L AORECKULIVAS 447
HomolS_NP_OOl 441 FCPPDDLADRGLLGVKSSEFYAQDALRLWEIIYRYVEGIVSLHYKTDVAVK 490
Dani0154NP795 448 Lé%KFDFL;;LVTKVKé;éiRDV £M£$DV£QR;¢;L éliYYQyéué&i 497
Homol5 NP 001 491 DDPELQTWCREITEIGLQGAQDRGFPVSLQARDQVCHFVTMCIFTCTGQH 540
Daniol5 NP 95 495 BDSELOAWIHDVAVEGEVOVPEFGLASTMITKEELITLLSVAIFTSTAQE 547
UomolS_NP_OOl 541 ASVHLGQLDWYSWVPNAPCTMRLPPPTTKDA-TLETVMATLPNFHQASLQ 589
Daniols NP 55 545 AMTINGQFONCANVENTPCIMAREPPROKDAVIMENIMPTLIDISOSCTD 587
HomolﬁiNPiool 590 MSITWQLGRRQPVMVAVGQHEEEYFSGPEPKAVLKKFREELARLDKEIET 639
Daniols NE 05 598 MAITWALGRAQPOATFHCOYVEQIFIREAMIAVIPKFRKELIGIEDKINA 647
HomolbiNPiool 640 RNAKLDMPYEYLRPSVVENSVATL 662

Daniol5 NP 95 648 QNEGLEIQYLYICPSMMENSITE 670

Abb. 12: Sequenzalignment der mutmaBlichen ALOX15-Orthologe von D. rerio mit der humanen
ALOX15. Die Aminosauresequenzen der vermeintlichen ALOX15-Orthologen wurden aus der NCBI-
Datenbank extrahiert und duale Aminosauresequenzalignments wurden mit Hilfe des Programms Emboss
Needle durchgefiihrt. Die konservierten proteinogenen Eisenliganden sind gekennzeichnet.
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Um zu uberprufen, ob es sich bei den vier Ubrig gebliebenen vermeintlichen
ALOX15-Sequenzen von Nothobranchius furzeri (XP_015813570.1), Pundamilia
nyererei (XP_005753048.1), Scleropages formosus (XP_018588735.1) und
Haplochromis burtoni (XP_005945486.1) und der als Bezugssystem dienenden Sequenz
von D. rerio (NP_955912.1) um Enzymorthologe handelt, also um Proteine mit einem
gemeinsamen evolutionaren Vorlaufer, wurde mittels dualer Aminosaurealignments der
Aminosaureidentitatsgrad zwischen den neu identifizierten vermeintlichen ALOX15-
Orthologen der Fische und der ALOX1 der Zebrafischs bestimmt (Tab. 2). Dabei zeigte
sich, dass die funf Knochenfisch-Sequenzen einen hohen Homologiegrad von 71-93 %

(198) aufweisen, was fur orthologe Enzyme spricht.

Tab. 2: Aminosduresequenzidentititsgrad der ausgewahlten vermeintlichen ALOX15-Orthologen
der Knochenfische [Roigas et al., 2022 (198)]. Die Aminosduresequenzen der ausgewahlten
vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische wurden aus der NCBI-Datenbank extrahiert und
die Aminosauresequenzidentitaten (in %) mittels dualen Aminosaurealignments mit Hilfe des Programms
Emboss Needle bestimmt.

Spezies Aminosaureidentitat (%)
D. rerio N. furzeri P. nyererei S. formosus H. burtoni
D. rerio 100 75 75 75 71
N. furzeri 75 100 86 74 81
P. nyererei 75 86 100 75 93
S. formosus 75 74 75 100 71
H. burtoni 71 81 93 71 100

Um die vermeintlichen ALOX15-Orthologen von Vertretern maoglichst
unterschiedlicher Taxa innerhalb der Knochenfischsystematik zu exprimieren, wurden die
vermeintlichen ALOX15-Sequenzen von Nothobranchius furzeri (XP_015813570.1),
Pundamilia nyererei (XP_005753048.1), Scleropages formosus (XP_018588735.1) und
Haplochromis burtoni (XP_005945486.1) in die phylogenetische Systematik der
Knochenfische eingeordnet (siehe 1.8). Da Haplochromis burtoni und Pundamilia
nyererei Vertreter der Barschverwandten sind, beide Spezies also zur selben Ordnung
(Buntbarschartige) gehoren und die Aminosauresequenz der beiden Enzyme zu 93 %
ubereinstimmt (Tab. 2), wurde nur das vermeintliche ALOX15-Orthologe von Pundamilia
nyererei fur eine eingehendere Charakterisierung ausgewahlt. Nothobranchius furzeri
vertritt ebenfalls die Barschverwandten, gehért jedoch einer anderen Uberordnung
(Ahrenfischverwandte) an, sodass auch diese vermeintiche ALOX15 néher

charakterisiert wurde. Auch die ALOX15-Sequenz von Scleropages formosus wurde fur
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die Expression ausgewahlt, da dieser nicht zu den Barschverwandten, sondern zur
Uberkohorte der Knochenziinglerahnlichen gehort.

Dem Knochenfisch Nothobranchius furzeri kommt hier eine besondere Bedeutung
zu, da dieser Fisch als ein Modellorganismus fur den Alterungsprozess von Wirbeltieren
diskutiert wird. Als einjahriger Knochenfisch bewohnt er saisonale Frischwasserteiche in
Sudostafrika und hat als Folge der Anpassung an seinen Lebensraum eine
durchschnittliche Lebensspanne von nur 3 bis 7 Monaten (192). Unter laborchemischen
Bedingungen existieren mehrere Stamme mit unterschiedlicher Lebensspanne (199), die
teilweise bei unter 12 Wochen liegt. Dies macht Nothobranchius furzeri zu der
Wirbeltierspezies mit der klurzesten Lebensspanne, die in Gefangenschaft gehalten
werden kann [bereits 2003 von Valdesalici et al. beschrieben (191)]. Zudem ahnelt der
Alterungsprozess dieses Knochenfisches dem der Saugetiere. So konnte in den
vergangenen Jahren gezeigt werden, dass viele der sogenannten ,hallmarks of aging®,
die u.a. den Alterungsprozess von Saugetieren charakterisieren (200), auch fur den
Alterungsprozess von Nothobranchius furzeri relevant sind. So wurde z.B. sowohl eine
Verkurzung der Telomere in Muskel- und Hautgewebe (201) sowie eine vorzeitige
mitochondriale Dysfunktion [Abfall der Anzahl der Kopien an mitochondrialer DNA
(mtDNA), Herabregulation von mtDNA-assoziierten Genen, Beeintrachtigung der
mitochondrialen Funktion (202)] in Abhangigkeit der Fische von ihrem Alter beobachtet.
Neben seinem Nutzen als Alterungsmodell bietet Nothobranchius furzeri ebenfalls
Einblicke in die Entwicklungsbiologie (Diapause in der Embryonenentwicklung) und die

frGhe Evolution der Geschlechtschromosomen (192).

Zusammenfassung: Komplette cDNA Sequenzen, die fiir vermeintliche ALOX15-
Orthologe kodieren, konnten in 5 von 54 verschiedenen Knochenfischspezies
identifiziert werden. lhre Sequenzidentitat variierte zwischen 71 und 93 %, sodass man
davon ausgehen kann, dass es sich um orthologe Enzyme handelt. Fiir funktionelle
Untersuchungen an den rekombinanten Enzymen wurden die Sequenzen von N. furzeri,
P. nyererei und S. formosus ausgewahit.

3.2 Vergleich der ausgewahlten vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-
Orthologen mit verschiedenen humanen und murinen ALOX-Isoformen

3.2.1 Aminosauresequenzvergleich mit humanen und murinen ALOX-Isoformen

Um herauszufinden, mit welchem der humanen bzw. murinen ALOX-Isoformen die

ausgewahlten vermeintlichen ALOX15-Orthologen die groRte strukturelle Ahnlichkeit
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aufweisen, wurden die Ahnlichkeitsgrade anhand von dualen Aminosaurealignments
bestimmt. Dabei ergab sich (Tab. 3), dass alle ausgewahlten vermeintlichen ALOX15-
Orthologen der Knochenfische einen Identitatsgrad von 41-48% mit allen humanen
ALOX-Isoformen aufwiesen.

Tab. 3: Aminosduresequenzidentititen der vermeintlichen ALOX15-Orthologen ausgewaihlter
Knochenfischspezies im Vergleich zu den verschiedenen humanen ALOX-Isoformen (ALOX15,
ALOX15B, ALOX12, ALOX12B, ALOXE3, ALOX5) [Roigas et al, 2022 (198)]. Die
Aminosauresequenzen der ausgewahlten vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische und der
humanen  ALOX-Isoformen  wurden aus der NCBI-Datenbank extrahiert und die
Aminosauresequenzidentitdten (in %) mittels dualen Aminosaurealignments mit Hilfe des Programms
Emboss Needle bestimmt.

Spezies Aminosaureidentitit zu humanen ALOX-Isoformen (%)
ALOX15 ALOX15B ALOX12 ALOX12B ALOXE3 ALOX5
D. rerio 44 43 46 41 40 45
N. furzeri 44 43 45 41 41 48
P. nyererei 44 43 47 41 41 47
S. formosus 44 43 45 42 41 47

Diese Ergebnisse zeigen, dass keine der ausgewahlten Knochenfischenzyme
einen besonders hohen Ahnlichkeitsgrad mit einer humanen ALOX-Isoform aufweist
(198). Deshalb kann auf der Basis dieser Daten nicht geschlussfolgert werden, ob es sich
bei diesen Knochenfischenzymen um Orthologe der humanen ALOX15, ALOX15B,
ALOX12, ALOX12B, ALOXS oder ALOXE3 handelt. Es sollte an dieser Stelle darauf
hingewiesen werden, dass die ausgewahlten Knochenfischlipoxygenasen in der
Datenbank zu Beginn meiner Arbeiten als ALOX15-Orthologe annotiert waren. Diese
Zuordnung kann jedoch auf der Basis des Vergleichs der Aminosauresequenzen der
Fischenzyme nicht zweifelsfrei bestatigt werden.

Tab. 4: Aminosduresequenzidentititen der vermeintlichen ALOX15-Orthologen ausgewaihlter
Knochenfischspezies im Vergleich zu den verschiedenen ALOX-Isoformen der Maus (Alox15,
Alox15b, Alox12, Alox12b, Aloxe3, Alox5, Alox12e) [Roigas et al., 2022 (198)]. Die
Aminosauresequenzen der ausgewahlten vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische und der
murinen ALOX-Isoformen wurden aus der NCBI-Datenbank  extrahiert und die
Aminosauresequenzidentitdten (in %) mittels dualen Aminosaurealignments mit Hilfe des Programms
Emboss Needle bestimmt.

Spezies Aminosaureidentitit zu murinen ALOX-Isoformen (%)

Alox15 Alox15b Alox12 Alox12b Aloxe3 Alox5 Alox12e
D. rerio 43 41 46 39 40 44 42
N. furzeri 44 42 46 40 42 46 42
P. nyererei 44 42 48 40 43 46 44
S. formosus 43 41 47 40 41 46 43
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In  weiterfUhrenden Experimenten wurde ein ahnlicher Vergleich der
Aminosauresequenzidentitaten  zwischen  den  ausgewahlten  vermeintlichen
Knochenfisch ALOX15-Orthologen und den verschiedenen murinen Alox-Isoformen
durchgefuhrt. Auch hier ergaben sich Aminosauresequenzidentitatsgrade zwischen 40—
48 % (Tab. 4). Auch auf der Basis dieser Sequenzdaten kdonnen die ausgewahlten
Knochenfischlipoxygenasen nicht eindeutig einer murinen ALOX-Isoform zugeordnet

werden.

Zusammenfassung: Die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen zeigen
keine hohen Aminosauresequenzidentititen mit den ALOX15-Isoformen von Mensch
und Maus. Eine eindeutige Zuordnung der Fischenzyme zu humanen bzw. murinen
ALOX-Isoformen ist deshalb nicht moglich. Dafir miissten Genanalysen und
funktionelle Untersuchungen an rekombinanten Enzymen durchgefiihrt werden.

3.2.2 Vergleich der Genstruktur der ausgewahlten Knochenfisch ALOX-Isoformen mit

den humanen ALOX-Genen

Die Aminosauresequenz eines Proteins wird ausschliefdlich durch die exonischen
Nukleotidsequenzen der Gene bestimmt. Um Verwandtschaftsbeziehungen zwischen
verschiedenen Proteinen herzustellen, reicht aber in vielen Fallen ein Vergleich der
exonischen Nukleotidsequenzen nicht aus. Deshalb ist es ratsam, zu diesem Zweck auch
die intronischen Gensequenzen einschliellich der 5°- und 3'-flankierenden Genabschnitte
und die Exon-Intron-Struktur der Gene miteinander zu vergleichen. Deshalb wurden im
Folgenden die Nukleotidsequenzen und die Exon-Intron-Strukturen (Abb. 13) der drei
ausgewabhlten vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Gene mit den Genen der humanen
ALOX-Isoformen verglichen.

Betrachtet man die Grofden der untersuchten ALOX-Gene, kann man feststellen,
dass die humanen ALOX-Gene (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B, ALOXE3) eine
Grolde zwischen 10-23 kbp aufweisen. In diesem Bereich liegen auch die Gengrolen der
vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen. Lediglich das Gen, welches fur die
humane ALOXS5 kodiert, ist deutlich grofder (72 kbp) als die anderen humanen ALOX-
Gene und kann somit als Differenzierungsmerkmal herangezogen werden. Der simple
Grolenvergleich der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Gene mit den humanen
ALOX-Genen deutet darauf hin, dass die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Enzyme
keine Enzymorthologe der humanen ALOXS sind.
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Abb. 13: Gene der vermeintlichen ALOX15-Orthologen ausgewahlter Knochenfischspezies im
Vergleich zu Genen der humanen ALOX-Isoformen (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B,
ALOXE3, ALOXS5) [Roigas et al., 2022 (198)]. Dargestellt ist die Exon-Intron-Struktur der humanen Gene
im Vergleich zur vermeintlichen ALOX15 von N. furzeri (A), zur vermeintlichen ALOX15 von P. nyererei (B)
und zur vermeintlichen ALOX15 von S. formosus (C). Die jeweiligen Exon-Intron-Strukturen wurden der
Gendatenbank des NCBI entnommen. Die Darstellung der Gene erfolgt vom Start- bis zum Stoppcodon.
Die 5'- und 3'-untranslationierten Bereiche des ersten und letzten Exons wurden nicht bertcksichtigt.

Aulerdem konnten in den Genomen der hier untersuchten Knochenfische
eindeutige spezifische ALOX5-Gene nachgewiesen werden (Gen IDs: 107375698,
102207629, 108921027). Dadurch konnte auf der Basis der Genstrukturen eindeutig

82



ausgeschlossen werden, dass es sich bei den vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-
Orthologen um ALOX5-Orthologe handelt. Dazu bedurfte es keiner funktionellen
Untersuchungen an den rekombinanten Enzymen.

Beim Vergleich der Exon-Intron-Zusammensetzung der Gene, die fur die
vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische kodieren, konnte festgestellt
werden, dass alle diese Gene aus 14 Exons und 13 Introns bestehen (Abb. 12). Das trifft
auch fur die meisten humanen ALOX-Gene (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOXS) zu.
Nur die Gene fur die ALOX12B und die ALOXE3 enthalten 15 Exons und 14 Introns.
Diese Daten deuten darauf hin, dass die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-
Orthologen naher mit den humanen ALOX15, ALOX15B bzw. ALOX12 verwandt sein
sollten als mit der ALOX12B und der ALOXE3 (198).

Schlussendlich wurden die Nukleotidsequenzidentitatsgrade der Gene, die fur die
vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen kodieren, mit den Gensequenzen
verglichen, die fur die humanen ALOX-Isoformen kodieren. Diese Daten sind in Tabelle
5 zusammengefasst. Die Nukleotidsequenzidentitdten der vermeintlichen Knochenfisch
ALOX15-Orthologen zur humanen ALOXS sind mit durchschnittlich 18 % relativ gering,
was nicht auf eine enge Verwandtschaft dieser Enzyme hindeutet. Den hochsten
durchschnittlichen Identitatsgrad weisen die Gene der vermeintlichen Knochenfisch
ALOX15-Orthologen zu den humanen ALOX12-, ALOX12B- und ALOXE3-Genen auf. Da
die Gene der humanen ALOX12B und ALOXE3 aber 15 Exons enthalten, die Gene der
vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen aber nur 14 Exons aufweisen,
scheinen die Gene der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen am engsten mit
dem Gen der humanen ALOX12 verwandt zu sein (198).

Tab. 5: Nukleotididentitit der vermeintlichen ALOX15-Gene ausgewahlter Knochenfischspezies im
Vergleich zu Genen humaner ALOX-Isoformen (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B, ALOXE3,
ALOX5) [Roigas et al., 2022 (198)]. Erlauterungen siehe Text.

Spezies Nukleotididentitdt zu humanen ALOX-Isoformen (%)
ALOX15 ALOX15B ALOX12 ALOX12B ALOXE3 ALOX5
D. rerio 32 31 38 37 43 20
N. furzeri 22 22 35 34 36 22
P. nyererei 37 36 40 39 35 16
S. formosus 39 39 38 39 33 15
Durchschnitt 33 32 38 37 37 18

Einschrankend muss bei der Interpretation der Daten allerdings gesagt werden,
dass die Unterschiede in den Nukleotidsequenzidentitaten von humaner ALOX15,
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humaner ALOX15B und humaner ALOX12 auf der einen Seite und den vermeintlichen
Knochenfisch ALOX15-Orthologen auf der anderen so gering sind, dass eine endgultige
Abschatzung des Verwandtschaftsgrades auch auf der Basis der Genstrukturen nicht
sehr fundiert erscheint. Um die getroffene Vorhersage (die ausgewahlten vermeintlichen
Knochenfisch ALOX15-Orthologen sind orthologe Enzyme der humanen ALOX12) zu
untermauern bzw. zu widerlegen, mussen funktionelle Daten zu den entsprechenden
Enzymen gesammelt werden. Da eine Reinigung der nativen Enzyme aus den
verschiedenen Fischspezies aufgrund der geringen Expressionsniveaus wenig
aussichtsreich erscheint, mussen die Enzyme rekombinant exprimiert werden. Die fur die
rekombinante Expression notigen Arbeitsschritte und die funktionelle Charakterisierung
der rekombinanten Enzyme werden in den folgenden Kapiteln der vorliegenden Arbeit
naher beschrieben.

Zusammenfassung: Weder anhand der genomischen Nukleotidsequenzidentitaten der
vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Gene, der GengroBen noch anhand der Exon-
Intron-Zusammensetzung der Gene lassen sich die vermeintlichen Knochenfisch
ALOX15-Orthologen zweifelsfrei einer humanen ALOX-Isoform zuordnen. Die
vorhandenen Sequenzdaten weisen jedoch darauf hin, dass es sich dabei am ehesten
um Orthologe der humanen ALOX12 handeln kénnte.

3.3 Expression und Charakterisierung der vermeintlichen Knochenfisch
ALOX15-Orthologen im bakteriellen System
3.3.1 Expression in E. coli

Um die vermeintlichen ALOX15-Orthologen der ausgewahlten
Knochenfischspezies hinsichtlich ihrer enzymatischen und protein-chemischen
Eigenschaften naher charakterisieren zu konnen, erfolgte zunachst eine heterologe
Expression der rekombinanten Proteine in E. coli. Dazu wurden die entsprechenden
cDNA-Sequenzen der NCBI-Datenbank entnommen und die Nukleotidsequenz durch
Einfugen stummer Mutationen fur eine bakterielle Expression optimiert. Anschlief3end
wurde die optimierte Nukleotidsequenz chemisch synthetisiert und in den bakteriellen
Klonierungsvektor pUC57 durch die Firma BioCat einkloniert. Die zirkulare Plasmid-DNA
wurde in E. coli vervielfaltigt, das ALOX-Insert herausgeschnitten und in den bakteriellen
Expressionsvektor (pET-28b) einkloniert. Dieser prokaryotische Expressionsvektor
enthalt eine Nukleotidsequenz, die fur ein N-terminales His-tag-Peptid kodiert, sodass bei
Einklonierung der kodierenden Sequenz der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-
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Orthologen in die Multicloningsequenz des Vektors die kodierende Sequenz eines
Fusionsproteins entsteht, das N-terminal der kodierenden Sequenz des vermeintlichen
ALOX15-Orthologen ein Hexa-his-tag-Peptid enthalt. Kompetente E. coli Zellen wurden
mit dem rekombinanten Expressionsplasmid transformiert und die Expression des
rekombinanten Proteins durch Zugabe von IPTG initiiert. AnschlieRend wurden die
Bakterienzellen mit Ultraschall lysiert und das gebildete Lysat zentrifugiert, sodass der
Lysatlberstand als Enzymquelle genutzt werden konnte. Um zu Uberprifen, ob die
rekombinanten Enzyme exprimiert wurden und ob diese katalytisch aktiv waren, erfolgte
eine Inkubation mit Arachidonsaure, wobei die gebildeten Oxygenierungsprodukte
anschlielfend vergleichend zur Nicht-Enzymkontrolle mittels RP-HPLC quantifiziert
wurden.

Vergleicht man das Profii der AA Oxygenierungsprodukte der Nicht-
Enzymkontrolle mit dem der Inkubation, bei der das vermeintliche rekombinant
exprimierte ALOX15-Orthologe von S. formosus als Enzym verwendet wurde (Abb. 14),
kann geschlussfolgert werden, dass bei der Nicht-Enzymkontrolle nur geringe Mengen
an 15-HETE, 12-HETE und 5-HETE nachweisbar waren (Panel A). Im Gegensatz dazu
konnten im Inkubationsansatz, bei dem die rekombinante vermeintliche ALOX15 des
S. formosus als Enzym verwendet wurde, grolle Mengen an 12-HETE nachgewiesen
werden (Panel B). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die vermeintliche ALOX15
von S. formosus in E. coli exprimiert werden konnte und dass es sich bei diesem Enzym

um ein AA 12-lipoxygenierendes Protein handelt.

A Abb. 14: RP-HPLC Chromatogramme der AA
Oxygenierungsprodukte der vermeintlichen
ALOX15 von S. formosus. Der Lysatiiberstand
(50 ul) der rekombinanten Expression der
vermeintlichen ALOX15 von S. formosus wurde
im AA Oxygenase-Aktivitdtsassay (Material und
Methoden) fir 10 min inkubiert und die dabei
entstandenen primaren ALOX-Produkte
(konjugierte Diene) wurden mittels RP-HPLC
(Material und Methoden) analysiert. A) Nicht-
Enzymkontrolle, B) Lysatlberstand. Fir beide
Chromatogramme wurde die Y-Achse auf die
Hoéhe des 12-HETE Peaks der Inkubation mit
dem Lysatuberstand normiert. Ein

4
B L
T reprasentatives Chromatogramm (4

retention time (min) unabhangige Expressionsversuche) ist gezeigt.

lau
15-HETE
5-HETE

|12-HETE

absorbance at 235 nm

*

8 12
8 12
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Interessanter Weise weist der 12-HETE Peak eine leichte Frontschulter (*) auf.
Dies konnte darauf hindeuten, dass der 12-HETE Peak nicht homogen ist, sondern dass
sich darunter mehrere Produkte verbergen, deren Mengen jedoch verglichen mit dem 12-
HETE deutlich geringer zu sein scheinen. Dafur gibt es mehrere Erklarungen, von denen
hier zwei kurz erlautert werden sollen. i) Die Reduktion der bei der ALOX-Reaktion
gebildeten Hydroperoxyfettsauren war nicht vollstandig, sodass neben dem
Hauptprodukt 12-HETE auch noch geringe Mengen an 12-HpETE im Ansatz vorhanden
waren. Da diese beiden Oxygenierungsprodukte der AA unter den gegebenen
chromatographischen Bedingungen nicht vollstandig voneinander getrennt werden,
konnte die Frontschulter auf 12-HpETE zurtckzufuhren sein. ii) Unter den verwendeten
chromatographischen Bedingungen werden 12-HETE und 8-HETE nicht vollstandig
voneinander getrennt. Deshalb konnte es sich bei der Frontschulter auch um geringe
Mengen des Nebenprodukts 8-HETE handeln. Genauere Untersuchungen zu diesem
A Problem wurden im Rahmen der
A Strukturidentifizierung der ALOX-Produkte

durchgefuhrt (siehe 3.5).

12-HETE

Abb. 15: RP-HPLC Chromatogramme der AA
) Oxygenierungsprodukte der vermeintlichen ALOX15 von
T T T S. formosus und der entsprechenden Hitzekontrolle
[Nach Abb. 2, Roigas et al., 2022 (203)]. Der
B Lysatiiberstand (50 pl) der rekombinanten Expression der
vermeintlichen ALOX15 von S. formosus wurde im AA
Oxygenase-Aktivitdtsassay (Material und Methoden) fiir 3
min inkubiert und die dabei entstandenen ALOX-Produkte
(konjugierte Diene) wurden mittels RP-HPLC (Material und
Methoden) analysiert. A) nativer Lysatiiberstand, B) Hitze-
inaktivierter Lysatiberstand (2 min Inkubation des
Lysatiberstandes bei 95 °C). Fir beide Chromatogramme
wurde die Y-Achse auf die Hohe des 12-HETE Peaks der
Inkubation mit dem nativen Lysatliberstand normiert. Die
) ) L Messung der AA-Aktivitdt des  Hitze-inaktivierten
r:tention time?min) 12 Lysatijberstgndes im Vergl_(_aich zum nativen Lysatuberstand
wurde nur einmal durchgefihrt.

absorbance at 235 nm
E~Y
[+<}
o

»15-HETE
5-HETE

Um zu Uberprufen, ob die identifizierten AA Oxygenierungsprodukte
enzymatischen Ursprungs waren, erfolgte eine Hitzekontrolle. Dabei wurde der als
Enzymquelle verwendete bakterielle Lysatuberstand fur 2 Minuten auf 95 °C erhitzt. Die
dabei stattfindende Hitzedenaturierung der Proteine fuhrt zu einem Aktivitatsverlust der
vermeintlichen ALOX15, sodass die Produktbildung nicht mehr nachweisbar sein sollte.

Diese Schlussfolgerung konnte experimentell bestatigt werden (Abb. 15B) (203). Somit
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konnte nachgewiesen werden, dass die 12-HETE Bildung das Resultat einer
enzymatischen Reaktion war. Nicht-enzymatische Oxygenierungsprozesse konnten
damit als Ursache fur die 12-HETE Bildung ausgeschlossen werden.

Vergleicht man das RP-HPLC Chromatogramm der Nicht-Enzymkontrolle
(Abb. 16A) mit dem Inkubationsansatz, bei dem der Lysatlberstand der bakteriellen
Expression der vermeintlichen ALOX15 des N. furzeri eingesetzt wurde, wird deutlich,
dass auch hier die Bildung von 12-HETE durch das Enzym nachweisbar war (Abb. 16).
Allerdings waren die gebildeten 12-HETE Mengen deutlich geringer als beim Enzym aus
S. formosus (Abb. 14B).

[

Y,

Abb. 16: RP-HPLC Chromatogramme der AA
Oxygenierungsprodukte der vermeintlichen
ALOX15 von N. furzeri und der entsprechenden
Nicht-Enzymkontrolle. Der Lysatiiberstand (50 pl)
der Expression der vermeintlichen ALOX15 von
N. furzeri wurde im AA Oxygenase-Aktivitdtsassay
12 (Material und Methoden) fiir 10 min inkubiert und die

15-HETE
5-HETE

2-HETE

%

absorbance at 235 nm
-
©

B n dabei entstandenen ALOX-Produkte wurden mittels
12-HETE RP-HPLC (Material und Methoden) analysiert.
A) Nicht-Enzymkontrolle, B) nativer Lysatiiberstand.

Fir beide Chromatogramme wurde die Y-Achse auf
die Hohe des 12-HETE Peaks der Inkubation mit

A dem nativen Lysatuberstand normiert. Ein
i i . reprasentatives Chromatogramm (4 unabhangige
4 L etention time (min) ° 12 Expressionsversuche) ist gezeigt.

Deshalb musste die y-Achse des Chromatogramms starker gespreizt werden,
wodurch die Autoxidationsprodukte der AA Oxygenierung, die bereits in der AA-
Substratldsung vorhanden waren (Abb. 16A), deutlicher hervortraten. Trotzdem war der
12-HETE Peak bei der Inkubation mit dem Lysatuberstand (Abb. 16B) deutlich groRer als
bei der Nicht-Enzymkontrolle (Abb. 16A).

Ahnliche Chromatogramme wurden erhalten, wenn der bakterielle Lysatiiberstand
der vermeintlichen ALOX15 von P. nyererei zur AA Oxygenierung eingesetzt wurde. Auch
hier war 12-HETE das dominante AA Oxygenierungsprodukt, aber auch hier waren die
gebildeten Produktmengen eher gering (Abb. 17).

Fasst man die Ergebnisse zur Expression der ausgewahlten vermeintlichen
ALOX15-Orthologen der Knochenfische in E. coli zusammen und setzt voraus, dass sich
die spezifischen katalytischen Aktivitaten der drei Enzyme nicht wesentlich voneinander
unterscheiden sollten, kann geschlussfolgert werden, dass das vermeintliche ALOX15-
Orthologe von S. formosus in E. coli auf hohem Niveau exprimiert wird. Im Gegensatz

dazu waren die Expressionshohen der entsprechenden Enzyme von N. furzeri und
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P. nyererei deutlich geringer. Die bakteriell exprimierten Enzyme der letztgenannten
Knochenfischarten  kdénnen damit zwar fur einfache Experimente zur
Enzymcharakterisierung verwendet werden. Fur die Beschreibung komplexerer
Enzymeigenschaften, wie z.B. die Membranoxygenaseaktivitaten sind diese geringen
Enzymmengen jedoch nicht ausreichend. Dafur werden grofiere Enzymmengen bendtigt,
die mit dem verwendeten bakteriellen Expressionssystem offensichtlich nicht erreicht

werden konnen.
A \J Abb. 17: RP-HPLC Chromatogramme der AA

Oxygenierungsprodukte der vermeintlichen

ALOX15 von P.nyererei und der
entsprechenden Nicht-Enzymkontrolle. Der
Lysatiberstand (50 pl) der Expression der
vermeintlichen ALOX15 von P. nyererei wurde

im AA Oxygenase-Aktivitdtsassay (Material und
Methoden) fir 10 min inkubiert und die dabei

entstandenen ALOX-Produkte wurden mittels
RP-HPLC (Material und Methoden) analysiert.
12- HETE A) Nicht-Enzymkontrolle, B) nativer
Lysatliberstand. Fir beide Chromatogramme
wurde die Y-Achse auf die Hohe des 12-HETE
Peaks der Inkubation mit dem nativen

Lysatuberstand normiert. Ein reprasentatives
Chromatogramm (6 unabhangige
* retention time (mir) ° Expressionsversuche) ist gezeigt.

w
=
w
=
n
-

absorbance at 235 nm

Zusammenfassung: Die drei vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische
konnten als katalytisch aktive rekombinante N-terminale His-tag Fusionsproteine in
E. coli exprimiert werden. Allerdings waren die Expressionshohen der Enzyme aus
N. furzeri und P. nyererei verglichen mit anderen ALOX-Isoformen zu gering, um eine
tiefgreifende Charakterisierung ihrer katalytischen Eigenschaften durchzufiihren.
Deshalb wurde im weiteren Verlauf der Arbeit versucht, diese Enzyme in Sf9-
Insektenzellen zu exprimieren.

3.3.2 Enzymatische Grundcharakterisierung der rekombinanten Enzyme

3.3.2.1 Einfluss der Reaktionstemperatur auf die Enzymaktivitat

Obwohl die Expressionsniveaus der ausgewahlten vermeintlichen ALOX15-
Orthologen von N. furzeri und P. nyererei relativ gering waren, eigneten sich die
rekombinanten Enzympraparationen fur die Bestimmung einfacher Enzymeigenschaften,
wie Temperaturabhangigkeit, pH-Abhangigkeit oder Ku-Wert Bestimmungen.

Die Temperaturabhangigkeit einer enzymatischen Reaktion ergibt sich aus
mindestens zwei gegenlaufigen Prozessen: i) Entsprechend der Stol3theorie laufen die
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meisten chemischen Reaktionen bei hdheren Temperaturen mit erhohten
Reaktionsgeschwindigkeiten ab. Die RGT-Regel (auch Van't Hoff'sche Regel genannt)
besagt, dass sich die Reaktionsgeschwindigkeit einer chemischen Reaktion in etwa
verdoppelt bzw. verdreifacht, wenn die Temperatur um 10 K erh6ht wird. Der sogenannte
Qio-Wert vieler chemischer Reaktionen, also der Wert fur die Beschleunigung der
Reaktion bei einer Erhohung der Temperatur um 10 K, liegt damit zwischen 2 und 3.
Diese Regel qilt prinzipiell auch fur Enzym-katalysierte Reaktionen, wobei hierbei eine
wichtige Einschrankung besteht. ii) Da Enzyme Eiweil3e sind und sich die Struktur von
EiweilRen bei Temperaturerhohungen Uber 40 °C in den meisten Fallen deutlich verandert
(Hitzedenaturierung), sinkt die katalytische Effizienz dieser Biokatalysatoren bei hOheren
Temperaturen. Dadurch kommt es bei Temperaturen von Uber 40 °C bei vielen
enzymatischen Reaktionen zu einem Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit. Thermophile
Organismen besitzen haufig Enzyme, die hitzestabil sind. Diese Proteine zeigen selbst
bei Temperaturen von bis zu 90 °C nur geringe Anzeichen einer Hitzedenaturierung. Bei
Enzymen von homoiothermen  Organismen (Organismen mit konstanter
Korpertemperatur) liegen die Temperaturoptima der Enzyme haufig (aber nicht immer) in
der Nahe der konstant gehaltenen Korpertemperatur. Da Knochenfische uberwiegend die
Temperatur ihrer Umgebung annehmen (poikilotherme Organismen) und diese relativ
groRen Schwankungen unterliegen kann, konnten sich die Temperaturoptima der
vermeintlichen ALOX15-Orthologen der ausgewahlten Knochenfische von denen der
Saugetiere (Mensch, Maus) deutlich unterscheiden.

Um den Einfluss der Temperatur auf die Fettsdureoxygenierung durch die
vermeintlichen ALOX15-Orthologen der ausgewahlten Knochenfische experimentell zu
untersuchen, wurden Aliquots der Lysatuberstande fur 3 Minuten bei Temperaturen im
Bereich von 5 bis 45 °C mit Arachidonsaure inkubiert und die Menge an gebildeten AA
Oxygenierungsprodukten mittels RP-HPLC analysiert. Mit dieser Versuchsstrategie
konnte fur jedes Enzym diejenige Temperatur ermittelt werden, bei der das Enzym die
grollte Menge an Reaktionsprodukten in der definierten Reaktionszeit bildete, also die
hochste katalytische Aktivitat aufwies. Fur die vermeintlichen ALOX15-Orthologen von
N. furzeri und S. formosus betragt diese Temperatur 30 °C, wahrend sie fur die
vermeintliche P. nyererei-ALOX15 bei 20 °C liegt (Abb. 18) (203).
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160 . B £ 9] . Abb. 18: Temperaturabhéngigkeit
y der AA Oxygenierung der ALOX-
Isoformen von Knochenfischen
[Nach Abb. 4, Roigas et al., 2022
(203)]. Der Lysatiberstand der
Expression der  vermeintlichen
ALOX15-Orthologen der drei
10 20 30 40 50 10 20 30 40 so ausgewahlten Knochenfische wurde
temperature (C) temperature (*C) bei verschiedenen Temperaturen im
100+ : AA Oxygenase-Aktivitatsassay
(Material und Methoden) fir 3 min
inkubiert und die dabei entstandenen
50 primaren ALOX-Produkte wurden
‘ Topt = 30°C mittels RP-HPLC (Material und
Methoden) analysiert. Die AA
T T T T T Oxygenaseaktivitat beim
e ety % Temperaturoptimum wurde 100 %
gesetzt und die relativen AA
Oxygenase-Aktivitdten bei den anderen Temperaturen wurden berechnet. Bei jeder Temperatur wurden
zwei unabhangige Messungen vorgenommen. Die Abweichungen der Messwerte vom Mittelwert sind so
gering, dass sie in der Abbildung hinter den Mittelwertsymbolen nicht erkennbar sind. A) N. furzeri, B) P.
nyererei, C) S. formosus.

]
o
1
o
=]
1

Top = 20°C

relative catalytic activity (%)
relative catalytic activity

relative catalytic activity (%)

Aus der Temperaturabhangigkeit einer chemischen Reaktion Iasst sich nach der

Arrhenius-Gleichung die Aktivierungsenergie berechnen.
k=A X e—Ea/RT

Dabei steht k fur die Geschwindigkeitskonstante der chemischen Reaktion, E, flr
die Aktivierungsenergie (J-mol™') und R fir die allgemeine Gaskonstante
(8,314 J-K™"-mol™"). T ist die absolute Temperatur, angegeben in Grad Kelvin (K). A ist
der praexponentielle oder Frequenzfaktor, der sich aus der Stol3theorie ergibt. Stellt man
die Formel nach der Aktivierungsenergie um, kann man aus dem Anstieg der Geraden
des Arrhenius-Diagramms (Auftragung von In v gegen den Kehrwert der absoluten
Temperatur) den numerischen Wert der Aktivierungsenergie graphisch ermitteln. Dabei
muss allerdings darauf geachtet werden, dass fur die Ermittlung der Aktivierungsenergie
nur die Reaktionstemperaturen verwendet werden durfen, bei denen die
Hitzedenaturierung der Enzyme vernachlassigt werden kann. Dies war lediglich im
Temperaturbereich zwischen 5 und 20 °C der Fall. In Abb. 19 sind die Arrhenius-
Diagramme fur die vermeintlichen ALOX15-Orthologen der ausgewahlten Knochenfische
dargestellt.  Alle  drei Enzyme  folgten  der  Arrhenius-Gleichung  mit
Korrelationskoeffizienten (R?) von >0,9 (R? fur N. furzeri = 0,9859, R? fUr P. nyererei =
0,9451, R? fur S. formosus = 0,9080). Folgende Aktivierungsenergien wurden dabei
errechnet: 57 kJ/mol fur die vermeintliche ALOX15 von N. furzeri, 33 kdJ/mol fur die
vermeintliche ALOX15 von P. nyererei und 42 kJ/mol fur die vermeintliche ALOX15 von
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S. formosus (203). Diese Werte sind grofRer als die Aktivierungsenergien, die fur die
Sojabohnen-LOX1 (204) sowie fur die quasi-LOX Aktivitat von Hamoglobin (205) ermittelt
wurden. Die fur die ALOX-Isoform von Pseudomonas aeruginosa (206) bestimmte
Aktivierungsenergie von 33,8 kJ/mol ist vergleichbar mit der der ALOX-Isoform von
P. nyererei, wahrend die rekombinant exprimierte ALOX15 des Gorillas (30) eine ahnlich

hohe Aktivierungsenergie (53,6 kdJ/mol) wie die ALOX-Isoform von N. furzeri aufweist.

A B Abb. 19: Arrhenius-Diagramm  zur
) Ermittlung der Aktivierungsenergie der
ALOX-Isoformen der ausgewadhlten
Knochenfische [Nach Abb. 5, Roigas et al.,
2022 (203)]. Die Temperaturabhangigkeit der
katalytischen Aktivitdten der Enzyme wurde
_0.01034 D.DI035 0.0‘036 0.0:)34 0.0035 0.0:)36 Wie in Abb 18 beSChrieben beStImmt Dle
T K T numerischen Aktivitatswerte im
Temperaturbereich zwischen 5 und 20 °C
wurden  fir das  Arrhenius-Diagramm
verwendet. Jeder Messpunkt reprasentiert den
Mittelwert einer Doppelbestimmung, sodass
. die Aktivierungsenergie fir jedes Enzym auf
L . i der Basis von 8 Messwerten berechnet wurde.
0.0034 o3 0.0038 Die Abweichungen der Messwerte vom
Mittelwert sind so gering, dass sie in der

Abbildung hinter den Mittelwertsymbolen nicht erkennbar sind. A) N. furzeri, B) P. nyererei, C) S. formosus.

Inv

E, = 57.34 kJ/mol

Inv

E, = 42.46 kJ/mol

Zusammenfassung: Fiir die rekombinanten Proteine aller vermeintlichen ALOX15-
Orthologen der ausgewdhlten Knochenfische konnten die Temperaturoptima und die
Aktivierungsenergien der AA Oxygenierung bestimmt werden. Die berechneten
Aktivierungsenergien lagen im Bereich der entsprechenden Werte anderer ALOX-
Isoformen.

3.3.2.2 Einfluss des pH-Wertes auf die Enzymaktivitat

Auch der pH-Wert wirkt sich auf die katalytische Aktivitat von ALOX-Isoformen aus.
Dabei muss beachtet werden, dass Veranderungen im pH-Wert zum einen die Struktur
der Enzyme verandern konnen, zum anderen sich aber auch auf den physiko-
chemischen Zustand des Substrates auswirken. Dies ist besonders fur Enzyme relevant,
deren Substrate schlecht wasserldsliche Lipide darstellen.

Veranderungen im pH-Wert beeinflussen den Dissoziationszustand der
funktionellen Gruppen von Aminosauren und fuhren letztlich dazu, dass bestimmte
Bindungen (vor allem lonenbeziehungen und Wasserstoffbrickenbindungen) umgelagert
werden, wobei sich subtile Veranderungen in der Enzymstruktur ergeben kdnnen. Diese

Strukturveranderungen konnen sich in Aktivitatsanderungen niederschlagen. Bei pH-
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Veranderungen um den Neutralpunkt (pH= 7,0) verandert sich vor allem der
Dissoziationszustand der Aminosaure His, da der pKa-Wert der Imidazolgruppe bei 6,0
liegt. Das bedeutet, dass bei einem pH-Wert von 6,0 die Imidazolgruppe zur Halfte
protoniert (positiv geladen) und zur anderen Halfte nicht-protoniert (ungeladen) vorliegt.
Steigt der pH-Wert auf 7,0 an, so liegen protoniertes Imidazol und nicht-protoniertes
Imidazol in einem Verhaltnis von 1:9 vor. Da die Imidazolgruppe des His in Abhangigkeit
von ihrem Dissoziationsgrad bei der Ausbildung von lonenbeziehungen und
Wasserstoffbrickenbindungen beteiligt sein kann, ist sein Dissoziationsgrad von grof3er
struktureller Bedeutung.

Far den Aktivitatstest von Lipoxygenasen wirken sich Veranderungen im pH-Wert
auch auf den Dissoziationsgrad der Karboxylgruppe der Substratfettsauren aus. Diese
kann in Abhangigkeit vom pH-Wert entweder als negativ geladene COO™-Gruppe oder
als ungeladene COOH-Gruppe vorliegen. Damit verandert sich in Abhangigkeit vom pH-
Wert zum einen die WasserlOslichkeit der Substratfettsaure, zum anderen aber auch die
Bindungsstarke des Substrates am aktiven Zentrum des Enzyms. Welchen relativen
Anteil diese beiden Prozesse an den zu messenden Aktivitatsveranderungen der Enzyme
haben, lasst sich jedoch nur schwer abschatzen.

Abb. 20: Abhéangigkeit der AA
Oxygenierung der Knochenfisch ALOX-
Isoformen vom pH-Wert [Nach Abb. 6,
Roigas et al., 2022 (203)]. Der
Lysatuberstand der Expression der
Knochenfisch ALOX-Isoformen wurde bei
L — . . - . . . — verschiedenen  pH-Werten im  AA

oH pH Oxygenase-Aktivitdtsassay (Material und
100 { Methoden) fiir 3 min inkubiert und die dabei
entstandenen  ALOX-Produkte wurden
mittels RP-HPLC (Material und Methoden)
analysiert. Die AA Oxygenaseaktivitat beim
pH-Optimum wurde 100% gesetzt. Bei
jedem pH-Wert wurden 2 unabhangige
6 7 8 9 Messungen vorgenommen. A) N. furzeri,
B) P. nyererei, C) S. formosus.
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elative catalytic activity (%)
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Um die pH-Abhangigkeit der vermeintlichen ALOX15-Orthologen der
ausgewahlten Knochenfische zu untersuchen, wurden die ALOX-Praparationen
(Lysatuberstande der bakteriellen Expression) bei unterschiedlichen pH-Werten im
Bereich von 6,0 bis 9,0 fur 3 Minuten mit Arachidonsaure inkubiert und die Menge an
gebildeten Produkten mittels RP-HPLC analysiert. Ahnlich wie bei den Untersuchungen
zur Temperaturabhangigkeit konnte fur jedes Enzym derjenige pH-Wert ermittelt werden,
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bei dem die grofdte Produktmenge gebildet wurde (pH-Optimum). Dieser Wert liegt fur
alle ausgewahlten Enzyme im nahen physiologischen Bereich (7,4 fur die vermeintliche
ALOX15 von N. furzeri, 6,8 fur die vermeintliche ALOX15 von P. nyererei, 7,5 fur die
vermeintliche ALOX15 von S. formosus (Abb. 20) (203). Dieses Verhalten ist vergleichbar
mit dem anderer ALOX-Isoformen, wie dem der humanen ALOX15, fur die ein pH-

Optimum von 7,0 bestimmt werden konnte (195).

Zusammenfassung: Fiir die rekombinanten Proteine aller vermeintlichen ALOX15-
Orthologen der ausgewahlten Knochenfische konnte derjenige pH-Wert ermittelt
werden, bei dem die hochsten katalytischen Aktivititen nachweisbar waren. Die pH-
Optima aller ausgewahlten Enzyme liegen im nahen physiologischen Bereich.

3.3.2.3 Einfluss der Substratkonzentration auf die Enzymaktivitat

Die Reaktionsgeschwindigkeit einer katalytischen Reaktion ist von der
Substratkonzentration abhangig, wobei fast immer Sattigungskinetiken beobachtet
werden. Das bedeutet, dass bei geringen Substratkonzentrationen eine erhohte
Substratkonzentration zu einem deutlicheren Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit fuhrt
als das vergleichsweise bei hohen Substratkonzentrationen der Fall ist. Dieses Verhalten
ist darauf zurlckzufuhren, dass bei geringen Substratkonzentrationen das Enzym noch
nicht mit Substrat gesattigt ist. Eine Erhohung der Substratkonzentration fuhrt dazu, dass
mehr Substrat fur die Enzymbindung zur Verfugung steht und dass dadurch das Substrat
effektiver umgesetzt werden kann. Bei hohen Substratkonzentrationen ist das Enzym
jedoch zunehmend mit Substrat gesattigt, sodass eine weitere Erhohung der
Substratkonzentration nicht mehr zur Erh6hung des Sattigungsgrades des Enzyms fuhrt.
Dadurch kann auch bei weiterer Erhohung der Substratkonzentration nicht mehr Substrat
ans Enzym gebunden werden. Die Reaktionsgeschwindigkeit bleibt damit auch bei
weiterer Erhohung der Substratkonzentration im Messansatz unbeeinflusst. Die
Reaktionsgeschwindigkeit, die bei maximaler Substratsattigung eines Enzyms (bei einer
definierten Enzymkonzentration) erreicht werden kann, nennt man
Maximalgeschwindigkeit (Vmax). Die Substratkonzentration, bei der die halbe
Maximalgeschwindigkeit erreicht wird, bezeichnet man als Michaelis-Menten-Konstante
(Km-Wert). Dieser Wert ist ein MaR fur die Substrataffinitat eines Enzyms und gibt an, bei
welcher Substratkonzentration die Halfte des vorhandenen Enzyms mit Substrat gesattigt
vorliegt. Ist dieser Wert hoch, besitzt das Enzym eine niedrige Substrataffinitat. Ist dieser

Wert niedrig, bindet das Enzym das Substrat mit hoher Affinitat.
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Um die Substrataffinitaten der vermeintlichen ALOX15-Orthologen der
ausgewahlten Knochenfische zu quantifizieren, wurden die LysatUberstande der
rekombinant exprimierten Enzyme fur 3 Minuten mit Arachidonsaure bei verschiedenen
Substratkonzentrationen (Konzentrationsbereich zwischen 5 und 120 yM) inkubiert und
die Menge der gebildeten Produkte mittels RP-HPLC quantifiziert. Die Ku-Werte fur das
Fettsauresubstrat Arachidonsaure wurden aus den gemessenen Aktivitatsdaten mittels
nicht linearer Regressionsanalyse der Michaelis-Menten-Diagramme (Abb. 21)
berechnet.

Abb. 21: Michaelis-Menten-Plots der

i AA  Oxygenierung durch  die

Knochenfisch ALOX-Isoformen. Der

Lysatiberstand der Expression der

Knochenfisch ALOX-Isoformen wurde

bei verschiedenen AA-Konzentrationen

: : : — (5120 uM) im AA Oxygenase-

substrate c::centration (UM) 120 substrate c:r?centration (M) 1% AktiVitétsassay (Material Und MethOden)

fur 3 min inkubiert. Die gebildeten ALOX-

100- ; Produkte wurden mittels RP-HPLC

quantifiziert. Bei jeder Substratkonzen-

tration wurden zwei voneinander

unabhangige Messungen vorgenom-

men. Bei einigen Messungen sind die

Fehlerbalken so klein, dass sie hinter

. - den Mittelwertsymbolen nicht erkennbar

substrate concentration (uM) sind. Der Mittelwert der AA

Oxygenaseaktivitat bei der hochsten Substratkonzentration wurde 100% gesetzt. A) N. furzeri, B) P.
nyererei, C) S. formosus.

B g 100+
100+

. t
504 50

Ky = 160 pM Ky = 257 uM

relative catalytic activity (%)

relative catalytic activity

relative catalytic activity (%)

Die vermeintlichen ALOX15-Orthologen von N. furzeri und P. nyererei weisen Ky-
Werte auf (160 pM fur das Enzym aus N. furzeri und 257 yM fur das Enzym aus
P. nyererei), die hoher als 100 yM waren. Verglichen mit anderen ALOX-Isoformen
zeichnen sich diese Enzyme damit durch eine geringe Bindungsaffinitat fur AA aus. So
weist die rekombinant exprimierte humane ALOX15 einen Ku-Wert von nur 12 uM far AA
auf (195). Allerdings wurde zur kinetischen Charakterisierung dieses Enzyms 0,2 %
Natriumcholat als LoOsungsvermittler fur das Substrat verwendet, was bei den
vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen nicht der Fall war. Auch die native
ALOX15 des Kaninchens weist einen deutlich geringeren Ku-Wert fur LA unter Zugabe
von 0,2 % Natriumcholat auf (207). Im Gegensatz dazu wurde fur die rekombinante
ALOX15 des Gorillas ohne Zugabe von Detergenzien ein Ku-Wert von 130 uM bestimmt
(30), der somit mehr im Bereich der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen

lag.
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die in unseren Experimenten
eingesetzten AA-Konzentrationen (120 uM) nicht ausreichten, um
Sattigungsbedingungen fur diese Enzyme zu erreichen. Die vermeintliche ALOX15 von
S. formosus zeigte einen deutlich niedrigeren Ku-Wert (Km = 40,7 uM), sodass die
Substrataffinitat dieses Enzyms deutlich hoher lag, als die der anderen beiden Enzyme.

Zusammenfassung: Die Ku-Werte der Enzyme aus N. furzeri und P. nyererei lagen
deutlich Gber den Werten, die fiir verschiedene Saugetier ALOX15-Orthologe bestimmt
wurden und diese Daten deuten auf eine vergleichsweise geringe Affinitat der
entsprechenden Enzyme zur AA hin. Die Affinitat des Enzyms aus S. formosus zur AA
ist jedoch deutlich hoher, was sich in einem niedrigeren Ky-Wert widerspiegelt.

3.4 Expression der vermeintlichen ALOX15-Orthologen im eukaryotischen
System

3.4.1 Enzymexpression in Sf9-Insektenzellen

Da die vermeintlichen ALOX15-Orthologen von N. furzeri und P. nyererei nur auf
geringem Niveau in E. coli exprimiert wurden und dieses Expressionsniveau nicht fur eine
umfassendere Charakterisierung der Enzyme ausreichte, erfolgte eine Expression im
eukaryotischen Sf9-Zellsystem (198). Hierfir war zunachst die Herstellung eines
rekombinanten Baculovirus-Shuttle-Vektors (Bacmid) erforderlich, der sowohl in E. coli
als auch in Insektenzellen amplifiziert werden kann. Um solche Bacmide herzustellen,
wurden die kodierenden Sequenzen der N-terminalen His-tag Fusionsproteine der
vermeintlichen  Knochenfisch ALOX15-Orthologen in den pFastBac™HT C
Transfervektor einkloniert. AnschlieRend wurde dieser rekombinante Transfervektor in
kompetente E. coli Zellen transformiert, die ein Leerbacmid enthalten. Die transformierten
Zellen produzierten dabei das rekombinante Bacmid, welches anschlie3end in Sf9-Zellen
(immortalisierte Insekten-Zelllinie von Spodoptera frugiperda) transfiziert werden konnte.

Nach zwei Virusamplifikationen in Sf9-Zellen erfolgte dann die Expression der
ALOX15-Orthologen als N-terminale His-tag Fusionsproteine. Die Sf9-Zellen wurden
mittels Ultraschall lysiert und das Lysat zentrifugiert, sodass der Uberstand als
Enzymquelle genutzt werden konnte. Dieser wurde wie nach bakterieller Expression mit
Arachidonsaure inkubiert, um die katalytische Aktivitat der rekombinanten Enzyme im
Vergleich zu einer Nicht-Enzymkontrolle zu Uberprufen. Es erfolgte gleichermalien die
Analyse der Oxygenierungsprodukte mittels RP-HPLC (siehe 3.4.3).
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Um das Expressionsniveau der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen
direkt miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde auch die S. formosus-ALOX15, die im
E. coli System bereits auf hohem Niveau exprimiert wurde, in Sf9-Zellen exprimiert. AA
Oxygenase-Aktivitatsassays zeigten, dass das eukaryotisch exprimierte Enzym
katalytisch aktiv war. Entsprechende Chromatogramme sind hier nicht dargestellt, da
diese Enzympraparation nicht fur Untersuchungen zur enzymatischen und protein-
chemischen Charakterisierung genutzt wurde, sondern nur fur den Vergleich der
Expressionsniveaus im Sf9-Zellsystem. Auch fur die Expression einiger Enzymmutanten
wurde dieses eukaryotische Expressionssystem verwendet.

3.4.2 Nachweis der Expression der rekombinanten Fusionsproteine im Western Blot

Um herauszufinden, ob die rekombinanten His-tag Fusionsproteine in Sf9-Zellen
exprimiert wurden und um das Expressionsniveau zu quantifizieren, wurde zunachst
versucht, die im Lysatluberstand der Insektenzellen vorhandenen Fusionsproteine mit
Hilfe eines Anti-His-tag-Antikorpers im Western Blot nachzuweisen. Dazu wurde ein
kommerzieller Anti-His-tag-Antikorper verwendet, der spezifisch an die Polyhistidin-
Sequenz der rekombinanten Fusionsproteine bindet. Der Antikorper ist mit einer
Meerrettich-Peroxidase konjugiert, die ein angebotenes Substrat in ein fluoreszierendes
Produkt umwandelt. Dieses Produkt emittiert Licht mit einer Wellenlange von 425 nm,
was mit einem Photoimager quantifiziert werden kann. Die Intensitat des emittierten
Lichts ist dabei proportional zur Menge des aufgetragenen ALOX-Proteins, sodass mit
Hilfe eines gereinigten Referenzproteins (N-terminales His-tag Fusionsprotein der ALOX
aus Myxococcus fulvus) die Menge an aufgetragener rekombinanter Knochenfisch-
ALOX15 abgeschatzt werden kann. Unter Berucksichtigung des Auftragsvolumens und
des Verdunnungsfaktors kann aus diesen Daten die Menge an ALOX-Fusionsprotein
ermittelt werden, die in 1L Expressionskultur exprimiert wurde.

In Abbildung 22 ist ein reprasentativer Western Blot dargestellt. In Panel A wird
gezeigt, dass bei der Auftragung von 500 ng Protein der gereinigten ALOX-Isoform aus
M. fulvus eine einzelne immunreaktive Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca.
75 kDa sichtbar ist (lane 1). Dieser Molekulargewichtsbereich entspricht dem
Molekulargewicht des rekombinanten Fusionsproteins. Wurden 250 ng dieses
Referenzproteins aufgetragen, war eine ahnliche immunreaktive Bande nachweisbar,
deren Intensitat jedoch deutlich geringer war (lane 2). Durch diese Eichprozedur war es
moglich, den Gehalt an His-tag Fusionsprotein im Lysatuberstand einer unbekannten
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Analyseprobe abzuschatzen. Dabei wurde vorausgesetzt, dass die Reaktivitat des Anti-
His-tag Antikorpers mit dem His-tag der M. fulvus ALOX ahnlich ist, wie mit dem His-tag
der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen. Da diese Ahnlichkeit zwar
erwartet werden kann, aber nur schwer Uberprifbar ist, mussen diese Abschatzungen

der Expressionsniveaus mit Vorsicht interpretiert werden.

Abb. 22: Western Blot-Analysen der im Sf9-

xw M 1 2 3 4 5 6  Zellsystem exprimierten vermeintlichen
250 Knochenfisch ALOX15-Orthologen [Roigas et
150 al., 2022 (198)]. Fir diese Analysen wurden
100 Aliquots der LysatUberstande der  Sf9
75 o oy Expressionsansatze  aufgetragen und die
- o @ rekombinanten His-tag Fusionsproteine wurden mit

50 Hilfe eines Anti-His-tag-Antikérpers spezifisch
angefarbt. M = Molekulargewichtsmarker

37 -y A) Eichung des Analysesystems: Zu diesem Zweck
wurden bekannte Mengen (lane 1 - 500 ng, lane 2 -

3 250 ng) des  gereinigten N-terminalen
20 Fusionsproteins der ALOX-Isoform von M. fulvus
e A B c aufgetragen. B) Analyse der Expression der

Knochenfisch ~ ALOX-Isoformen: lane 3 -
Lysatiiberstand der vermeintlichen N. furzeri-ALOX15 (100 ug Gesamtlysatprotein in 4,4 pl), lane 4 -
Lysatiberstand der vermeintlichen P. nyererei-ALOX15 (100 ug Gesamtlysatprotein in 9,5 pl), lane 5 -
Lysatiiberstand der vermeintlichen S. formosus-ALOX15 (99 pyg Gesamtlysatprotein in 11 pl). C)
Lysatiiberstand (100 ug Gesamtlysatprotein in 4 ul) einer Kontrollexpression mit einem Leerbacmid (lane
6).

In Abbildung 22B wurden jeweils 100 ug Gesamtlysatprotein der Lysatuberstande
der rekombinanten Expression (Sf9-Zellen) der vermeintlichen ALOX15-Orthologen von
N. furzeri (lane 3), P. nyererei (lane 4) und S. formosus (lane 5) aufgetragen. Aus dieser
Abbildung ist zu ersehen, dass in den Lysatuberstanden aller drei Expressionsansatze
signifikante Mengen eines His-tag Fusionsproteins mit einem Molekulargewicht von ca.
75 kDa nachgewiesen werden konnten. Diese Daten deuten darauf hin, dass alle drei
vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische in diesem eukaryotischen
Expressionssystem gut exprimiert werden konnten (198).

In Abbildung 22C (lane 6) wurde ein Aliquot eines Lysatuberstandes aufgetragen,
bei dem die Sf9-Zellen mit einem nicht-rekombinanten Bacmid transfiziert worden waren.
In diesem Kontrollexperiment konnte wie erwartet keine immunreaktive Bande
nachgewiesen werden. Aus der quantitativen Auswertung der Bandenintensitaten konnte
geschlussfolgert werden, dass die vermeintliche ALOX15 aus N. furzeri mit 4,7 mg ALOX-
Protein pro Liter Fermentationsansatz am besten exprimiert wurde. Fiur die anderen

ALOX-Isoformen wurden geringere Expressionshohen beobachtet (198).
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Interessanter Weise unterschieden sich die experimentell bestimmten
Molekulargewichte der rekombinanten Proteine geringfugig voneinander. Das
rekombinante Fusionsprotein von P. nyererei (lane 4) wandert in der SDS-PAGE etwas
weiter als die Fusionsproteine der anderen beiden Knochenfische und diese Daten
deuten auf ein etwas geringeres Molekulargewicht dieser ALOX-Isoform hin. Ein
Vergleich der theoretischen Molekulargewichte der drei Fusionsproteine zeigte jedoch
erwartungsgemald keine deutlichen Molekulargewichtsunterschiede (Tab. 6).

Tab. 6: Quantifizierung der eukaryotischen Expression der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-
Orthologen in Sf9-Zellen und theoretische Molekulargewichte der rekombinanten Fusionsproteine
[Roigas et al., 2022 (198)]. Aus der Quantifizierung des obigen Western Blots konnte errechnet werden,
welche Menge an rekombinanten Fusionsproteinen sich in einem bestimmten Volumen an Lysatuberstand
befindet. Diese wurde dann auf 1 L Expressionskultur hochgerechnet.

Spezies LOX-Protein (mg)/L theoretische Molekulargewichte der
Expressionskultur rekombinanten Fusionsproteine (kDa)

N. furzeri 4.7 81,12

P. nyererei 1,2 81,25

S. formosus 2,8 80,85

Obwohl in der SDS-PAGE Proteine vor allem nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden, kommt es nicht selten vor, dass Proteine mit ahnlichem
Molekulargewicht  geringgradig unterschiedliche elektrophoretische Mobilitaten
aufweisen. Das kann z.B. auf einen unterschiedlichen Grad der SDS-Beladung der

denaturierten Proteine zurtckzufiihren sein.

Zusammenfassung: Die ausgewahlten vermeintlichen ALOX15-Orthologen der
Knochenfische wurden in Sf9-Zellen als rekombinante N-terminale His-tag
Fusionsproteine exprimiert, wobei Expressionsniveaus zwischen 1,2 und 4,7 mg
Fusionsprotein pro Liter Suspensionskultur erreicht wurden.

3.4.3 Nachweis der Expression der rekombinanten Fusionsproteine mittels

Aktivitdtsassays

Aus den Western Blot-Analysen konnte geschlussfolgert werden, dass alle
vermeintlichen ALOX15-Fusionsproteine in Sf9-Zellen gut exprimiert wurden. Es blieb
aber unklar, ob es sich dabei um katalytisch aktive Enzyme oder um denaturierte Proteine
handelt, deren katalytische Aktivitaten wahrend der Expression verloren gegangen
waren. Um diese Frage zu beantworten, wurden in vitro Aktivitatsassays mit den

Lysatuberstanden als Enzymquelle durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden wie bei den
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Aktivitatsassays der bakteriell exprimierten ALOX-Isoformen verschiedene Mengen des
Lysatuberstandes der Sf9-Zellen in 0,5 ml PBS mit 165 uyM Arachidonsaure fur 10 min
inkubiert. Anschlielend wurden die gebildeten ALOX-Produkte mittels RP-HPLC
A analysiert. Aus den Chromatogrammen, die in Abbildung 23
und 24 dargestellt sind, ist erkennbar, dass wahrend der

Inkubation des eukaryotisch exprimierten Enzyms von N.
ML furzeri (Abb. 23) und P. nyererei (Abb. 24) 12-HETE als
4 8 12 dominantes Oxygenierungsprodukt gebildet wurde (203).

absorbance at 235 nm

Abb. 23: RP-HPLC Chromatogramme der AA
Oxygenierungsprodukte, die durch die rekombinant exprimierte
M vermeintliche ALOX15 von N. furzeri gebildet wurden [Nach Abb. 2,
L Roigas et al., 2022 (203)]. A) Nicht-Enzymkontrolle: Hierbei wurde dem
Aktivitdtsassay 10 uyl PBS anstatt 10 yl Lysatiberstand zugesetzt. B)
4 8 12 Produktbildung nach Zugabe von 10yl des 1:10 verdinnten
Lysatiberstandes der eukaryotischen Expression der vermeintlichen
ALOX15 von N. furzeri. C) Hitzekontrolle: Hierbei wurden dem
Aktivitdtsassay 10 pl eines Hitze-inaktivierten (2 min bei 95 °C)
Lysatlberstandes zugesetzt. Dabei wurde ahnlich wie bei der Nicht-

M L Enzymkontrolle (Abb. 23A) kein 12-HETE gebildet.

absorbance at 235 nm

absorbance at 235 nm

SontiontimeSm 12 Im Gegensatz dazu war dieses Produkt weder bei den
Nicht-Enzymkontrollen (Zusatz von PBS anstatt des Lysatuberstandes zum
Aktivitatsassay, Abb. 23A + 24A) noch bei den Hitzekontrollen (Zusatz von Hitze-
A inaktiviertem Lysatuberstand zum Aktivitatsassay, Abb. 23C +
24C) nachweisbar (203). Die in Abbildung 23 + 24 dargestellten

Chromatogramme belegen, dass die in Sf9-Zellen exprimierten

absorbance at 235 nm

JL L ALOX-Isoformen aus N. furzeri und P. nyererei katalytisch aktiv

4 8 12 waren und dass das Hauptprodukt der AA Oxygenierung durch
= diese Enzyme 12-HETE ist. Diese Daten bestatigen die
Ergebnisse, die in vorherigen Experimenten mit den in E. coli

absorbance at 235 nm

exprimierten Enzymen erhalten wurden (Abb. 16 + 17).

Abb. 24: RP-HPLC Chromatogramme der AA Oxygenierungsprodukte,
die durch die rekombinant exprimierte ALOX-Isoform aus P. nyererei
gebildet wurden [Nach Abb. 2, Roigas et al., 2022 (203)]. A) Nicht-
Enzymkontrolle: Hierbei wurde dem Aktivitdtsassay 5 ul PBS zugesetzt.

absorbance at 235 nm

k B) Produktbildung nach Zugabe von 5pul des Lysatiberstandes der
L eukaryotischen Expression der ALOX-Isoform von P. nyererei.

— . 7 — C) Hitzekontrolle: Hierbei wurden dem Aktivitatsassay 5 pl eines Hitze-
reentiontime (miny_~_inaktivierten (2 min bei 95 °C) Lysatiiberstandes zugesetzt. Dabei wurde

ahnlich wie bei der Nicht-Enzymkontrolle (Abb. 24A) kein 12-HETE gebildet.
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Eine genauere Analyse der Form des 12-HETE Peaks beider Analysen deutete
jedoch auch hier darauf hin, dass die 12-HETE Peaks unsymmetrisch und damit
inhomogen aussahen. So konnte vor allem beim 12-HETE Peak der N. furzeri Inkubation
eine Frontschulter beobachtet werden. Beim 12-HETE Peak, der bei der Inkubation der
vermeintlichen ALOX15 von P. nyererei entstanden war, konnte diese Frontschulter
ebenfalls gelegentlich nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen deuten darauf hin,
dass neben 12-HETE noch andere HETE-Isomere gebildet wurden, die in dem
verwendeten chromatographischen System nicht sicher vom 12-HETE abzutrennen
waren. Um die chemische Identitat dieser Reaktionsprodukte und deren relativen Anteil
an der Gesamtproduktbildung zu ermitteln, musste eine detailliertere Identifizierung der
Reaktionsprodukte erfolgen. Diese Analysen werden im Kapitel 3.6 der vorliegenden
Arbeit genauer beschrieben.

Zusammenfassung: Die ALOX15-Orthologen von N. furzeri und P. nyererei werden als
katalytisch aktive Proteine in Sf9-Zellen exprimiert und 12-HETE konnte als
Hauptprodukt der AA Oxygenierung nachgewiesen werden.

3.5 Proteinanreicherung mit Ni-NTA-Agarose

Um zu versuchen, die rekombinant exprimierten ALOX-Isoformen der
Knochenfische zu konzentrieren und gleichzeitig aufzureinigen, wurde zunachst eine
Affinitatschromatographie der His-tag Fusionsproteine an Ni-NTA-Agarose durchgefuhrt.
Dazu wurden sowohl die rekombinanten Knochenfisch ALOX15-Orthologen von
N. furzeriund P. nyererei, die im Sf9-Zellsystem exprimiert wurden (siehe 3.4.1), als auch
das Enzym aus S. formosus, welches in E. coli exprimiert wurde, eingesetzt.
Voraussetzung fur diese Art der Proteinanreicherung ist das Vorhandensein des
Hexahistidin-tags. Dieses Strukturmotiv bindet mit hoher Affinitat an zweiwertige Nickel-
lonen, welche uber einen NTA-Spacer an Agarosepartikel gekoppelt sind (siehe 2.2.4).
Mittels eines Puffers mit einer Imidazolkonzentration von 200 mM konnen die
rekombinanten His-tag Fusionsproteine in konsekutiven Elutionsfraktionen (E1-E5) von
der chromatographischen Matrix eluiert werden. AnschlieBend wurden Aliquots der
Elutionsfraktionen in der SDS-PAGE analysiert. Dabei konnte fur jedes Enzym mittels
Coomassie-Farbung eine Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 75 kDa
identifiziert werden (Abb. 25A, B und C). Da die Proteinfarbung durch Coomassie
unspezifisch ist (alle Proteine werden mit dieser Methode angefarbt), sollte mittels Anti-
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His-tag-Antikorper im Western Blot Uberpruft werden, ob es sich bei den dominanten
Proteinbanden in den Elutionsfraktionen um die rekombinanten His-tag Fusionsproteine
der ALOX15-Isoformen handelt.

A M | DEIE2ESE4ES | | D E1E2E3E4 ES Abb. 25: SDS-PAGE und Western Blot der
B ‘ rekombinanten ALOX-lsoformen [Nach Abb. 1,

o Lu Roigas et al., 2022 (203)]. Die Knochenfisch ALOX-
il A B 4 o b o = Isoformen wurden als rekombinante His-tag
- = E - Fusionsproteine exprimiert und die Lysatiiberstéande

£ . wurden zur Affinititschromatographie an einer Ni-
- 2 NTA-Sdule eingesetzt. A) SDS-PAGE  der
e~ ’ B Elutionsfraktionen der ALOX-Isoform von N. furzeri,

die im Sf9-Zellsystem exprimiert wurde. B) SDS-
PAGE der Elutionsfraktionen der ALOX-Isoform von
C g EESEAES D zk;:w ey P. nyererei, die im Sf9-Zellsystem exprimiert wurde.

150 150 W

100 100 . C) SDS-PAGE der Elutionsfraktionen der ALOX-

75

o ST et Isoform von S. formosus, die in E. coli exprimiert

50 g | ° wurde. (M = Molekulargewichtsmarker, | = Input

- (Lysatiiberstand ~ der  Sf9- bzw. E. coli-

" Zellhomogenate), D = Durchfluss der

2 - 1 Affinitatschromatographie, E1-5 = konsekutive
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rekombinanten Knochenfisch ALOX-Isoformen (M = Marker, 1 = E2 der vermeintlichen N. furzeri-ALOX15,
2 = E2 der vermeintlichen P. nyererei-ALOX15, 3 = E2 der vermeintlichen S. formosus-ALOX15).

Aus Abbildung 25D kann geschlussfolgert werden, dass die dominanten
Proteinbanden der Elutionsfraktionen immunreaktiv waren. Deshalb handelt es sich bei
den angereicherten Proteinen mit hoher Wahrscheinlichkeit um die rekombinanten
Fusionsproteine der Knochenfisch ALOX-Isoformen. Um diese Schlussfolgerung zu
untermauern und um zu testen, ob die rekombinant exprimierten Enzyme katalytisch aktiv
waren, wurden Aktivitatsmessungen durchgefuhrt. Dabei wurden Aliquots der
Elutionsfraktionen im Standardaktivitatsassay (siehe Material und Methoden) fur 10
Minuten mit 165 pM  Arachidonsaure inkubiert und die Bildung der
Arachidonsaureoxygenierungsprodukte wurde mittels RP-HPLC quantifiziert. Leider
mussten wir bei diesen Messungen feststellen, dass alle Enzyme wahrend der
Affinitatschromatographie ihre katalytische Aktivitat verloren hatten. Deshalb musste die
Charakterisierung ihrer katalytischen Eigenschaften mit ungereinigten Enzympraparaten
durchgefuhrt werden (203). Die molekularen Ursachen der Enzyminaktivierung wahrend
der Affinitatschromatographie wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Es
ware denkbar, dass wahrend der Elutionsprozedur mit den hohen
Imidazolkonzentrationen das katalytisch aktive Nicht-Ham-Eisen der Lipoxygenasen aus
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dem Enzym eluiert wurde, was eine katalytische Inaktivitat des rekombinanten Proteins

induziert hatte.

Zusammenfassung: Die als N-terminale His-tag Fusionsproteine exprimierten
vermeintlichen =~ ALOX15-Orthologen der  Knochenfische  wurden  mittels
Affinitatschromatographie an Ni-NTA-Agarose konzentriert und aufgereinigt. Leider
verloren die Enzyme dabei ihre katalytische Aktivitit und deshalb wurde die
Enzymcharakterisierung mit ungereinigten Enzympraparaten durchgefihrt.

3.6 Detaillierte Strukturidentifizierung der AA Oxygenierungsprodukte
3.6.1 RP-HPLC-Analytik
Die RP-HPLC Analysen der AA Oxygenierungsprodukte, die durch die in E. coli

und in Sf9-Zellen rekombinant exprimierten vermeintlichen ALOX15-Orthologen der
Knochenfische gebildet wurden, ergaben, dass wahrend der AA Oxygenierung
konjugierte Diene entstanden sind, die in der RP-HPLC mit einem authentischen
Standard von 12-HETE koeluierten (Abb. 26).

12/8-HETE 12/8-HETE 12/8-HETE

|

3 3 3
c c =
g 2 8
— E 5} g P £
a E 00 2;0 3¢ a E 00 2;0 00 Q E 00 zéo 300
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N S g
= c NS
= Q %
* *
L] L) Ll L] L] L L] Ll L]
8 10 12 8 10 12 8 10 12
retention time (min) retention time (min) retention time (min)

Abb. 26: Detaillierte RP-HPLC Analyse der AA Oxygenierungsprodukte, die durch die
vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische gebildet wurden. Partielle RP-HPLC
Chromatogramme der AA Oxygenierungsprodukte werden gezeigt. Das fiir konjugierte Diene typische UV-
Spektrum ist als Inset eingefligt. Die bei der detaillierten Analyse (Spreizung der Zeitachse) sichtbar
werdende Frontschulter ist mit * gekennzeichnet.

Leider wurden unter den verwendeten chromatographischen Bedingungen 12-
HETE und 8-HETE nicht gut getrennt, sodass es sich bei den entstandenen Produkten
auch um eine Mischung von 8-HETE und 12-HETE handeln konnte. Um dieser Frage

nachzugehen, wurden zunachst die RP-HPLC Peaks genauer analysiert. Dabei fiel auf,
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dass alle Peaks eine mehr oder weniger ausgepragte Frontschulter aufwiesen (Abb. 26).
Bei den vermeintlichen ALOX15-Orthologen von N. furzeri und P. nyererei war diese
Frontschulter (gekennzeichnet mit *) relativ subtil. Beim Produkt, das durch die
vermeintliche ALOX15 von S. formosus gebildet wurde, war die Frontschulter sehr
deutlich ausgepragt. Diese Frontschulter deutet darauf hin, dass der HPLC-Peak nicht
homogen zu sein scheint, sondern dass sich mehrere Produkte mit ahnlichen Affinitaten
zur chromatographischen Matrix darunter verbergen. So kdnnte es moglich sein, dass
bei der AA Oxygenierung durch die verschiedenen Knochenfisch ALOX-Isoformen
sowohl 12- als auch 8-HETE gebildet wurden.

Zusammenfassung: Die durch die Knochenfisch ALOX-Isoformen gebildeten
Produktpeaks zeigen in der RP-HPLC eine unterschiedlich stark ausgepragte
Inhomogenitdt, welche durch die Bildung eines Nebenprodukts, moglicherweise
8-HETE, zustande kommt.

3.6.2 Normalphasen-Chiralphasen-HPLC (NP/CP-HPLC)
Um eine bessere Trennung von 12-HETE und 8-HETE zu erreichen, wurden

weiterfuhrende HPLC Analysen durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurde der in der RP-
HPLC sichtbare Peak der konjugierten Diene aufgefangen und nach Verdampfung des
Losungsmittels mittels NP/CP-HPLC analysiert. Bei dieser Art der HPLC werden nicht
nur 12-HETE und 8-HETE verlasslich voneinander getrennt, sondern es ist auch moglich,
die Enantiomeren von 12- und 8-HETE separat voneinander zu quantifizieren. Um das
chromatographische System zu eichen und die Retentionszeiten der einzelnen HETE-
Isomeren zu bestimmen, wurden initial authentische Standards von 12(S)-HETE, 12(R)-
HETE, 8(S)-HETE und 8(R)-HETE analysiert.

Aus Abbildung 27A ist ersichtlich, dass bei dieser Analyse 4 verschiedene
konjugierte Diene nachgewiesen werden konnten, die anhand von Einzelinjektionen als
12(R)-HETE, 8(R)-HETE, 12(S)-HETE und 8(S)-HETE identifiziert wurden. Wurden die
Reaktionsprodukte der verschiedenen Knochenfischspezies unter identischen
chromatographischen Bedingungen analysiert, konnte festgestellt werden, dass die
vermeintlichen ALOX15-Orthologen von N. furzeri und P. nyererei Arachidonsaure zu
12(S)-HETE und 8(R)-HETE in einem Verhaltnis von ca. 4:1 umgesetzt haben. Wurde
das Enzym von S. formosus fur die Reaktion verwendet, entstand eine 6:4-Mischung von
12(S)- und 8(R)-HETE (198). Diese Daten deuten darauf hin, dass die vermeintlichen
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ALOX15-Orthologen der Knochenfische duale Reaktionsspezifitaten aufweisen, wobei

12(S)-HETE und 8(R)-HETE die Hauptprodukte darstellen.
A 12(S)-HETE

Abb. 27: NP/CP-HPLC-Chromatogramme der RP-HPLC gereinigten
Arachidonsaureoxygenierungsprodukte, die durch die rekombinant
exprimierten vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische
gebildet wurden [Roigas et al., 2022 (198)]. Die konjugierten Diene, die
wahrend der AA Oxygenierung durch die vermeintlichen ALOX15-
Orthologen der Knochenfische entstanden sind, wurden mittels RP-HPLC
prapariert und anschliefsend mittels NP/CP-HPLC analysiert. A) Analyse der
durch RP-HPLC gereinigten Reaktionsprodukte des rekombinant
20 exprimierten Enzyms von N. furzeri. B) Analyse der durch RP-HPLC
gereinigten Reaktionsprodukte des rekombinant exprimierten Enzyms von
P. nyererei. C) Analyse der RP-HPLC gereinigten Reaktionsprodukte des
rekombinant exprimierten Enzyms von S. formosus.

)~—— 12(R)-HETE

________________‘.E - 8(R)}-HETE
—

-~ 8(S)-HETE

Die dualen Reaktionsspezifitaten der Knochenfisch

ALOX-Isoformen unterschieden sich von der dualen Spezifitat
der Saugetier ALOX15-Orthologen vor allem dadurch, dass die
Bildung von 12(S)- und 8(R)-HETE durch die Knochenfisch
ALOX-Isoformen eine Wasserstoffabstraktion vom C10 der AA

i beinhaltet. Im Gegensatz dazu verlauft die Bildung von 15(S)-
T — HETE und 12(S)-HETE durch die Saugetier ALOX15-

20
retention time (min)

Orthologen Uber eine Wasserstoffabstraktion von zwei
unterschiedlichen bisallylischen Kohlenstoffatomen [C10 fur 12(S)-HETE Bildung, C13
fur 15(S)-HETE Bildung].

Zusammenfassung: Die rekombinant exprimierten vermeintlichen ALOX15-Orthologen
der Knochenfische oxygenieren AA zu 12(S)- und 8(R)-HETE. Bei N. furzeri und
P. nyererei geschieht das in einem Verhaltnis von ca. 8:2, bei S. formosus in einem
Verhaltnis von ca. 6:4.

3.6.3 Massenspektrometrie

Chromatographische Verfahren zahlen zu den Analysemethoden, bei denen auf
die chemische Struktur eines Analyten durch den Vergleich seiner Bindungsaffinitat zu
einer chromatographischen Matrix im Vergleich mit einem authentischen Standard
geschlossen wird. Um unabhangige Informationen zur chemischen Struktur des
dominanten AA Oxygenierungsprodukts der Knochenfisch ALOX-Isoformen (12-HETE)
zu erhalten, erfolgte eine zusatzliche Analyse dieser Produkte mittels

Massenspektrometrie, die mit einer Flussigkeitschromatographie gekoppelt war (LC-MS).
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Die Strukturidentifizierung mittels Massenspektrometrie erfolgt so, dass die zu
analysierende Substanz nach der lonisierung fragmentiert wird. So ergeben sich
substanzspezifische Fragmentierungsmuster, die mit den Fragmentierungsmustern von
authentischen Standards verglichen werden konnen. In Abbildung 28 ist ein
beispielhaftes Totalionenchromatogramm der durch die vermeintliche ALOX15 von N.
furzeri gebildeten AA Oxygenierungsprodukte dargestellt, welches die Summe der
Intensitaten aller massenspektrometrischen Peaks zeigt, die zum selben Scan gehoren.
Bei 16,5 min konnte in der LC ein Peak mit hoher Intensitat detektiert werden. Das zu
diesem Zeitpunkt erfasste Massenspektrum ist als Inset links eingefugt, welches die
lonenpeaks mit ihrem jeweiligen Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z) zeigt. Der Peak mit
einem Masse/Ladungsverhaltnis von m/z 319 stellt den Molekulionenpeak dar, welcher
dem Molekulargewicht der analysierten Substanz, hier 12-HETE, entspricht. Der Peak
mit einer Masse von m/z 301 ergibt sich aus der Abspaltung von Wasser vom
Molekulionenpeak. Subtrahiert man von diesem Fragmention CO2, erhalt man den
lonenpeak mit der Masse m/z 257. Der lonenpeak mit der Masse m/z 179 entspricht
einem Fragment, das durch a -Spaltung von 12-HETE entstanden ist. Dieses Fragment
ist beweisend daflr, dass es sich bei der analysierten Substanz um 12-HETE handelt, da
die a-Spaltung am 12. Kohlenstoffatom erfolgte und an dieser Stelle also der Einbau von
molekularem Sauerstoff in AA erfolgt sein muss.

16.53
257
319
301 .
12-HETE (m/z = 319)
179 —

L | D - COOH
A J\_.;le I,’L JL A A 7T OH

100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280 230 300 310 320 330
mass-to-charge (m/z)

relative abundance

3 95 10 106 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 1756 18 185 13 195 20 205
acquisition time (min)
Abb. 28: Analyse des dominanten AA Oxygenierungsprodukts mittels LC-MS [Roigas et al., 2022
(198)]. Das Hauptprodukt, das wahrend der AA Oxygenierung durch das vermeintliche ALOX15-Orthologe
von N. furzeri gebildet wurde, wurde mittels LC-MS (siehe Material und Methoden) analysiert. Das
Massenspektrum des Peaks bei einer Retentionszeit von 16,53 min (links) und die Molekuilstruktur von 12-
HETE mit einer mdglichen a-Spaltung (rechts) sind als Insets eingefiigt.
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Zusammenfassung: Die massenspektrometrische Analyse des dominanten AA
Oxygenierungsprodukts der Knochenfisch ALOX-Isoformen bestitigte, dass es sich
hierbei um 12-HETE handelt.

3.7 Weitergehende Charakterisierung der enzymatischen Eigenschaften der
rekombinanten Enzyme

3.7.1 Substratspezifitat flur verschiedene freie PUFAs

3.7.1.1 Préferentielle Oxygenierung bestimmter PUFAs

In den meisten Saugetierzellen sind Linolsaure (LA), Arachidonsaure (AA), a-
(ALA) und y-Linolensaure (GLA), 57,82,112,14Z,17Z-Eicosapentaensaure (EPA) und
47,72,102£,132,16Z,19Z-Docosahexaensaure (DHA) die am haufigsten vorkommenden
Polyenfettsauren (10). Um zu untersuchen, wie gut diese PUFAs als Substrat fur die
vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen fungieren, wurden die Enzyme mit
jeder Fettsaure einzeln fur 3 Minuten inkubiert und die Menge an gebildeten
Reaktionsprodukten mittels RP-HPLC analysiert. Die Endkonzentration der Fettsauren
im Reaktionsansatz betrug immer 50 uM. Der fur diese Untersuchungen eingesetzte
Lysatuberstand der vermeintlichen S. formosus-ALOX15 stammte aus E. coli, wahrend
fur die vermeintlichen ALOX15-Orthologen von N. furzeri und P. nyererei Sf9-
Zelllysatuberstande verwendet wurden.

el ilaluled Abb.  29: Substratspezifitat der

A= —i— B Xk vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-
£100+ = 1004 '_'%'_' Orthologen mit ausgewahiten PUFAs
[Roigas et al., 2022 (198)]. In diesem

Experiment wurden die einzelnen
Fettsduren voneinander getrennt als
50 Substrate angeboten
(Substratkonzentration 50 uM). Fir jedes

Substrat wurden 4 Messungen

H durchgefiihrt. Mittelwerte und
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relative catalytic activity (%)

relative catalytic activity (%
3
o
1

— katalytischen Aktivitdt des am besten
ns xx k% oxygenierten Substrats 100 % gesetzt (fir
N. furzeri und S. formosus AA, fir P.
100 % nyererei EPA). Da LA, ALA und GLA kaum
metabolisiert wurden, ist flr die graphische
Darstellung die relative katalytische
Aktivitat mit 1% angegeben. Die
erhaltenen Daten wurden mit dem
ungepaarten Mann-Whitney-U-Test oder
dem T-Test statistisch ausgewertet. A) N.
furzeri, B) P. nyererei, C) S. formosus.

50

relative catalytic activity (%)

| |

¥ oF oF Ul of
v Qg 0‘2‘ \?’o‘\}\x\}\

106



Die Analyse der erhaltenen RP-HPLC Daten zeigte, dass Linolsgure sowie a- und
y-Linolensaure durch alle vermeintlichen ALOX15-Isoformen kaum oxygeniert wurden.
Auch 47,772,102,132,16Z,19Z-Docosahexaensaure scheint ein eher schlechtes Substrat
zu sein, wahrend Arachidonsaure und 57,82,112,14Z,17 Z-Eicosapentaensaure als gute
Substrate akzeptiert wurden (Abb. 29) (198). Fur die vermeintliche ALOX15 aus N. furzeri
stellt AA im Gegensatz zu EPA und DHA ein deutlich besseres Substrat dar und diese
Beobachtung ist auch statistisch signifikant (AA vs. EPA: p < 0,05, ungepaarter Mann-
Whitney-U-Test; AA vs. DHA: p < 0,0001, ungepaarter T-Test).

Diese Daten deuten darauf hin, dass Substratfettsauren mit 20 Kohlenstoffatomen
bevorzugt oxygeniert werden, wahrend C18 und C22 Fettsauren offenbar keine guten
Substrate darstellen. Darin unterscheiden sich die vermeintlichen ALOX15-Orthologen
der Knochenfische von den ALOX15-Orthologen fast aller bislang untersuchten
Saugetierspezies. Die unterschiedlichen Substratspezifitaten der vermeintlichen
Knochenfisch ALOX15-Orthologen einerseits und der meisten Saugetier ALOX15-
Orthologen andererseits deuten darauf hin, dass es sich bei den vermeintlichen
Knochenfisch ALOX15-Orthologen nicht um funktionsaquivalente Enzyme der Saugetier
ALOX15-Orthologen handelt, sondern dass diese Enzyme funktionell naher mit anderen
Saugetier ALOX-Isoformen (z.B. ALOX12 oder ALOX15B) verwandt zu sein scheinen.

Wird die humane ALOX12 als Modellenzym fur Saugetier ALOX12-Orthologe mit
einem Gemisch aus AA (C20 Fettsaure), EPA (C20 Fettsaure) und DHA (C22 Fettsaure)
inkubiert, in dem die Fettsduren in gleicher Konzentration vorliegen, bilden die DHA
Oxygenierungsprodukte den grofdten Anteil an enzymatisch gebildeten Produkten (ca.
50 %). Der Anteil der EPA Oxygenierungsprodukte betragt ca. 35 % und den restlichen
Anteil bilden die AA Oxygenierungsprodukte (208). Die humane ALOX12 bevorzugt also
die C22 Fettsaure, wahrend diese fur die Knochenfisch ALOX-Isoformen kein gutes
Substrat darstellt. Eine Ausnahme bildet die vermeintliche ALOX15 von P. nyererei. Hier
konnte auch die Bildung von DHA Oxygenierungsprodukten nachgewiesen werden
(Abb. 29B). Dabei handelte es sich vor allem um 14-HDHA (siehe 3.7.1.3.2).

Diese Daten sprechen eher gegen die Vermutung, dass die vermeintlichen
Knochenfisch ALOX15-Orthologen Funktionsaquivalente der humanen ALOX12 sind.
Vergleicht man die Substratspezifitaten der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-
Orthologen mit der Maus Alox12, Iasst sich bisher nur sagen, dass das Mausenzym AA
ausschlieRlich zu 12-HETE oxygeniert und dass Linolsaure ein deutlich schlechteres
Substrat fur diese ALOX-Isoform darstellt (209). Ein ahnliches Ergebnis wurde hier fur
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die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen erhalten (Abb. 29). Somit kann
allein auf der Basis des Vergleichs der bisher verfugbaren Daten zur
Fettsauresubstratspezifitat der Enzyme nicht zwingend geschlussfolgert werden, dass
die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologe Funktionsaquivalente der humanen
bzw. murinen ALOX12 sind.

In Tabelle 7 ist der relative Anteil der beiden Produkte, die hauptsachlich bei der
Inkubation der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen mit AA, EPA und DHA
entstehen, dargestellt. Bei der Inkubation mit AA und EPA erfolgt die
Wasserstoffabstraktion am C10 der Fettsaure, wodurch der molekulare Sauerstoff
entweder am C12 oder C8 eingebaut wird (es werden 12- und 8-HETE/HEPE gebildet).
Analog erfolgt bei der Inkubation mit DHA die Wasserstoffabstraktion am C12 der
Fettsaure und die Sauerstoffinsertion am C14 oder C10, wodurch hauptsachlich 14- oder
10-HDHA gebildet werden.

Tab. 7: Vergleich unterschiedlicher Substratfettsduren fiir die vermeintlichen Knochenfisch
ALOX15-Orthologen. Bei der Inkubation der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen mit
unterschiedlichen Substratfettsduren konnte entsprechend ihrer dualen Reaktionsspezifitat die Bildung von
zwei Hauptprodukten beobachtet werden. Fur die Erstellung der Tabelle wurden die Flacheneinheiten der
beiden Produkte aus den SP-HPLC Chromatogrammen abgelesen und addiert sowie der Anteil in %
berechnet.

Spezies AA EPA DHA
12-HETE 8-HETE | 12-HEPE 8-HEPE | 14-HDHA  10-HDHA
N. furzeri 70% 30% 76% 24% 56% 44%
P. nyererei 80% 20% 86% 14% 54% 46%
S. formosus 56% 44% 67% 33% 60% 40%

Zusammenfassung: C20-PUFAs (AA, EPA) stellen die besten Substrate fir die
vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische dar, wahrend C18- und C22-
PUFAs kaum oxygeniert werden. Nur in den Aktivititsassays der vermeintlichen
P. nyererei-ALOX15 konnten relevante Mengen an DHA Oxygenierungsprodukten
nachgewiesen werden.

3.7.1.2 Préferentielle  Oxygenierung bestimmter PUFAs bei gemischtem
Substratangebot

In den oben besprochenen Experimenten wurden die Substratfettsauren einzeln

zu den Inkubationsansatzen zugegeben. Im Folgenden (Abb. 30) sollte erganzend

untersucht werden, welche der Substratfettsauren bevorzugt oxygeniert wird, wenn die

Fettsauresubstrate in gleichen Konzentrationen im Reaktionsansatz vorliegen. Um den
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Versuch zu vereinfachen, bestand das Gemisch nur aus den PUFAs, die im vorigen
Versuch oxygeniert wurden. Dabei wurde jede der drei Fettsduren in einer
Endkonzentration von 16,7 pyM angeboten, sodass sich eine Endkonzentration an
Fettsaure im Aktivitatsansatz von ca. 50 yM ergab.

Bei diesen Experimenten zeigte sich, dass die vermeintlichen Knochenfisch
ALOX15-Orthologen 57,82,112,14Z,17 Z-Eicosapentaensaure gegenuber
Arachidonsaure bevorzugen, wahrend Docosahexaensaure fast gar nicht umgesetzt
wurde (Abb. 30) (198). Diese Daten bestatigen die Beobachtung der Experimente mit den
getrennt zugesetzten PUFAs, die gezeigt haben, dass die vermeintlichen Knochenfisch
ALOX15-Orthologen C20-PUFAs bevorzugt oxygenieren. Fur alle Enzyme konnten
signifikante Unterschiede zwischen AA und EPA festgestellt werden (N. furzeri und S.
formosus: p < 0,05, ungepaarter Mann-Whitney-U-Test; P. nyererei: p < 0,001,
ungepaarter T-Test).

£k Abb. 30: Substratspezifitat der vermeintlichen
UL Knochenfisch ALOX15-Orthologen mit
N ,*—| 1 ausgewdhlten PUFAs bei gemischtem
A 100- - B I Substratangebot [Roigas et al., 2022 (198)]. In
diesem Experiment wurden AA, EPA und DHA als
Substratmischung angeboten. Die
Endkonzentration jeder Fettsaure im
Inkubationsansatz betrug dabei 16,7 pM. Es
wurden 4 Messungen durchgefiihrt und
Mittelwerte sowie Standardabweichungen
berechnet. Der Mittelwert der relativen
= katalytischen Aktivitat mit EPA als Substrat wurde
AA EPA DHA AA EPA DHA 100 % gesetzt. Da DHA durch die ALOX-
. Isoformen von N. furzeri und S. formosus kaum
— enzymatisch umgesetzt wurde, ist die relative
katalytische Aktivitat hier mit 1 % angegeben. Die
erhaltenen Daten wurden mit dem ungepaarten
Mann-Whitney-U-Test oder dem T-Test statistisch
ausgewertet. A) Relative katalytische Aktivitaten
der vermeintlichen ALOX15 von N. furzeri. B)
Relative katalytische Aktivitaten der
vermeintlichen ALOX15 von P. nyererei. C)
Relative katalytische Aktivitaten der
vermeintlichen ALOX15 von S. formosus.
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Zusammenfassung: Bei gemischtem Substratangebot wird von den vermeintlichen
Knochenfisch ALOX-Isoformen EPA als Substrat praferiert. In den Aktivitiatsassays der
vermeintlichen P. nyererei-ALOX15 konnten wieder geringe Mengen an DHA
Oxygenierungsprodukten nachgewiesen werden, was die Beobachtung der
Experimente mit den getrennt zugesetzten PUFAs bestatigt.
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3.7.1.3 Identifizierung der Oxygenierungsprodukte verschiedener PUFAs
3.7.1.3.1 Identifizierung der EPA Oxygenierungsprodukte

Die Identifizierung der dominanten Oxygenierungsprodukte von Arachidonsaure
[12(S)- und 8(R)-HETE] konnte mit einer Kombination verschiedener HPLC-Arten (RP-
HPLC, NP/CP-HPLC) relativ einfach durchgefuhrt werden. Hauptursache dafur war, dass
fur alle theoretisch moglichen HETE-Isomeren (5-HETE, 8-HETE, 9-HETE, 11-HETE, 12-
HETE, 15-HETE) authentische Standards als Razemate (S/R-Mischungen) kommerziell
verfugbar waren. Das war jedoch nicht fur alle moglichen Oxygenierungsprodukte von
EPA und DHA der Fall, sodass die Reaktionsprodukte mittels RP-HPLC isoliert und
anschlie3end mittels Massenspektrometrie analysiert werden mussten.

A Abb. 31: Analyse des
dominanten EPA
Oxygenierungsprodukts, das

. £ durch die vermeintliche ALOX15
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Totalionenchromatogramm des
dominanten EPA Oxygenierungsprodukts. Als Insets sind die Molekiilstruktur von 12-HEPE mit mdglichen
a-Spaltungen (oben) und das Massenspektrum bei 11,9 min (unten) eingefligt. Graue Kurve: Fragmention
mit m/z = 324, schwarze Kurve: Fragmention mit m/z = 211.

Zu diesem Zweck wurde zunachst fur jedes Enzym ein Inkubationsansatz mit EPA
angesetzt und die dabei entstandenen konjugierten Diene wurden mittels RP-HPLC
analysiert. Dabei konnte die Bildung eines Hauptprodukts nachgewiesen werden,
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welches unter unseren chromatographischen Bedingungen mit einer Retentionszeit von
7,5 min eluierte (Abb. 31B). Ein kauflicher authentischer Standard von 12(+)-HEPE zeigte
die gleiche Retentionszeit (Abb. 31A). Da aber die Retentionszeiten der anderen HEPE-
Isomeren in unserem chromatographischen System nicht bekannt waren, konnte auf der
Basis der RP-HPLC Daten nicht zweifelsfrei auf die chemische Identitat des dominanten
Oxygenierungsprodukts geschlossen werden. Um weitere analytische Daten zu den
dominanten Oxygenierungsprodukten zu erhalten, wurden die entstandenen konjugierten
Diene mittels RP-HPLC prapariert, derivatisiert (Bildung der Trimethylsilylderivate) und
anschlie3end mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC-MS) untersucht.
In Abbildung 31C ist das Totalionenchromatogramm des dominanten EPA
Oxygenierungsprodukts dargestellt. Bei 11,9 min konnten hohe lonenintensitaten
detektiert werden. Das zu diesem Zeitpunkt erfasste Massenspektrum (unteres Inset in
Abb. 31C) zeigt mehrere lonenpeaks mit hoher Intensitat, wovon zwei (m/z 211 und m/z
324) Fragmenten zugeordnet werden konnten, die bei der a-Spaltung von 12-HEPE
entstehen. Somit hat die massenspektrometrische Analyse bestatigt, dass es sich bei
dem durch die vermeintliche ALOX15 von P. nyererei gebildeten EPA
Oxygenierungsprodukt tatsachlich um 12-HEPE handelt (203). Fur die vermeintlichen
ALOX15-Orthologen der anderen Knochenfische wurden entsprechende GC/MS-
Analysen nicht durchgefuhrt. Da aber die Hauptprodukte der EPA Oxygenierung aller drei
vermeintlichen ALOX15 Knochenfischorthologen in der RP-HPLC
kochromatographierten, kann mit hoher Sicherheit davon ausgegangen werden, dass 12-
HEPE auch das Hauptprodukt der anderen vermeintlichen ALOX15-Orthologen ist.

Zusammenfassung: Die vermeintlichen Knochenfisch  ALOX15-Orthologen
oxygenieren EPA erwartungsgemaR dominant zu 12-HEPE.

3.7.1.3.2 Identifizierung der DHA Oxygenierungsprodukte

In den Aktivitatsassays der vermeintlichen ALOX15-Orthologen von P. nyererei
konnten geringe Mengen an DHA Oxygenierungsprodukten nachgewiesen werden (siehe
3.7.1.1 und 3.7.1.2). In der RP-HPLC Analytik konnte ein Hauptprodukt identifiziert
werden, welches unter unseren chromatographischen Bedingungen bei einer
Retentionszeit von ungefahr 9 min eluiert und das UV-Spektrum eines konjugierten Diens
aufweist (Abb. 32A). Ein authentischer Standard von 14(x)-HDHA zeigte eine ahnliche
Retentionszeit (Abb. 32B). Koinjizierte man Standard und das dominante DHA
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Oxygenierungsprodukt der ALOX-Isoform von P. nyererei, konnte ein homogener
Hauptpeak beobachtet werden (Abb. 32C). Es muss an dieser Stelle darauf hingewiesen
werden, dass die Retentionszeit des Koinjektionspeaks (Abb. 32C) geringflgig grofier
war, als bei den isolierten Analysen (Abb. 32 A+B). Das kdnnte darauf zurlckzufuhren
sein, dass bei der Analyse der Koinjektion der Losungsmittelfluss geringfugig abfiel,

sodass sich die beobachtete Retentionszeitdifferenz ergab.
A
\‘ Abb. 32: Analyse des dominanten DHA
Oxygenierungsprodukts, das durch die
vermeintliche ALOX15 von P. nyererei gebildet
- wurde. Der Lysatliberstand des Sf9-Zellhomogenats
wavelength (am) /\ der rekombinant exprimierten ALOX-Isoform von
= P. nyererei wurde mit DHA fur 3 min inkubiert. Ein
authentischer Standard von 14-HDHA und das
dominante Oxygenierungsprodukt wurden
14-HDHA anschlieBend mittels RP-HPLC (Material und
l Methoden) prapariert. A) Produktmuster nach Zugabe
/\ von 5yl des Lysatuberstandes der eukaryotischen
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| aufgenommen.
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Il Das in der RP-HPLC praparierte

D - S

T
10

i rotontion tim (min) Oxygenierungsprodukt wurde anschlieRend
mittels LC-MS untersucht (Daten nicht gezeigt). Diese Untersuchungen bestatigten, dass
es sich bei dem durch die vermeintliche P. nyererei-ALOX15 gebildeten DHA
Oxygenierungsprodukt hauptsachlich um 14-HDHA handelt (38 % aller in der LC-MS
identifizierten DHA-Isomere) (203). Wenn DHA durch die ALOX-Isoform von P. nyererei
zu 14-HDHA oxygeniert wird, besteht der wahrscheinlichste
Oxygenierungsmechanismus darin, dass die Substratfettsdure mit dem Methylende
voran in die Substratbindungstasche gleitet, die Wasserstoffabstraktion am 12.
Kohlenstoffatom erfolgt und nach der [+2]-Radikalumlagerung die Sauerstoffinsertion am
14. Kohlenstoffatom stattfindet. Damit liegt derselbe Mechanismus wie bei der 12-
Lipoxygenierung von AA vor. Es konnten jedoch noch zwei weitere
Oxygenierungsprodukte in der LC-MS identifiziert werden, die zu fast gleichen Anteilen
durch die ALOX-Isoform von P. nyererei gebildet wurden. Dies sind 16-HDHA und 10-
HDHA (203), die jeweils 28 bzw. 24 % der in der LC-MS identifizierten HDHA-Isomere
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ausmachen. Diese Oxygenierungsprodukte entstehen durch initiale
Wasserstoffabstraktion am C18 (16-HDHA) und am C12 (10-HDHA), wobei es bei beiden
Produkten zu einer [-2]-Radikalumlagerung kommt. Damit wird anschlielend Sauerstoff
am 16. bzw. 10. Kohlenstoffatom eingefuhrt. Das Substrat DHA sollte dabei invertiert (mit
der Karboxylgruppe voran) in der Substratbindungstasche binden.

Zusammenfassung: Die vermeintliche ALOX15 von P. nyererei oxygeniert DHA
dominant zu 14-HDHA. Der Reaktionsmechanismus entspricht dabei dem der 12-
Lipoxygenierung von AA.

3.7.2 Oxygenierung komplexer Substrate

3.7.2.1 Strukturidentifizierung  der  Oxygenierungsprodukte ausgewéhlter
Hydroxyfettsduren

Die ALOX15-Orthologen von Saugetieren bevorzugen freie PUFAs als Substrate,
konnen aber auch modifizierte PUFAs (z.B. HETE- und HEPE-Isomere) und komplexere
PUFA-enthaltende Lipide (z.B. Anandamid, 2-Arachidonylglycerol) oxygenieren (210,
211).

Um zu untersuchen, ob die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen
auch zur Oxygenierung von HETE-Derivaten in der Lage sind, wurden die
Lysatuberstande der Enzympraparationen fur 10 Minuten in 0,5 ml PBS inkubiert, wobei
die Inkubationsansatze jeweils 30 uM der verschiedenen Substrate enthielten. Nach
Reduktion der primaren Oxidationsprodukte zu den entsprechenden Hydroxyderivaten
wurden diese mittels RP-HPLC quantifiziert. Hydroxyfettsauren (5-HETE, 15-HETE, 5,6-
DIHETE, 5,15-DiIHETE, 18-HEPE) stellen potenzielle Substrate fur die Biosynthese anti-
inflammatorischer und pro-resolutorischer Eikosanoide, wie Lipoxine (13, 212) und
Resolvine (16, 17) dar. Alle diese Verbindungen besitzen mindestens eine
bisallylstandige Methylengruppe und kdnnen damit durch verschiedene ALOX-Isoformen
zu Folgeprodukten [z.B. 5,6,15-TriHETE (LxA4) oder 5,14,15-TriHETE (LxBa4)] oxygeniert
werden. 18-HEPE ist ein Hydroxyderivat von EPA, das im menschlichen Blut in gro3en
Mengen nachgewiesen wurde (213). Bisher ist allerdings der metabolische Ursprung
dieser Hydroxyfettsaure noch ungeklart. Wenn dieses Substrat durch ALOX-Isoformen
(z.B. ALOX15, ALOX15B, ALOX12) oxygeniert wird, konnten dabei pro-resolutorische
Resolvine gebildet werden.

Zunachst wurden 5(R/S)-HETE, 15(R/S)-HETE, 5,6-DiIHETE und 5,15-DiIHETE als
Substrate fur die in Sf9-Zellen rekombinant exprimierten ALOX-Isoformen von N. furzeri
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und P. nyererei und fur die in E. coli rekombinant exprimierte ALOX-Isoform von
S. formosus getestet. Dazu wurden diese Substrate in PBS mit dem Sf9- oder
Bakterienzelllysatuberstand inkubiert und die gebildeten Produkte anschlielend mittels
RP-HPLC analysiert. Leider konnte mit den Substraten 5,6-DIHETE und 5,15-DIHETE
bei keinem der rekombinant exprimierten ALOX-Isoformen eine signifikante
Lipoxinbildung beobachtet werden.

Abbildung 33B zeigt ein Beispielchromatogramm der Lipoxinsynthaseaktivitat der
vermeintlichen ALOX15-Orthologen aus N. furzeri. In dem Bereich, in dem die LxA4s und
LxB4 Standards eluieren (Abb. 33A), konnten fur die vermeintliche N. furzeri-ALOX15

keine Produktpeaks identifiziert werden.

A bpaiemer phEmen Abb. 33: RP-HPLC Chromatogramme der
Lipoxinsynthaseaktivitait der vermeintlichen
ALOX15-Orthologe von N. furzeri. Der
Lysatiiberstand des Sf9-Zellhomogenats der
rekombinant exprimierten ALOX-Isoform von
~ ~ = = N. furzeri wurde mit 5(S),6(R)-DIHETE fir 10 min
B inkubiert. AnschlieBend wurden die gebildeten
Produkte mittels RP-HPLC (Material und Methoden)
analysiert. Die Chromatogramme wurden bei 300
nm verfolgt. A) Authentische Standards von LxAs4
und LxBas-lsomeren. B) Produkte der 5(S),6(R)-
HETE Oxygenierung durch die ALOX-Isoform von
5 0 s 2 % N. furzeri.

retention time (min)

absorbance at 300 nm
v

Ahnliche Experimente, bei denen die 18-HEPE Enantiomere als Substrate
verwendet wurden, zeigten, dass weder 18(S)- noch 18(R)-HEPE durch die
rekombinanten ALOX-Isoformen zu Resolvinen umgesetzt wurden. Damit kann
geschlussfolgert werden, dass die rekombinanten Knochenfisch ALOX-Isoformen unter
den gegebenen experimentellen Bedingungen keine Lipoxinsynthase- und keine
Resolvinsynthase-Aktivitat aufweisen, wenn die oben spezifizierten Substrate angeboten
werden.

Die Inkubationsansatze mit den Substraten 5(R/S)-HETE und 15(R/S)-HETE
wurden nicht auf die Bildung von Lipoxinen uberpruft, aber auf die Bildung von DIHETE-
Isomeren, welche ihrerseits als Substrate fur die Lipoxinsynthese fungieren konnen. Auf
der Basis der Reaktionsspezifitat der getesteten Enzyme mit AA als Substrat konnte
vermutet werden, dass das dominante Oxygenierungsprodukt von 5-HETE 5,12-DiIHETE
sein sollte. Durch ahnliche Uberlegungen konnte fir die Oxygenierung von 15-HETE
8,15-DIHETE als dominantes Oxygenierungsprodukt vorausgesagt werden, wobei das
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15-HETE als Substrat invers am aktiven Zentrum des Enzyms gebunden werden sollte.
Fur die Strukturidentifizierung wurden die dominanten Oxygenierungsprodukte zunachst
mittels RP-HPLC analysiert. Da wir in den 5-HETE-Ansatzen 5,12-DIHETE als
dominantes Oxygenierungsprodukt vermuteten, erfolgte zunachst ein Vergleich der
Retentionszeiten des dominanten 5-HETE Oxygenierungsprodukts (Abb. 34A+B) und
eines Standards von 5(S),12(S)-DiIHETE (Daten nicht gezeigt). Da 5(S),12(S)-DiIHETE
ein konjugiertes Trien als Chromophor enthalt, welches ein Absorptionsmaximum bei 268
nm aufweist, wurden die Chromatogramme bei 270 nm verfolgt.

A | c — Abb. 341  RP-HPLC
e |o1zomeTE e ! Chromatogramme der
s ls c g Oxygenierungsprodukte
S g S g ausgewabhilter Hydroxy-
s "*\-/\ ® "*\/\ fettsiuren, die durch die
g ke — - g - ALOX-Isoformen von
g rennom- 8 st N. furzeri und  P. nyererei
3 3 gebildet wurden [Nach Abb.

8, Roigas et al., 2022 (203)].
2.5 5.0 7.5 2.5 5.0 7.5 Die Lysatt’jbersténde der Sf9-
i f Zellhomogenate der
! D rekombinant exprimierten

ALOX-Isoformen von

: . N. furzeri und P. nyererei
EJ\ wurden mit ausgewahlten
E ' Hydroxyfettsduren fir 10 min
inkubiert. Anschlieend
wurden die  dominanten
L LA‘ Oxygenierungsprodukte mit-
T T T T T T tels RP-HPLC (Material und
Z atention time (min) 2 etontion tims miny Methoden) prapariert. In den
Chromatogrammen ist das
UV-Spektrum des dominanten Oxygenierungsprodukts als Inset eingefugt. A) Produktbildung bei
Inkubation von 5-HETE mit der rekombinant exprimierten vermeintlichen ALOX15-Orthologe von N. furzeri.
B) Produktbildung bei Inkubation von 5-HETE mit der rekombinant exprimierten vermeintlichen ALOX15-
Orthologe von P. nyererei.C) Produktbildung bei Inkubation von 15-HETE mit der rekombinant exprimierten
vermeintlichen ALOX15-Orthologe von N. furzeri. D) Produktbildung bei Inkubation von 15-HETE mit der
rekombinant exprimierten vermeintlichen ALOX15-Orthologe von P. nyererei.
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Bei den RP-HPLC Analysen konnte festgestellt werden, dass das Produkt der 5-
HETE Oxygenierung durch die drei Enzyme eine &ahnliche Retentionszeit wie der
authentische Standard von 5(S),12(S)-DIHETE aufweist. Auch der Vergleich der
Retentionszeit des dominanten 15-HETE Oxygenierungsprodukts (Abb. 34C+D) mit der
des authentischen Standards von 8,15-DIHETE (Daten nicht gezeigt) ergab eine hohe
Ubereinstimmung der Retentionszeiten. Aus diesen Daten konnte geschlussfolgert
werden, dass 5-HETE durch die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen zu
5,12-DIHETE umgewandelt wurde (203). Diese Enzyme oxygenierten 15-HETE zu 8,15-
DIHETE (203). Um diese Schlussfolgerungen zu unterstutzen, wurden die dominanten
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Oxygenierungsprodukte mittels RP-HPLC prapariert und nach dem Verdampfen des

Losungsmittels mit Hilfe der LC-MS analysiert.
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Abb. 35: Analyse der Oxygenierungsprodukte ausgewahlter Hydroxyfettsauren mittels LC-MS. Die
konjugierten Triene, die wahrend der Oxygenierung ausgewahlter Hydroxyfettsduren durch die
vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische entstanden sind, wurden mittels RP-HPLC (siehe
Material und Methoden) prapariert und anschlieBend mittels LC-MS analysiert (siehe Material und
Methoden). A) Totalionenchromatogramm der Oxygenierungsprodukte von 5-HETE. Das Massenspektrum
des bei 11,4 min eluierenden Produkts entspricht dem von 5(S),12(S)-DIHETE und ist als Inset (links)
eingefligt. Rechts sind verschiedene Fragmentierungen von 5,12-DIHETE als Inset eingefiigt.
B) Totalionenchromatogramm der Oxygenierungsprodukte von 15-HETE. Das Massenspektrum des bei
9,9 min eluierenden Produkts entspricht dem von 8(S),15(S)-DiIHETE und ist als Inset (rechts) eingefiigt.
Links sind verschiedene Fragmentierungen von 8,15-DIHETE als Inset eingefiigt.

Abbildung 35 zeigt die Totalionenchromatogramme der dominanten
Oxygenierungsprodukte von 5(R/S)-HETE (Panel A) und 15(R/S)-HETE (Panel B). Die
als Inset eingefugten Massenspektren zeigen verschiedene Massenpeaks, die lonen
zugeordnet werden konnen, welche bei der Fragmentierung von 5,12-DiHETE und 8,15-
DIHETE entstanden sind. Fur beide Produkte konnten Fragmentionen identifiziert
werden, die auf eine a-Spaltung zurickzufuhren sind. Diese Fragmentionen beweisen,
dass es sich bei den analysierten Hydroxyfettsauren tatsachlich um 5,12- und 8,15-

DIHETE handelt. Die Massenionen bei m/z 335 entsprechen den einfach ionisierten
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Molekulargewichtsionen. Fur die Bildung der lonen bei m/z 317 wurde vom
Molekulargewichtsion Wasser (-18) abgespalten. Der Massepeak bei m/z 273 ist auf eine
Kohlendioxidabspaltung (-44) vom Massenion bei 317 zuruckzufuhren.

Das in Panel A bei 11,36 min aufgezeichnete Massenspektrum entspricht dem
eines authentischen Standards von 5(S),12(S)-DIHETE. Bei unseren Analysen konnte
jedoch ein ahnlich hoher Peak mit identischem Massenspektrum (Daten nicht gezeigt)
detektiert werden, welcher bei einer Retentionszeit von 11,6 min eluiert (Abb. 35A). Da
das Razemat von 5-HETE als Substrat eingesetzt wurde, ist die plausibelste Erklarung,
dass die Knochenfisch ALOX-Isoformen stereoselektiv eine 12(S)-Lipoxygenierung
beider optischen 5-HETE Isomere [5(R)-HETE und 5(S)-HETE] katalysieren, wobei
weder das 5(S)-HETE noch das 5(R)-HETE Isomer bevorzugt wird. Es entstehen fast
gleiche Mengen an 5(S),12(S)-DiIHETE und 5(R),12(S)-DiIHETE.

Annliche Uberlegungen gelten fiir die 15(R/S)-HETE Oxygenierungsprodukte. Hier
entspricht das bei 9,87 min aufgezeichnete Massenspektrum (Panel B) dem eines
authentischen Standards von 8(S),15(S)-DiIHETE. Bei 10,4 min konnte ein Peak mit
geringgradig hoherer Intensitat (Abb. 35B) und identischem Massenspektrum (Daten
nicht gezeigt) detektiert werden. Da 15-HETE den vermeintlichen Knochenfisch ALOX-
Isoformen ebenfalls als Razemat [15(R/S)-HETE] angeboten wurde, handelt es sich bei
diesem Oxygenierungsprodukt am wahrscheinlichsten um 8(S),15(R)-DiHETE.

Zusammenfassung: Die rekombinanten Knochenfisch ALOX-Isoformen weisen unter
den gegebenen experimentellen Bedingungen keine Lipoxinsynthase- und keine
Resolvinsynthase-Aktivitat auf. Wie auf der Basis der Reaktionsspezifitit mit AA
vermutet, oxygenieren sie 5(R/S)-HETE zu 5(R/S),12(S)-DiHETE. Fiir die Oxygenierung
von 15(R/S)-HETE konnten 8(S),15(R/S)-DIHETE als Oxygenierungsprodukte
identifiziert werden.

3.7.2.2 Strukturidentifizierung der Oxygenierungsprodukte von Anandamid und
2-Arachidonylglycerol

Anandamid und 2-Arachidonylglycerol sind Derivate der AA (Anandamid ist ein

Ethanolamin-Derivat, 2-Arachidonylglycerol ein Ester aus AA und Glycerol), die zu den

Endocannabinoiden gehdren. Endocannabinoide binden in vivo an spezifische G-Protein

gekoppelte Rezeptoren, die auf hohem Niveau im zentralen und peripheren

Nervensystem von Wirbeltieren exprimiert werden (214, 215). Sie sind an der Regulation
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einer Vielzahl von physiologischen Prozessen beteiligt, u.a. an der Fertilitatsregulation,
dem sexuellen Verhalten (216), der Schwangerschaft (217, 218), der
Schmerzwahrnehmung (219) und von Immunreaktionen (220). Endocannabinoide
scheinen auch bei Knochenfischen eine Rolle zu spielen, so z.B. bei der Regulation des
zentralen und peripheren gonadotropen Systems (221, 222). Im Zebrafisch (D. rerio)
moduliert Anandamid das Wachstum und den Lipidmetabolismus (223) und es konnte
die Expression von Enzymen nachgewiesen werden, die an der
Endocannabinoidsynthese und dem Abbau dieser Botenstoffe beteiligt sind. So konnte
die Expression der Diacylglycerollipase q, die ein Schlisselenzym in der Biosynthese von
2-Arachidonylglycerol darstellt, im ZNS des Zebrafischs gezeigt werden (224). Ebenfalls
wurde die Expression der Fettsaureamid-Hydrolase, die am Abbau von Anandamid
beteiligt ist, in der Retina von D. rerio nachgewiesen (225). In vorherigen Untersuchungen
wurde gezeigt, dass Anandamid und 2-Arachidonylglycerol durch ALOX-Isoformen von
Saugetieren oxygeniert werden konnen und dass es dadurch zu einer Veranderung der
biologischen Funktionen dieser Mediatoren kommt (226-229). Um zu erforschen, ob die
vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen ebenfalls zur Oxygenierung dieser
Substrate fahig sind, wurden diese Verbindungen mit den rekombinant exprimierten
ALOX-Isoformen in vitro inkubiert und die dabei entstandenen Oxygenierungsprodukte
mittels RP-HPLC analysiert.

Abbildung 36B zeigt beispielhaft die Produktbildung nach Inkubation von
Anandamid mit einem Aliquot des Sf9-Zelllysatuberstands der rekombinant exprimierten
ALOX-Isoform von P. nyererei. Es ist ein Hauptpeak mit einer Retentionszeit von ca.
5 min erkennbar, der in der entsprechenden Nichtenzym-Kontrolle (Abb. 36A) fehlt. Das
UV-Spektrum dieses Produkts (Inset) zeigt ein Absorptionsmaximum bei 235 nm und
entspricht damit dem UV-Spektrum eines konjugierten Diens. Ahnliche Chromatogramme
wurden fur die rekombinante ALOX-Isoform von N. furzeri erhalten (Daten nicht gezeigt).
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A C Abb. 36: RP-HPLC
Chromatogramme  der
Oxygenierungsprodukte
ausgewabhliter AA-
Derivate, die durch die
vermeintliche = ALOX15
von P. nyererei gebildet
L wurden. Der
N Lysatiberstand des Sf9-
T T J Zellhomogenats der
12 . .
rekombinant exprimierten
ALOX-Isoform von
\ P. nyererei wurde  mit
* 1 Anandamid und 2-
Arachidonylglycerol fur
% 20 300 10 min  inkubiert  und
wavelength (nm) dominante
L/\—- Oxygenierungsprodukte
L mittels RP-HPLC (Material
-y : : : —J : : : und Methoden) prapariert.
4 8 12 4 8 12 Die y-Achsen der
retention time (min) retention time (min) Chromatogramme der
Nicht-Enzymkontrollen (A, C) wurden auf die Chromatogramme der Enzyminkubationen (B, D) normiert.
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Da es sich bei allen Knochenfisch ALOX-Isoformen um hauptsachlich AA 12-
lipoxygenierende Enzyme handelt, stellt 12-OH-ANA  ein mogliches
Oxygenierungsprodukt dar. Um weitere Informationen zur chemischen Struktur dieses
Produkts zu erhalten, wurde das dominante Oxygenierungsprodukt mittels RP-HPLC
prapariert und anschlielend mittels LC-MS analysiert. Leider konnte anhand der
Fragmentierungsmuster keine eindeutige Aussage daruber getroffen werden, ob es sich
bei diesem Produkt um 12-HETE-ANA, 15-HETE-ANA oder ein anderes Positionsisomer
handelt. Im Massenspektrum konnten keine eindeutigen a-Fragmentionen nachgewiesen
werden.

Auch bei der Inkubation von 2-Arachidonylglycerol mit der vermeintlichen ALOX15
von P. nyererei konnte die Bildung von Oxygenierungsprodukten beobachtet werden
(Abb. 36D). Diese eluieren in der RP-HPLC Analyse bei ca. 10 min und weisen ebenfalls
das UV-Spektrum eines konjugierten Diens auf. Aufgrund der Reaktionsspezifitat der
Knochenfisch ALOX-Isoformen mit AA stellt 12-HETE-2-AG ein mdgliches Produkt dar.
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Vorherige Untersuchungen mit der humanen ALOX12 haben jedoch gezeigt, dass 12-
HETE-AG deutlich friher in der RP-HPLC eluiert (211) als das in unseren Experimenten
durch die Knochenfisch ALOX-Isoformen gebildete Produkt. Daher handelt es sich bei
dem in unserem System nachgewiesenen Oxygenierungsprodukt eher nicht um ein
oxygeniertes 2-AG Derivat, sondern um ein freies HETE-Isomer, dass hinsichtlich seiner
Retentionszeit 12- oder 8-HETE (oder eine Mischung aus beiden Isomeren) sein konnte.
Ahnliche Chromatogramme wurden fiir die rekombinante ALOX-Isoform von N. furzeri
erhalten (Daten nicht gezeigt).

Der wahrscheinlichste Mechanismus, der die Bildung freier HETE-Isomere erklart,
ist das Vorhandensein von 2-AG-hydrolysierenden Enzymen in unserer nicht gereinigten
Enzympraparation. Diese hydrolysieren entweder zuerst die Esterbindung zwischen
Glycerol und AA, wodurch die nun freie AA durch die Knochenfisch ALOX-Isoformen
oxygeniert werden kann. Alternativ konnte auch 2-AG zuerst durch die ALOX-Isoform
oxygeniert und anschliefend das Oxygenierungsprodukt hydrolysiert werden. Auf der
Basis der hier gezeigten Daten kann deshalb nicht mit Sicherheit geschlussfolgert
werden, ob 2-AG ein geeignetes Substrat fur die vermeintlichen ALOX15-Orthologen der
Knochenfische ist. Dazu mussten die Enzyme gereinigt werden, um 2-AG

hydrolysierende Enzyme abzutrennen.

Zusammenfassung: Fiir die ALOX-Isoformen von N. furzeri und P. nyererei stellt ANA
ein gutes Substrat dar. Mittels HPLC und LC-MS konnte ein ANA-
Oxygenierungsprodukt nachgewiesen werden, dessen genaue Struktur jedoch nicht
aufgeklart werden konnte. Zur Oxygenierungseffizienz von 2-AG konnten keine
abschlieBenden Aussagen gemacht werden.

3.7.2.3 Vergleichende Untersuchungen zur Oxygenierungseffizienz verschiedener
komplexer Substrate

Um herauszufinden, welche der ausgewahlten komplexen Substrate [5(R/S)-
HETE, 15(R/S)-HETE, 5(S),6(R)-DIHETE, 5(S),15(S)-DIHETE, 18(S)-HEPE, 18(R)-
HEPE, ANA] als gute bzw. weniger gute Substrate fungieren, wurden die Enzyme mit den
entsprechenden  Substraten unter identischen experimentellen Bedingungen
(Substratkonzentration von 30 uM) in 0,5 ml PBS inkubiert und anschlielRend die Menge
der gebildeten Oxygenierungsprodukte mittels RP-HPLC analysiert. Anhand der
gebildeten Oxygenierungsprodukte wurde die Effizienz des Substratumsatzes
abgeschatzt.
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Vergleicht man die relativen Oxygenierungsaktivitaten aller getesteten
Lipidsubstrate mit der AA Oxygenierungsaktivitat der rekombinanten Knochenfisch
ALOX-Isoformen, stellt man fest, dass 5(S),15(S)- und 5(S),6(R)-DIHETE sowie die
beiden 18-HEPE Isomere [18(S)- und 18(R)-HEPE] gemessen an der Bildung von
Lipoxin- bzw. Resolvinderivaten keine guten Substrate darstellen (Tab. 8) (203). Auch die
relative Oxygenierungsaktivitat von ANA liegt fur alle ALOX-Isoformen deutlich unter der
von AA. Interessanter Weise werden 5(R/S)-HETE und 15(R/S)-HETE durch alle
Knochenfisch ALOX-Isoformen vergleichbar gut oder sogar besser oxygeniert als AA
(203). Fur die ALOX-Orthologen von Kaninchen (230) und Mensch (195) konnte
hingegen gezeigt werden, dass HETE-Isomere deutlich schlechtere Substrate als AA
darstellen.

Tab. 8: Substratspezifitit der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen mit komplexeren
Lipidsubstraten [Roigas et al., 2022 (203)]. Die Substratspezifitdt der vermeintlichen Knochenfisch
ALOX15-Orthologen mit verschiedenen komplexeren Lipidsubstraten wurde wie im Methodenteil
beschrieben getestet. VergleichsgroRe war die AA Oxygenase-Aktivitdt bei gleicher Menge an
eingesetztem Lysatiliberstand und gleicher Substratkonzentration (30 uM), welche 100 % gesetzt wurde.
Anhand dieser VergleichsgroRe wurden die relativen Oxygenierungsaktivitaten der verschiedenen
Lipidsubstrate berechnet. Fir Lipidsubstrate, die kaum enzymatisch umgesetzt wurden (es konnte in den
entsprechenden RP-HPLC Chromatogrammen kein Produktpeak identifiziert werden), ist die relative
Oxygenierungsaktivitat mit 1 % angegeben.

relative
Oxygenierungsaktivitat
Spezies (%) Hauptprodukte
N. P. S.
furzeri nyererei formosus
AA 100 100 100

5(R/S)-HETE  209,9 2426 393,3 5,12-DIHETE
15(R/S)-HETE 78,2 202,4 508,3 8,15-DIHETE

ANA 18,5 34,9 77 HETE-ANA
18(S)-HEPE 95 20,9 1,0 n.i.
18(R)-HEPE 3,7 4,8 1,0 n.i.
5(S),15(S)- 1,0 1,0 1,0 n.i.
DIHETE

5(S),6(R)- 1,0 1,0 1,0 n.i.
DIHETE

Zusammenfassung: Die relative Oxygenierungsaktivitit der meisten getesteten
komplexeren Lipidsubstrate liegt fir alle Knochenfisch ALOX-Isoformen deutlich unter
der Oxygenierungsaktivitit von AA. 5(R/S)- und 15(R/S)-HETE werden jedoch
vergleichbar gut oder sogar besser als AA oxygeniert.
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3.7.3 Aktivitat der rekombinanten Enzyme unter normoxischen und hyperoxischen

Bedingungen
Lipoxygenasen sind Enzyme, die atmospharischen Sauerstoff als zweites Substrat

verwenden. Fur verschiedene ALOX-Isoformen von Saugetieren konnte gezeigt werden,
dass die Affinitat dieser Enzyme zum Sauerstoff sehr hoch ist, da Ku-Werte im Bereich
von 10-26 uM bestimmt werden konnten (231). Fur das AA 15-lipoxygenierende Enzym
aus P. aeruginosa gilt das jedoch nicht. Mit einem Ku-Wert fur Sauerstoff von 400 uM
liegt die Sauerstoffaffinitat dieses Enzyms deutlich unter der aller bisher gemessenen
Saugetier ALOX-Isoformen (232).

*% Abb. 37: Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf die
A ' ,ﬂ| AA Oxygenierung ausgewahlter Knochenfisch ALOX-
Isoformen [Nach Abb. 7, Roigas et al., 2022 (203)]. Die
Lysatiberstéande der rekombinanten Expression wurden fiir
Messungen der AA Oxygenase-Aktivitat (Material und
Methoden) verwendet. Die Reaktionsansatze wurden mit
Luft (Normoxie) bzw. Sauerstoffgas (Hyperoxie) equilibriert.
Nach 3 min wurde die Inkubation gestoppt und die Menge
der gebildeten AA Oxygenierungsprodukte wurde mittels
RP-HPLC quantifiziert. Unter beiden
— Reaktionsbedingungen wurden 3 unabhangige
Reaktionsansatze (n=3) durchgefiihrt und Mittelwert +
Standardabweichung wurden bestimmt. Der Mittelwert der
relativen katalytischen Aktivitat unter normoxischen
Bedingungen wurde 100 % gesetzt. Die erhaltenen Daten
wurden mit dem ungepaarten T-Test statistisch
ausgewertet. A) Vermeintliche N. furzeri-ALOX15. B)
Vermeintliche P. nyererei-ALOX15. C) Vermeintliche S.
formosus-ALOX15.
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Um abzuschatzen, ob sich die vermeintlichen ALOX15-Orthologen der
ausgewahlten Knochenfische hinsichtlich ihrer Sauerstoffaffinitat eher wie die Saugetier
ALOX-Isoformen oder die P. aeruginosa ALOX verhalten, wurden vergleichende
Messungen mit allen rekombinant exprimierten Enzymen durchgefuhrt. Das fur diese
Untersuchungen eingesetzte Zellhomogenat der vermeintlichen S. formosus-ALOX15
stammt aus E. coli, wahrend fur die vermeintlichen ALOX15-Orthologen von N. furzeri
und P. nyererei Sf9-Zellhomogenate verwendet wurden. Die Messungen wurden unter
normoxischen (Reaktionspuffer ist Luft-gesattigt, Sauerstoffkonzentration von ca.
160 uM) und hyperoxischen (Reaktionspuffer ist Sauerstoff-gesattigt,
Sauerstoffkonzentration von ca. 800 uM) Bedingungen durchgefuhrt. Sollte es sich bei
diesen ALOX-Isoformen um Enzyme mit geringer Sauerstoffaffinitat handeln, konnte
erwartet werden, dass die AA Oxygenaseaktivitaten in den hyperoxischen
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Reaktionsansatzen deutlich Uber denen liegen sollten, die unter normoxischen
Bedingungen gemessen werden. Um diese Informationen zu erhalten, wurden die
Enzyme Uber 3 Minuten mit AA unter normoxischen und hyperoxischen Bedingungen
inkubiert und die Menge an gebildeten Produkten mittels RP-HPLC analysiert.

Die Auswertung des Experiments zeigte fur die rekombinant exprimierten Enzyme
von P. nyererei und S. formosus keine deutliche Erhohung der Produktmenge im
hyperoxischen Reaktionsansatz. Fur das Enzym aus S. formosus beobachteten wir eine
leichte Erniedrigung der katalytischen Aktivitat unter hyperoxischen Bedingungen
(Abb. 37C), wobei der Unterschied auch statistisch signifikant war (p < 0,05, ungepaarter
T-Test). Auch fur das Enzym aus P. nyererei war die katalytische Aktivitat unter
hyperoxischen Bedingungen etwas geringer, wobei auch hier der Unterschied statistisch
signifikant war (Abb. 37B, p < 0,001, ungepaarter T-Test).

Diese Daten deuten darauf hin, dass sich die Sauerstoffaffinitat der vermeintlichen
Knochenfisch ALOX15-Orthologen eher wie die entsprechenden Affinitaten der Saugetier
ALOX15-Orthologen verhalt (203). Der leichte Ruckgang der katalytischen Aktivitat unter
hyperoxischen Bedingungen konnte auf eine mogliche Sauerstofftoxizitat fur die Enzyme
zurlckzufihren sein. Einige proteinogene Aminosauren (z.B. Cys, Met, Trp) sind
oxidationsempfindlich und koénnen bei erhdohten Sauerstoffkonzentrationen oxidiert
werden. Wenn es sich bei diesen Aminosauren um Bestandteile des aktiven Zentrums
handelt, konnte eine solche Aminosaureoxidation zu einem teilweisen Verlust der
katalytischen Aktivitat fuhren.

Die Analyse der gebildeten Produktmengen zeigte, dass die vermeintliche
ALOX15 von N. furzeri unter hyperoxischen Bedingungen eine ca. 50 % hohere
katalytische Aktivitat aufweist (Abb. 37A), wobei der Unterschied zwischen den
Reaktionsbedingungen statistisch signifikant war (p < 0,01, ungepaarter T-Test). Da die
Sauerstoffkonzentration in den hyperoxischen Reaktionsansatzen ca. 5-mal hoher ist als
in den normoxischen Proben, kann geschlussfolgert werden, dass eine Verfunffachung
der Sauerstoffkonzentration nur eine 50%ige Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit
zur Folge hatte. Zusammengenommen deuten diese Daten darauf hin, dass auch dieses
Enzym bereits unter normoxischen Bedingungen nahe am Sattigungsbereich flr

Sauerstoff arbeitet.

Zusammenfassung: Die vermeintlichen ALOX15-Orthologen der untersuchten
Knochenfische besitzen eine hohe Affinitdt fiir Sauerstoff, wobei keine exakte
Bestimmung des Ku-Wertes fiir Sauerstoff durchgefiihrt wurde.
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3.8 Membranoxygenaseaktivitat

In vorherigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass viele Saugetier ALOX15-
Orthologen [Mensch (195), Schwein (233), Kaninchen (48)] die Fahigkeit zur
Oxygenierung von Biomembranen besitzen. Um zu untersuchen, ob die vermeintlichen
ALOX15-Orthologen der Knochenfische auch eine Membranoxygenaseaktivitat
aufweisen, wurden die Knochenfischenzyme sowie die Kaninchen-ALOX15 als
Positivkontrolle fur 15 Minuten mit Modellbiomembranen [submitochondriale Partikel
(SMP)] inkubiert und die dabei entstandenen Produkte wurden mittels RP-HPLC
analysiert. Bei den verwendeten SMPs handelt es sich um Vesikel der Innenmembran
von Rinderherzmitochondrien. Vor der Durchfuhrung des Experiments wurden die
Mengen des eingesetzten Lysatuberstandes fur die Knochenfisch ALOX-Isoformen und
die Kaninchen-ALOX15 anhand ihrer Arachidonsaureoxygenaseaktivitat so angepasst,
dass eine vergleichbar hohe Arachidonsaureoxygenaseaktivitat eingestellt wurde.

Inkubiert man Lipoxygenasen mit Biomembranen, wird ein Teil der in den
Membranen enthaltenen Polyenfettsauren, die uberwiegend in den
Membranphospholipiden vorkommen, oxygeniert. Extrahiert man die Membranlipide und
hydrolysiert die Esterlipide, konnen die bei dieser Reaktion gebildeten oxygenierten
PUFAs in der RP-HPLC bei einer Wellenlange von 235 nm quantifiziert werden.
Gleichzeitig konnen im gleichen chromatographischen Lauf die bei der alkalischen
Hydrolyse freigesetzten PUFAs (hauptsachlich Arachidonsaure und Linolsaure) bei einer
Wellenlange von 210 nm quantifiziert werden. Setzt man die Summe aus oxygenierten
PUFAs und nicht-oxygenierten PUFAs 100 %, kann der prozentuale Anteil der
oxygenierten PUFAs ermittelt werden. Dieser Wert kann als geeignetes Mal} fur die
Membranoxygenaseaktivitdt von ALOX-Isoformen verwendet werden. Er liegt bei
unbehandelten Biomembranen deutlich unter 0,1 %.

Dieser Wert gibt an, dass in den unbehandelten Modellmembranen von 1000
PUFA-Resten hochstens einer als oxygeniertes Derivat vorliegt (NEK). Nach der
Inkubation der Modellmembranen mit der Kaninchen-ALOX15 stieg der
Oxygenierungsgrad der Membranlipide auf 5,6 % an, was einer Verfunfzigfachung des
Oxygenierungsgrades gleichkommt. Unter diesen Bedingungen lagen also mehr als 5 %
der Membranlipide als oxygenierte Derivate vor. Da die oxygenierten Membranlipide sich
in der Lipiddoppelschicht der Membran nicht gleichmalig verteilen, sondern hydrophile
Cluster bilden, kommt es dazu, dass die Barrierefunktion der Membranen beeintrachtigt
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wird. Solche funktionellen Beeintrachtigungen wurden bereits bei Oxygenierungsgraden
von 1-2 % beobachtet (234).

Ein Beispielchromatogramm, welches die Bildung der Oxygenierungsprodukte
durch die Kaninchen-ALOX15 demonstriert, ist in Abbildung 38 dargestellt. Wurde das
Chromatogramm bei 235 nm (Absorptionsmaximum der konjugierten Diene der
oxygenierten PUFAs) verfolgt, konnten die PUFA-Oxygenierungsprodukte nachgewiesen
werden (Panel A). Diese wurden unter unseren Analysebedingungen mit einer
Retentionszeit von ca. 8 Minuten eluiert und sind durch das typische UV-Spektrum der
konjugierten Diene (Inset) gekennzeichnet. Leider konnten unter den angewandten
analytischen Bedingungen die zu erwartenden dominanten Oxygenierungsprodukte 13-
HODE und 15-HETE nicht voneinander getrennt werden. Eine solche Trennung war
jedoch fur die Beantwortung der Frage, ob Biomembranen als Substrat fur die ALOX-
Isoformen fungieren, primar nicht bedeutsam. Die Elution der nicht-oxygenierten
Polyenfettsauren wurde bei 210 nm (Panel B) verfolgt. Dabei konnten zwei dominante
PUFA-Peaks identifiziert werden, die uber ihre Retentionszeiten als Arachidonsaure und
Linolsaure identifiziert werden konnten.

|10k Abb. 38: RP-HPLC Chromatogramme
! der Membranoxygenaseaktivitat der
- Kaninchen-ALOX15 [Roigas et al.,
2022 (198)]. Das gereinigte Enzym

o0 =0 ™ wurde mit den Modellmembranen (1,4
J ravelenah om mg Membranprotein/ ml PBS) fiir
15 min bei Raumtemperatur inkubiert.

10 20 30 40 Die entstandenen Hydroperoxyderivate
wurden mit NaBHs reduziert, die
Membranlipide wurden extrahiert und
die Esterlipide wurden unter milden
alkalischen Bedingungen hydrolysiert.

Die bei der Hydrolyse entstandenen
H , \ freien Fettsdurederivate wurden mittels
b RP-HPLC analysiert. A)

10 fl’tention time (m?;f) 40 Chromatogramm bei 235 nm zur

Detektion der konjugierten Diene

(oxygenierte PUFAs) und typisches UV-Spektrum der konjugierten Diene (Inset), B) Chromatogramm bei

210 nm zur Detektion der verseiften nicht-oxygenierten PUFAs. Das UV-Spektrum wurde zu der mit *
gekennzeichneten Zeit aufgenommen.

>

absorbance at 235 nm

relative absorbance

os)

absorbance at 210 nm

:

Abbildung 39 zeigt die Membranoxygenaseaktivitat des vermeintlichen ALOX15-
Orthologs aus P. nyererei. Auch hier ist bei 235 nm ein Peak erkennbar, der durch ein
charakteristisches UV-Spektrum konjugierter Diene (Inset) ausgezeichnet ist. Dieser
Peak ist aber deutlich kleiner als bei den Experimenten mit der Kaninchen-ALOX15
(Abb. 38).
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Abb. 39: RP-HPLC Chromatogramme
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konjugierten Diene (Inset). B) Chromatogramm bei 210 nm zur Detektion der freien nicht-oxygenierten
PUFAs. Das UV-Spektrum wurde zu der mit * gekennzeichneten Zeit aufgenommen.

relative absorbance

absorbance at 235 nm

absorbance at 210 nm

Unter den getesteten Knochenfisch ALOX-lIsoformen weist das Enzym aus
P. nyererei jedoch die hochste Membranoxygenaseaktivitat auf (Tab. 9). Im Vergleich zur
Kaninchen-ALOX15 sind die beobachteten Membranoxygenierungsaktivitaten fur die
ALOX15-Orthologen von N. furzeri und P. nyererei jedoch deutlich geringer, obwohl die
AA-Oxygenierungsaktivitaten der verwendeten Enzyme durch Verdlinnung zu Beginn
des Versuchs synchronisiert wurden (die fur P. nyererei nachgewiesene
Membranoxygenaseaktivitat macht weniger als 5 % der Aktivitat des Kaninchenenzyms
aus). Somit lagen die quantifizierten Oxygenierungsgrade der Membranlipide flr
N. furzeri und P. nyererei nahe der Nichtenzym-Kontrolle (NEK), wahrend die
S. formosus-ALOX15 keine Membranoxygenierungsaktivitat aufwies (Tab. 9) (198).

Tab. 9: Relative Membranoxygenaseaktivitit ausgewahlter ALOX15-Orthologen [Roigas et al., 2022
(198)]. Die Membranoxygenaseaktivitat wurde wie im Methodenteil beschrieben quantifiziert. Als Kontrolle
und Vergleich diente die ALOX15 des Kaninchens. Die Summe aus oxygenierten und nicht-oxygenierten
Polyenfettsduren fir jede Inkubation wurde 100 % gesetzt und der relative Anteil (%) der oxygenierten
Fettsauren wurde errechnet.

Spezies Anteil der oxygenierten
Polyenfettsauren in den
Membranlipiden (%)

NEK 0,05+ 0,03
Kaninchen 5,6 £0,33
N. furzeri 0,04 £ 0,01
P. nyererei 0,21+£0,2
S. formosus 0
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Zusammenfassung: Die vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische weisen
im  Vergleich zur Kaninchen-ALOX15 eine sehr geringe (< 5 %)
Membranoxygenaseaktivitat auf, wenn diese katalytischen Aktivitiaten auf identische
Arachidonsaureoxygenaseaktivitiaten normiert wurden.

3.9 Untersuchungen mit schweren Sauerstoffisotopen ('30,)

Bei der Lipoxygenasereaktion wird atmospharischer Sauerstoff in das
Substratfettsduremolekll eingebaut. Um dies experimentell nachzuweisen, wurden
Untersuchungen durchgefiihrt, bei denen die Arachidonsaureoxygenierung unter '80,-
Atmosphare durchgefuhrt wurde. Dazu wurden sowohl die rekombinanten Knochenfisch
ALOX15-Orthologen von N. furzeri und P. nyererei, die im Sf9-Zellsystem exprimiert
wurden, als auch das Enzym aus S. formosus, welches aus E. coli stammte, eingesetzt.
Zu diesem Zweck wurde zunachst der Reaktionspuffer, der 20 yM Arachidonsaure als
Substrat enthielt, durch intensives Spulen mit Argongas anaerobisiert. Anschlie3end
wurde der Reaktionsansatz mit '0,-Gas equilibriert und die Reaktion durch Zugabe von
teilweise anaerobisiertem Enzym (Inkubation der Enzympraparation fur 30 min auf Eis
unter Argonatmosphare) gestartet. Die Reaktion wurde nach 15 min durch Zugabe von
NaBH4 gestoppt, die entstandenen Produkte (HETE-Isomere) wurden mittels RP-HPLC
prapariert und in der Massenspektrometrie analysiert. Dabei wurden die relativen
Intensitaten der Massenionen bei m/z 319 (entspricht dem Molekulargewicht von HETE-
Isomeren mit einem '%O-Atom in der OH-Gruppe) und bei m/z 321 (entspricht dem
Molekulargewicht von HETE-Isomeren mit einem '80-Atom in der OH-Gruppe)
miteinander verglichen. Zu Vergleichszwecken wurden identische Experimente
durchgefiihrt, bei denen die Reaktionsmischung nach dem Spllen mit Argongas mit 60,
Gas equilibriert wurde.

Die Analysen, die in Tabelle 10 zusammengefasst sind, zeigten, dass bei den
Umsétzen, die unter '802-Atmosphare durchgefiihrt wurden, dominant ein Atom 80 in
die Produkte eingebaut wurde. Dies war sowohl fur das Hauptprodukt 12-HETE als auch
fur das Nebenprodukt 8-HETE der Fall. Bei beiden Produkten konnte ein geringer Einbau
(ca. 10 %) von "0 nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis kann vor allem dadurch
erklart werden, dass zum Einen bei der Anaerobisierung der Reaktionsmischung (Spulen
mit Argongas) der Luftsauerstoff (®0O2) nicht vollstandig aus der Reaktionsmischung
ausgetrieben wurde. Zum Anderen ist es wahrscheinlich, dass bei der Lagerung der
Enzympraparation unter Argonatmosphare nicht der komplette Luftsauerstoff aus der
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Enzympraparation entfernt wurde. Leider war es nicht mdglich, den Luftsauerstoff aus
der Enzympraparation effektiver zu entfernen, da bei einer Spulung der
Enzympraparation mit Argongas oder bei einer Sekurierung der Enzympraparation das
Enzym komplett inaktiviert wurde. Deshalb konnten mit entsprechend behandelten
Enzympraparationen keine verlasslichen in vitro Aktivitatsmessungen durchgefuhrt

werden.

Tab. 10: Einbau der Sauerstoffisotope 0 und '®0 in die Reaktionsprodukte, wenn die AA
Oxygenierung durch die Knochenfisch ALOX-Isoformen von N. furzeri, P. nyererei und S. formosus
unter '®0z-Atmosphire durchgefiihrt wurde [Roigas et al., 2022 (198)]. AA Oxygenase-Aktivitdtsassays
wurden wie in Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt. Die dominanten Reaktionsprodukte
(Summe von 12-HETE und 8-HETE) wurden mittels RP-HPLC (siehe Material und Methoden) préapariert
und anschlieRend mittels LC-MS (siehe Material und Methoden) analysiert. Aus den Intensitaten der
Molekulargewichtsionen (m/z 319 fiir '0-Einbau, m/z 321 fiir '®0-Einbau) wurde der prozentuale Anteil
des Einbaus der beiden Sauerstoffisotope in beiden Hauptprodukten errechnet.

180/160-Einbau unter '®0,-Atmosphére

Spezies 12-HETE 8-HETE

180 (%) 160 (%) 180 (%) 160 (%)
N. furzeri 90,8 9,2 87,0 13,0
P. nyererei 89,9 10,1 90,3 9,7
S. formosus 91,8 8,2 89,0 11,0

Zusammenfassung: Wurde die Arachidonsaureoxygenierung durch die vermeintlichen
ALOX15-Orthologen von N. furzeri, P. nyererei und S. formosus unter ®0,-Atmosphire
durchgefiihrt, ergab sich, dass dominant '®0 in die Hauptoxygenierungsprodukte
eingebaut wurde.

3.10 Ortsgerichtete Mutagenese
3.10.1 Mutageneseuntersuchungen zur Anwendbarkeit der A-vs.-G-Hypothese
Wie unter 3.6.2 beschrieben, konnte 12(S)-HETE fur alle vermeintlichen ALOX15-

Orthologen der Knochenfische als Hauptprodukt identifiziert werden. Das entsprechende

Produktenantiomer 12(R)-HETE wurde nur in Spuren nachgewiesen, was fur eine hohe
Reaktionsspezifitat der ALOX-Isoformen spricht. Allerdings wurden bei allen drei
getesteten Knochenfisch ALOX-Isoformen zusatzlich kleine Mengen an 8(R)-HETE
gefunden. Hier war das entsprechende Produktenantiomer [8(S)-HETE] ebenfalls nur in
geringen Mengen nachweisbar. Vergleicht man die Aminosauresequenzen der drei
Knochenfischenzyme miteinander, stellt man fest, dass bei allen Enzymen und auch bei
der ALOX1 des Zebrafischs die Coffa-Determinante (siehe 1.6) durch ein Glycin
reprasentiert wird (Abb. 40).
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Daniol5 NP 955912.1 QVFQLLSHLLRTHLMVEVICVATLRQLPAVHPIYKLLTPHLRYTLEINCRGRTQLLSPEG 419

SclerolS XP 018588735.1 QVFQVLSHLLRTHLVIEVFCVATLRQLPAVHPIYKLLTPHLRYTLEINCRGRTQLISSNG 417
Nothol5_ XP_015813570.1 QVFQLLSHLLRTHLVVEVFCVATLRQLPAVHPIYKLLAPHLRYTLEINCRGRTQLISANG 419
Pundal5 XP 005753048.1 QVFQLLSHLLRTHLVVEVFCVATLRQLPAVHPIYKLLAPHLRYTLEINCRGRTQLISANG 419

Abb. 40: Aminosauresequenzalignment der Coffa-Region ausgewidhlter Knochenfisch ALOX-
Isoformen [Roigas et al., 2022 (198)]. Dargestellt sind die Aminosauresequenzen der Coffa-Region der
vermeintlichen ALOX15-Orthologen von D. rerio, S. formosus, N. furzeri und P. nyererei. Die Coffa-
Determinante (Glycin) ist blau markiert, das zur Coffa-Determinante N-terminal benachbarte Arginin ist
grun markiert.

Nach der A-vs.-G-Hypothese musste es sich bei diesen Enzymen um dominante
R-Lipoxygenasen handeln. Dies war jedoch nicht der Fall (siehe Abb. 27). Damit scheinen
sich die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen ahnlich wie die Zebrafisch-
ALOX1 (20) nicht an die A-vs.-G-Hypothese zu halten. Da aber bei der
Arachidonsaureoxygenierung der hier charakterisierten vermeintlichen ALOX15-
Orthologen der Knochenfische auch 8(R)-HETE als Nebenprodukt gebildet wurde, haben
wir versucht, durch ortsgerichtete Mutagenesen die Reaktionsspezifitat der
vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen dahingehend zu verandern, dass der
8(R)-HETE Anteil reduziert wird. Bei diesen Experimenten wurden zwei komplementare
Mutagenesestrategien verfolgt:

i) Das Glycin (Coffa-Determinante) an Position 410 bzw. 408 wurde durch ein
Alanin ersetzt. Diese Strategie entspricht 1:1 der A-vs.-G-Hypothese und sollte zu einer
weiteren Erhdhung des Anteils von 12(S)-HETE an der Produktmischung fuhren. Diese
Experimente waren vor allem fur das vermeintliche ALOX15-Orthologe von S. formosus
interessant, da hier der relative Anteil von 8(R)-HETE an der Produktmischung fast 40 %
betrug (Abb. 27).

ii) Das zur Coffa-Determinante N-terminal benachbarte positiv geladene Arginin an
Position 409 bzw. 407, das bei den Knochenfisch ALOX-Isoformen hoch konserviert zu
sein scheint, wurde durch ein neutrales Isoleucin ersetzt. Dadurch wurde eine positive
Ladung entfernt, was fur die Substratbindung am aktiven Zentrum der Enzyme
bedeutsam sein konnte.

In Abbildung 41 sind RP-HPLC Chromatogramme fur ausgewahlte Mutanten der
vermeintlichen ALOX15 von N. furzeri zusammengestellt. Aus diesen Daten geht hervor,
dass der Gly410Ala Austausch zu einer Halbierung der 8(R)-HETE Bildung fuhrt.
Entsprechend stieg der Anteil von 12(S)-HETE an der Produktbildung auf tber 80% an.
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A 1278 HETE Abb. 41: Reaktionsspezifitit von Wildtyp und
Mutanten der vermeintlichen N. furzeri-ALOX15

[Nach Abb. 8, Roigas et al., 2022 (198)]. Das

Wildtypenzym, dessen Gly410Ala- und Arg409lle-

2 m‘ = Mutanten wurden in Sf9-Zellen exprimiert und fir

A Aktivitdtsassays  (Material und  Methoden)

4 eingesetzt. Die dominanten Reaktionsprodukte
wurden mittels RP-HPLC (Material und Methoden)

prapariert (Hauptchromatogramme) und

anschlieBend durch NP/CP-HPLC (Insets) weiter

analysiert A) Wildtypenzym. B) Gly410Ala-

\ /\ i Mutante. é) Arg409lle-Mutante.
Ein noch drastischerer Anstieg der
12(S)-HETE Bildung konnte fir Gly410Ala

L Mutanten der ALOX-Isoformen  aus
* retention time (min) * P. nyererei und S. formosus beobachtet

absorbance at 235 nm

absorbance at 235 nm

absorbance at 235 nm

werden. Die Gly410Ala Mutanten der beiden Enzyme wandelten AA ausschlief3lich zu
12(S)-HETE um (Tab. 11). Der Anteil von 8(R)-HETE an der Gesamtproduktmischung
ging von 21 % bzw. 43 % auf Null zurlck (Tab. 11). Ein Arg409lle Austausch induzierte
eine gegenlaufige Veranderung im Produktmuster. Bei dieser Enzymmutante kam es fur
das vermeintliche ALOX15-Orthologe von N. furzeri zu einem deutlichen Anstieg der
8(R)-HETE Bildung, sodass 12(S)-HETE und 8(R)-HETE in vergleichbaren Mengen
gebildet wurden (Abb. 41C). Ahnliche Veranderungen in der Reaktionsspezifitat wurden
auch fur die vermeintlichen ALOX15-Orthologen von P. nyererei und S. formosus
beobachtet (Tab. 11). Damit ist die A-vs.-G-Hypothese teilweise auf die ausgewahlten

Knochenfisch ALOX-Isoformen anwendbar (198).

Tab. 11: Muster der dominanten AA Oxygenierungsprodukte [12(S)-HETE, 8(R)-HETE] der
Wildtypenzyme der vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische und von ausgewéhlten
Punktmutanten [Roigas et al., 2022 (198)]. Die Wildtypenzyme und die spezifizierten Punktmutanten
wurden als rekombinante N-terminale His-tag Fusionsproteine in Sf9-Zellen (N. furzeri WT, Gly410Ala- und
Arg409lle-Mutante, P. nyererei WT, Gly410Ala- und Arg409lle-Mutante) oder E. coli (S. formosus WT,
Gly408Ala- und Arg407lle-Mutante) exprimiert und die erhaltenen Zelllysatiiberstande wurden
anschlieBend fiur Aktivititsassays (siehe Material und Methoden) eingesetzt. Die dominanten
Oxygenierungsprodukte (siehe Abb. 41) wurden mittels RP-HPLC prapariert und anschlieBend durch
NP/CP-HPLC weiter analysiert.

8(R):12(S)-Verhaltnis (%)

Spezies Wildtyp Mutante Mutante
Gly—» Ala  Arg —» lle

N. furzeri 15:85 7:93 40:60

P. nyererei 21:79 0:100 41:59

S. formosus  43:57 0:100 51:49
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Zusammenfassung: Die vermeintlichen ALOX15-Orthologen der Knochenfische halten
sich nur teilweise an die A-vs.-G-Hypothese, da sie ein Gly als Coffa-Determinante
tragen, aber vorwiegend 12(S)-HETE bilden. Ein Gly410(408)Ala Austausch fiihrt zu
einer starken Reduktion der 8(R)-HETE Bildung, was konsistent mit der A-vs.-G-
Hypothese ist. Ein Arg409(407)lle Austausch fiihrt zu einer deutlichen Erh6hung des
8(R)-HETE Anteils.

3.10.2 Mutageneseuntersuchungen zur Anwendbarkeit des Triadenkonzepts

Das Triadenkonzept (siehe 1.4) wurde entwickelt, um die Reaktionsspezifitat
verschiedener Saugetier ALOX15-Orthologen mit AA als Substrat zu erklaren (15- oder
12-lipoxygenierende ~ ALOX15-Orthologe). Es  beruht  darauf, dass die
Triadendeterminanten 15-lipoxygenierender ALOX15-Orthologen durch Aminosauren mit
sperrigen Seitenketten reprasentiert werden, wodurch das Substrat AA nur bis zu einer
bestimmten Tiefe in die Substratbindungstasche gleiten kann und der Einbau des
molekularen Sauerstoffs somit am 15. Kohlenstoffatom der AA erfolgt. FUr die humane
ALOX15 konnten folgende Aminosauren als Triadendeterminanten identifiziert werden:
Phe353 (Borngraber 1), lle418 und Met419 (Sloane Determinanten) und 1€593
(Borngraber 2). Schaut man sich die Triadendeterminanten der ausgewahlten
vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen an, stellt man fest, dass die Sloane
Determinanten nicht durch ein Isoleucin und ein Methionin, sondern durch zwei Valine
reprasentiert werden, die deutlich kleinere Seitenketten tragen (Abb. 42). Diese Daten
wurden rein formal zu den erhaltenen Ergebnissen passen, dass es sich bei diesen

ALOX-Isoformen um AA 12-lipoxygenierende Enzyme handelt (Abb. 26).

Daniol5 NP 955912.1 IFKRVVSTGGEGLLILAQREYKVLTYRSLOPKFDFLDRGVTKVKGYVYRDYSLMLWDVIQ 479
Sclerol5 XP 018588735.1 IFKRVVSTGGEGLLVLAQKEYKVLTYRSLOPSVDFHERGVTKLKGYFYKEDSMMLWDATH 477
Nothol5 XP 015813570.1 IFKRVVSTGGDGLLILAQREYKVLTYRSLQPHYDFSDRGVSQLPNYFYREHSLMLWEAVH 479
Pundal5 XP 005753048.1 [FKRVVSTGGDGLLILAQREYKVLTYRSIQPLYDFCDRGVSQLPNYFYKDHSLMLWEATH 479

Abb. 42: Sequenzalignment der Region der Triadendeterminanten ausgewahlter vermeintlicher
Knochenfisch ALOX15-Orthologen [Roigas et al., 2022 (198)]. Dargestellt sind die
Aminosauresequenzen der Region, in der sich die Triadendeterminanten der vermeintlichen ALOX15-
Orthologen von D. rerio, S. formosus, N. furzeri und P. nyererei befinden. Die Sloane Determinanten (Valin
und Valin) sind gelb markiert.

Sollten sich die Knochenfischenzyme tatsachlich an das Triadenkonzept halten,
sollte ein Austausch der beiden kleinen Valine durch das lle+Met Motiv, das bei den
meisten AA 15-lipoxygenierenden Saugetier ALOX15-Isoformen an dieser Stelle
anzutreffen ist, zu einer Anderung der Reaktionsspezifitdt in Richtung einer vermehrten
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Bildung von 15-HETE fuhren. Um diese Hypothese zu uberprufen, haben wir durch
ortsgerichtete Mutagenesen die Valine an Position 422(424) und 423(425) durch das
lle+Met Motiv ersetzt. Dabei wurde festgestellt, dass die erzeugten Doppelmutanten flr
alle Knochenfisch ALOX-Isoformen zwar katalytisch aktiv waren, dass aber keine
Veranderungen in der Reaktionsspezifitat der AA Oxygenierung beobachtet werden
konnten.

Ein Beispielchromatogramm fur die ALOX-Isoform aus N. furzeri ist in Abbildung
43 gezeigt. Ahnliche Chromatogramme wurden fiir die ALOX-Isoformen aus P. nyererei
und S. formosus erhalten (Daten nicht gezeigt). Aus diesen Daten kann geschlussfolgert
werden, dass das Triadenkonzept auf die ausgewahlten ALOX-Isoformen der
Knochenfische nicht anwendbar ist (198). Da dieses Konzept auf alle bisher untersuchten
Saugetier ALOX15-Orthologen anwendbar ist (31), kann daraus geschlussfolgert
werden, dass es sich bei den ALOX-Isoformen der Knochenfische nicht um orthologe
Enzyme der Saugetier ALOX15-Orthologen handelt.

A 12/8-HETE
l Abb. 43: Reaktionsspezifitit von Wildtyp
und V4241+V425M-Mutante der
vermeintlichen N. furzeri-ALOX15 [Roigas
et al., 2022 (198)]. Das Wildtypenzym und
dessen V4241+V425M-Mutante wurden in Sf9-
4 8 12

Zellen exprimiert und fir Aktivitdtsassays
(Material und Methoden) eingesetzt. Die
dominanten Reaktionsprodukte wurden mittels
RP-HPLC (Material und Methoden) prapariert.
A) Wildtypenzym. B) Val424lle+Val425Met-
Mutante.

absorbance at 235 nm

4 8 12 . .. :
retention time (min) Die Borngraber 1 Determinante

wird bei den verschiedenen Knochenfisch ALOX-Isoformen, wie bei der humanen
ALOX15, durch ein Phe357/359 reprasentiert. Daher haben wir im Rahmen der
vorliegenden Arbeit auf Mutationen dieser Triadendeterminante verzichtet.

Zusammenfassung: Die Sloane Determinanten sind fiir die Reaktionsspezifitat der
Knochenfisch ALOX-Isoformen nicht bedeutsam. Der Einbau groBer Aminosauren an
den Sloane Determinanten verandert die Reaktionsspezifitat der Enzyme nicht. Damit
lasst sich das Triadenkonzept nicht auf die Knochenfisch ALOX-Isoformen anwenden.
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3.10.3 Vergleichende Untersuchungen zur spezifischen Aktivitat ausgewéahlter

Punktmutanten der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen

Mutageneseuntersuchungen konnen irrefuhrend sein, da manche Punktmutanten
nur mangelhaft exprimiert werden und damit die katalytische Aktivitdat in den
Lysatuberstanden deutlich geringer ausfallt. Das hatte auch Auswirkungen auf die
Interpretation der Produktspezifitat der rekombinanten Enzyme. Sind die
Enzymaktivitaten in den Lysatuberstanden gering, machen sich bei der Produktanalyse
Autoxidationsprodukte, die bereits im angebotenen Fettsduresubstrat vorhanden sind
oder wahrend der Inkubation entstehen, deutlich starker bemerkbar, was zu
Fehlinterpretationen der Produktspezifitat fuhren wirde. Sollten rekombinante Enzyme
nur auf einem niedrigen Niveau exprimiert werden, durfen diese Ergebnisse aber nicht
dahingehend interpretiert werden, dass sich die spezifischen Aktivitaten der mutierten
Enzyme von den Wildtypenzymen unterscheiden. Um die spezifische Aktivitat der durch
ortsgerichtete Mutagenese erzeugten Punktmutanten der Knochenfisch ALOX-Isoformen
vergleichend abschatzen zu konnen, wurde versucht, die Mengen der in den
Lysatuberstanden vorhandenen Fusionsproteine mit Hilfe eines Anti-His-tag-Antikorpers
im Western Blot zu quantifizieren (Abb. 44) und die ermittelten ALOX-Proteinmengen
dann ins Verhaltnis zu den gemessenen ALOX-Aktivitaten zu setzen. Dafur wurden
zunachst jeweils 7,5 ul des Lysatuberstandes zur SDS-PAGE aufgetragen.

A on AR 56 78 B 12 s 4 5 Abb. 44: Western Blot-Analysen der
by | vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-
» i Py Orthologen. Fir diese Analysen wurden
b = ee WWes == Alquots der Lysatliberstinde  der

Expressionsansatze aufgetragen und die
.- i § =4 rekombinanten His-tag Fusionsproteine
wurden mit Hilfe eines Anti-His-tag-
Antikdrpers spezifisch angefarbt. A) M =
Molekulargewichtsmarker, lane 1 = N. furzeri
Wildtyp (101 pug Gesamtlysatprotein in 7,5
pl), lane 2 = N. furzeri G410A-Mutante (54 ug Gesamtlysatprotein in 7,5 pl), lane 3 = N. furzeri R409I-
Mutante (36 ug Gesamtlysatprotein in 7,5 pl), lane 4 = N. furzeri V424l + V425M-Mutante (54 ug
Gesamtlysatprotein in 7,5 pl), lane 5 = P. nyererei Wildtyp (113 pg Gesamtlysatprotein in 7,5 pl), lane 6 =
P. nyererei G410A-Mutante (54 ug Gesamtlysatprotein in 7,5 pl), lane 7 = P. nyererei R409l-Mutante
(101 pg Gesamtlysatprotein in 7,5 pl), lane 8 = P. nyererei V4241 + V425M-Mutante (62 ug
Gesamtlysatprotein in 7,5 pl). Fir beide Knochenfischspezies wurden Aliquots des Lysatliberstandes aus
der Expression im Sf9-Zellsystem aufgetragen. B) lane 1 = S. formosus Wildtyp (64 ug Gesamtlysatprotein
in 7,5 yl), lane 2 = S. formosus V422l + V423M-Mutante (83 pg Gesamtlysatprotein in 7,5 pl), lane 3 =
S. formosus Wildtyp (27 pg Gesamtlysatprotein in 3,75 pl), lane 4 = S. formosus G408A-Mutante (32 ug
Gesamtlysatprotein in 3,75 pl), lane 5 = S. formosus R4071-Mutante (114 ug Gesamtlysatprotein in 3,75 pl).
Die in lane 1 und 2 aufgetragenen Aliquots stammen aus der Expression der vermeintlichen S. formosus-
ALOX15 im Sf9-Zellsystem. Die in lane 3-5 aufgetragenen Aliquots stammen aus der bakteriellen
Expression des Enzyms. Hier wurden 7,5 ul des 1:2 mit PBS verdiinnten Lysatiiberstandes aufgetragen.
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Aus Abbildung 44 st ersichtlich, dass in den Lysatuberstanden aller
Expressionsansatze ein His-tag Fusionsprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 70
kDa nachgewiesen werden konnte. Anhand der Bandenintensitaten Iasst sich ableiten,
wie gut (oder schlecht) die jeweilige Punktmutante im Vergleich zum Wildtypenzym in
den rekombinanten Expressionssystemen exprimiert wurde.

Nach Eichung des Western Blots mit einer bekannten Menge der His-tag-ALOX
aus M. fulvus konnte aus den Bandenintensitaten darauf geschlossen werden, wie viel
ng ALOX-Protein sich in den 7,5 ul des aufgetragenen Lysatuberstandes befand. Diese
Bezugsgrolle (Menge an ALOX-Protein pro definiertem Volumen Lysatuberstand) wird
fur die spatere Abschatzung der spezifischen Enzymaktivitat benatigt.

Um die relativen spezifischen Enzymaktivitaten der exprimierten ALOX-Varianten
einschatzen zu konnen, wurde als zweites Mall die katalytische Aktivitat der
Enzympraparate bestimmt. Dazu wurde die Menge an konjugierten Dienen im
Standardaktivitatsassay bestimmt und auf die Menge des ALOX-Proteins normiert.
AnschlieRend wurde die katalytische Aktivitat des Wildtypenzyms 100 % gesetzt und die
relativen spezifischen Aktivitaten der anderen ALOX-Varianten berechnet (Tab. 12).

Es sollte an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass es sich bei diesem
methodischen Vorgehen nicht um eine exakte Quantifizierung der spezifischen
katalytischen Aktivitaten handelt. Deshalb waren z.B. exakte Berechnungen der
molekularen Umsatzraten mit diesem Vorgehen nicht moglich. Um solche kinetischen
Konstanten zu ermitteln, hatten die Enzyme zur elektrophoretischen Homogenitat
gereiningt werden mussen, was uns, wie unter 3.5 beschrieben, nicht gelang.

Aus Tabelle 12 ist ersichtlich, dass die G410A-Mutanten von N. furzeri und
P. nyererei eine (bei P. nyererei sogar 5fach) hohere spezifische Aktivitat besitzen als
das jeweilige Wildtypenzym. Im Gegensatz dazu betragt die spezifische Aktivitat der
G408A-Mutante von S. formosus nur knapp ein Funftel der Wildtypaktivitat. Die
spezifischen Aktivitaten der Arg-zu-lle-Mutanten sind zwar deutlich reduziert
(Restaktivitaten von 4-20 % im Vergleich zu den Wildtypenzymen). Trotzdem zeigen die
Veranderungen in der Reaktionsspezifitat einen hoch spezifischen Charakter. Diese
Daten deuten darauf hin, dass die Fettsdureoxygenierung auch bei den Mutanten
vollstandig durch das Enzym kontrolliert wird. Bei der Mutation der Sloane-Determinanten
kam es hingegen zu einem starken Abfall der relativen spezifischen Aktivitaten (0,8-2 %
Restaktivitaten im Vergleich zum Wildtypenzym).
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Tab. 12: Relative spezifische Aktivitaten der rekombinant exprimierten Wildtypenzyme und
Punktmutanten von N. furzeri, P. nyererei und S. formosus. Erlauterungen siehe Text. * Expression in
Sf9-Zellen, # Expression in E. coli.

Spezies Enzymvariante Relative spezifische Aktivitat (%)
N. furzeri Wildtyp* 100,0
G410A* 128,3
R4091* 21,9
V4241+V425M* 1,9
P. nyererei Wildtyp* 100,0
G410A* 524,2
R4091* 10,5
V4241+V425M* 1,5
S. formosus Wildtyp* 100,0
V4221+V423M* 0,8
Wildtyp* 100,0
G408A*# 18,9
R4071# 4,2

Zusammenfassung: Die spezifischen katalytischen Aktivititen der hergesteliten
Mutanten unterschieden sich von entsprechenden Wildtypenzymen. Fiir einige G-zu-A
Mutanten konnten hohere spezifische Aktivititen (gain-of-function mutations)
beobachtet werden. Bei den R-zu-l Mutanten sank die spezifische Aktivitat deutlich ab,
wobei das Produktmuster hoch spezifisch blieb.
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4 Diskussion
41 ALOX-Gene in Knochenfischen und Zuordnung der Knochenfisch ALOX-

Isoformen zu humanen Isoformen

4.1.1 Verbreitung von ALOX-Genen in Knochenfischen

In vorbereitenden Untersuchungen haben wir die Datenbanken (Protein- und
Gendatenbanken des NCBI) nach potenziellen ALOX-Sequenzen durchsucht (siehe
2.2.1.1). Die Proteindatenbank umfasste zum Zeitpunkt der Suche 54 verschiedene
Knochenfischspezies und es konnten bei einem Grofteil der Spezies verschiedene
ALOX-Sequenzen gefunden werden (u.a. ALOX15B, ALOX12, ALOXS5, ALOXE3). Die
identifizierten ALOX-Sequenzen einiger ausgewahlter Knochenfischspezies sind in
Tabelle 13 zusammengestellt. Bei diesen Sequenzen waren die proteinogenen
Eisenliganden hoch konserviert, was dafurspricht, dass es sich um katalytisch aktive
Proteine handelt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ALOX-Isoformen in
Knochenfischen weit verbreitet vorkommen. Unter den in der Proteindatenbank
gelandeten Treffern waren jedoch nur sieben als ALOX15 annotierte Sequenzen, was
dafurspricht, dass ALOX15-Orthologe im Gegensatz zu anderen Isoformen (z.B.
ALOX15B, ALOX12, ALOX5, ALOXE3) bei Knochenfischen deutlich weniger verbreitet
sind. An dieser Stelle muss erwahnt werden, dass die ALOX1 des Zebrafisches (D. rerio),
welche zum Zeitpunkt der initialen Datenbanksuche als ALOX15 annotiert war, seit Mai
2021 als Arachidonsaure 12S-lipoxygenierendes Enzym bezeichnet wird. Diese
Aktualisierung des Datenbankeintrags musste vor allem deshalb durchgefihrt werden,
weil funktionelle Untersuchungen zu diesem Enzym gezeigt hatten, dass dieses Protein
AA zu 12S-HETE umwandelt und sich weder an das Triaden-Konzept noch an das A-vs.-
G-Konzept halt (20).

Um die Frage zu beantworten, ob echte ALOX15-Gene bei Knochenfischen
nachgewiesen werden kdnnen, haben wir uns die Annotierung der fur die identifizierten
vermeintlichen ALOX15-Orthologen kodierenden Gene angeschaut und sind hier auf
einige Widerspruche gestolden. So kodiert das entsprechende Gen von N. furzeri (ID:
107384708) nach der Annotierung durch das NCBI fur ein Arachidonsaure 15-
lipoxygenierendes Enzym, wahrend es nach der Annotierung durch Ensembl als alox712
bezeichnet wird. Gleiches gilt fur das entsprechende Gen von P. nyererei (ID:
102199447).

136



Tab. 13: Vorkommen von ALOX-Genen in den Genomen ausgewdihlter Knochenfischspezies. Die
ALOX-Gene ausgewahlter Knochenfischspezies wurden aus der Gendatenbank des NCBI extrahiert. Zur
Identifizierung der proteinogenen Eisenliganden wurden die dazugehdrigen Aminosauresequenzen mittels
dualen Alignments mit Hilfe des Programms Emboss Needle mit der Aminosauresequenz der
entsprechenden humanen ALOX-Isoform verglichen.

Spezies LOX-Gen Gen ID Protein GroRe Eisenliganden
(Amino-
sduren)
Mensch ALOX12 239 NP_000688.2 663 H360+H365
H540+N544+1663
ALOX5 240 NP_000689.1 674 H368+H373
H551+N555+1674
ALOXE3 59344 NP_001159432.1 843 H540+H545
H720+N724+1843
ALOX15B 247 NP_001132.2 676 H373+H378
H553+S557+1676
Atlantischer alox12 106608934 XP_014062649.1 670 H367+H372
Lachs H547+N551+1670
alox5a 100194803 NP_001133304.1 674 H368+H373
H551+N555+V674
si.dkey-17e16.9, 106607999 XP_014061064.1 669 H367+H372
hydroperoxide H546+N550+1669
isomerase
ALOXE3
Regen- alox12 110500350 XP_021433348.2 670 H367+H372
bogenforelle H547+N551+1670
alox5 110502637 XP_036816206.1 674 H368+H373
H551+N555+V674
LOC110534564, 110534564 XP_036789706.1 671 H368+H373
hydroperoxide H548+N552+1671
isomerase
ALOXE3
Medaka alox12 101174953 XP_004080050.2 739 H436+H441
H616+N620+1739
alox5a 101160835 XP_004077181.1 673 H367+H372
H550+N554+V673
Atlantischer alox12 105889668 XP_012671030.2 669 H366+H371
Hering H546+N550+1669
alox5a 105909748 XP_012693864.1 674 H368+H373
H551+N555+V674
si.dkey-17e16.9, 105910728 XP_031430649.1 668 H365+H370
hydroperoxide H545+N549+M668
isomerase
ALOXE3
Hecht alox12 105027651 XP_010898127.2 669 H366+H371
H546+N550+1669
alox5a 105010608 XP_010868315.1 674 H368+H373
H551+N555+V674
LOC105029908, 105029908 XP_034143865.1 632 H321+H326
hydroperoxide H504+N508+L632
isomerase
ALOXE3
LOC105029901, 105029901 XP_010901767.1 669 H367+H372
alox15B H546+N550+1669
GroRe alox12 111223569 XP_022603483.1 669 H366+H371
Bernstein- H546+N550+1669
makrele alox5a 111235185 XP_022619245.1 674 H368+H373
H551+N555+V674
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Fur S. formosus ist die Annotierung insofern widerspruchlich, als dass das Gen
(ID: 108922837), welches fur die aktualisierte ALOX-Sequenz (XP_018588735.2, siehe
2.2.1.2) kodiert, nach der Annotierung durch Ensembl als alox72 bezeichnet wird, dieses
Protein jedoch in der Datenbank des NCBI als ALOXS5 annotiert ist. Aus den im Rahmen
dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen zur funktionellen Charakterisierung der
ALOX-Isoform aus S. formosus wissen wir aber, dass es sich um ein vorrangig 12S-
lipoxygenierendes Enzym handelt, wodurch die Annotierung des Gens als alox12
plausibler erscheint.

Far den Zebrafisch (D. rerio) ist das entsprechende Gen (ID: 322732) derzeit
einheitlich als alox72 annotiert. Auch die fur die nachtraglich aus der NCBI-
Proteindatenbank geldéschten ALOX15-Sequenzen von H. burtoni und T. rubripes
kodierenden Gene (IDs: 102289271, 101070898) sind als alox12 annotiert und es wurden
fur diese Knochenfischspezies neue Eintrage fur 12S-lipoxygenierende Enzyme zur
Datenbank hinzugefiugt (XP_042069301.1, XP_029696807.1, XP_029696806.1, April
2022).

Aus diesen teils widerspruchlichen Annotierungen der
Knochenfischlipoxygenasen in den verschiedenen Datenbanken, aus den kurzlich
vorgenommenen Annotierungsveranderungen und aus den derzeitig verfugbaren
funktionellen Daten zu diesen Enzymen muss geschlussfolgert werden, dass die
Datenbankannotierungen, die sich wesentlich auf Sequenzvergleiche stutzen, nicht
immer mit den ermittelten Funktionsdaten der verschiedenen ALOX-Isoformen in
Ubereinstimmung zu bringen sind. Es ist durchaus mdglich, dass eine bei der
Genomsequenzierung neu entdeckte ALOX-Isoform falschlicherweise als ALOX15
annotiert wird, spatere funktionelle Untersuchungen jedoch darauf hinweisen, dass
dieses Enzym funktionell eher als ALOX12 klassifiziert werden muss. Deshalb sollten
Datenbankannotierungen in Abwesenheit von Funktionsdaten immer mit Vorsicht
interpretiert werden.

Zusammenfassend fuhrten unsere Datenbanksuche und unsere Experimente zur
funktionellen Charakterisierung von Knochenfisch ALOX-Isoformen zu zwei wesentlichen
Schlussfolgerungen: i) ALOX-Gene kommen in den Genomen von Knochenfischen wie
auch in landlebenden und marinen Saugetieren weit verbreitet vor. ii) Bisher konnte
keines dieser ALOX-Gene zweifelsfrei als ALOX15-Ortholog identifiziert werden. Diese
Schlussfolgerung wird durch kurzliche Untersuchungen zum Vorkommen von ALOX15-
Orthologen bei Ursaugern (Prototheria) unterstutzt. In den derzeit sequenzierten
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Prototheria Genomen konnten zwar auch ALOX-Gene nachgewiesen werden (31).
Keines dieser Gene scheint jedoch fur eine echte ALOX15 zu kodieren. Im Gegensatz
dazu konnten in Metatheria echte ALOX15-Orthologen nachgewiesen werden (31).
Sollten sich diese vorlaufigen Ergebnisse bestatigen, muss davon ausgegangen werden,
dass ALOX15-Orthologe im Rahmen der Prototheria-Metatheria Transition evolutionar
eingefuhrt wurden. Diese Schlussfolgerung wirde bedeuten, dass die EinflUhrung von
ALOX15-Orthologen ein evolutionar junges Ereignis zu sein scheint und dass die meisten
irdischen Lebewesen auch ohne ALOX15 auskommen.

Diese Ergebnisse bedeuten jedoch nicht, dass ALOX15-Orthologen in irdischen
Lebewesen, die unterhalb der Metatheria einzuordnen sind, niemals vorkommen. Ein
vereinzeltes Vorkommen ist durchaus moglich. Der Verbreitungsgrad von ALOX15-
Orthologen scheint aber bei irdischen Lebewesen, die unterhalb der Metatheria
einzuordnen sind, deutlich geringer zu sein als bei Eutheria. Fur andere ALOX-Isoformen
(z.B. ALOX5, ALOX12, ALOX12B) ist die Situation grundlegend anders. Orthologe dieser
menschlichen Enzyme konnten in den Genomen der derzeit sequenzierten

Knochenfische weit verbreitet nachgewiesen werden.

4.1.2 Zuordnung der Knochenfisch ALOX-lsoformen zu murinen und humanen

Isoformen

Der Vergleich der Aminosauresequenzen der Knochenfisch ALOX-Isoformen mit
denen der humanen und murinen ALOX-Isoformen erlaubte aufgrund der geringen
Aminosaureidentitat (39-48 %) keine eindeutige Zuordnung zu einer der humanen oder
murinen ALOX-Isoformen. Da aber eine Zuordnung der Knochenfischlipoxygenasen zu
einer der humanen ALOX-Isoformen fur die Evolution von Lipoxygenasen von grofem
Interesse war, erfolgte ein Vergleich der GroRe sowie der Exon-Intron-Struktur der drei
ausgewabhlten vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Gene mit den Genen der humanen
ALOX-Isoformen. Durch simplen GroRenvergleich der Gene liel3 sich ausschlie3en, dass
die Zielgene fur ein Ortholog der humanen ALOXS5 kodieren. Auf3erdem konnten in den
Genomen der hier untersuchten Knochenfische eindeutige ALOX5-Gene nachgewiesen
werden (Gen IDs: 107375698, 102207629, 108921027). Die GroRRen der anderen
humanen ALOX-Gene waren denen der Knochenfischgene ahnlich, es konnten jedoch
Unterschiede in der Exon-Intron Organisation identifiziert werden. Zusammengenommen
wiesen die genomischen Strukturdaten darauf hin, dass die vermeintlichen Knochenfisch
ALOX15-Orthologen am nachsten mit der humanen ALOX15, ALOX15B bzw. ALOX12
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verwandt sein sollten. Um eine genauere Zuordnung zu erreichen, wurden die
Nukleotidsequenzidentitatsgrade der Gene, die fur die vermeintlichen Knochenfisch
ALOX15-Orthologen kodieren, mit den Gensequenzen verglichen, die flir die humanen
ALOX-Isoformen kodieren. Von den drei humanen ALOX-Genen, die die vorherigen
Filterschritte Uberstanden hatten, wies das Gen der humanen ALOX12 den hochsten
durchschnittlichen Identitatsgrad zu den Genen der vermeintlichen Knochenfisch
ALOX15-Orthologen auf (Tabelle 5). Einschrankend muss jedoch gesagt werden, dass
die Unterschiede in den Nukleotidsequenzidentitaten von humaner ALOX15, ALOX15B
und ALOX12 auf der einen Seite und den vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-
Orthologen auf der anderen so gering sind, dass eine endgultige Abschatzung des
Verwandtschaftsgrades auch auf der Basis der Genstrukturen nicht sehr fundiert
erscheint (Tabelle 5). Um die getroffene Vorhersage, dass die ausgewahlten
vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen funktionsaquivalente Enzyme der
humanen ALOX12 sind, zu untermauern bzw. zu widerlegen, sollten in dieser Arbeit

funktionelle Daten zu den Knochenfischenzymen gesammelt werden.

4.2 Expression und Charakterisierung von Knochenfisch ALOX-Isoformen

4.2.1 Expression in E. coli und in Sf9-Zellen

Um die verschiedenen Fragestellungen dieser Arbeit zu beantworten, wurden die
Wildtypenzyme von N. furzeri, P. nyererei und S. formosus sowie drei verschiedene
Enzymmutanten als rekombinante His-tag Fusionsproteine in pro- und/oder
eukaryotischen Expressionssystemen exprimiert.

Fir die heterologe Expression im prokaryotischen System (E. coli) wurden die aus
der Datenbank entnommenen cDNA-Sequenzen in einen bakteriellen Expressionsvektor
einkloniert, welcher eine Nukleotidsequenz fur ein N-terminales Hexa-His-tag-Peptid
enthalt. Kompetente E. coli Zellen wurden mit dem rekombinanten Expressionsplasmid
transformiert. Die Aktivitatsmessung erfolgte durch eine 10-minutige Inkubation der
rekombinanten Enzyme mit AA und anschlieBender HPLC-Analyse der gebildeten
Oxygenierungsprodukte. Die Analyse der RP-HPLC Chromatogramme zeigte, dass das
Wildtypenzym aus S. formosus mit hoher Aktivitat exprimiert wurde, wahrend die
Wildtypenzyme von N. furzeri und P. nyererei nur mit geringen Aktivitaten im
Lysatuberstand nachweisbar waren. Auf der Basis der Aktivitdtsassays war es jedoch
nicht moglich zu entscheiden, ob die Expressionshohen der rekombinanten Proteine
unterschiedlich waren oder ob der Unterschied auf differentielle spezifische Aktivitaten

140



der verschiedenen Enzyme zuruckzufuhren ist. Um die Expressionshohen der drei
vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen direkt zu quantifizieren, wurden
Western Blot-Analysen durchgefuhrt. Dabei konnte keine immunreaktive Bande im
Molekulargewichtsbereich zwischen 70-75 kDa im Lysatuberstand der ALOX-Expression
von N. furzeriund P. nyererei nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz
dazu war bei der Expression des S. formosus Enzyms eine immunreaktive Bande im
Western Blot sichtbar. Diese Daten belegen, dass die vermeintliche ALOX15 von
S. formosus in E. coli zufriedenstellend exprimiert wurde, wahrend das fur die beiden
anderen Enzyme nicht der Fall war. Die Ursachen fur die geringgradige Expression der
vermeintlichen ALOX15-Orthologen von N. furzeri und P. nyererei wurden im Rahmen
der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Eine mogliche Erklarung fur die
unterschiedlichen Expressionsniveaus der drei Enzyme konnte darin bestehen, dass bei
den schwach exprimierten Enzymen Triplets in der cDNA vorkommen, die in E. coli nur
unzureichend exprimiert werden. Obwohl die cDNA-Sequenzen vor den
Expressionsversuchen hinsichtlich ihrer Exprimierbarkeit in E. coli optimiert wurden,
gelingt es nicht immer, solche Triplets durch stumme Mutationen vollstandig zu
eliminieren. Ein weiterer Erklarungsansatz fur das geringe Expressionsniveau der
vermeintlichen ALOX15-Orthologen von N. furzeriund P. nyererei konnte darin bestehen,
dass die Enzyme zwar gut exprimiert werden, dass es aber kotranslational zu einer
Fehlfaltung der Proteine kommt. Fehlerhaft bzw. unvollstandig gefaltete Proteine kdnnen
intrazellular zu sogenannten ,inclusion bodies” aggregieren und sind haufig katalytisch
inaktiv. Inclusion bodies werden bei der Zentrifugation der Zellhomogenate
abzentrifugiert und erscheinen damit nicht im Lysatuberstand, der fur die Aktivitatsassays
und die Western Blots verwendet wurde. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
auch Western Blot-Analysen der Lysatpellets nach His-tag Fusionsproteinen
durchgefuhrt (Daten nicht gezeigt). Dabei konnten jedoch keine signifikanten Mengen an
His-tag Fusionsproteinen in den Zelltrimmern nachgewiesen werden. Das im
Lysatuberstand erhaltene niedrige Expressionsniveau der beiden vermeintlichen
ALOX15-Orthologen von N. furzeri und P. nyererei reichte jedoch aus, um eine
Grundcharakterisierung der rekombinanten Enzyme durchzufuhren.

Fur die Beschreibung komplexerer Enzymeigenschaften, wie z.B. die
Membranoxygenaseaktivitaten, war das niedrige Expressionsniveau der rekombinanten
Enzyme nicht ausreichend. Deshalb erfolgte zusatzlich eine Expression der

rekombinanten Proteine in Sf9-Insektenzellen. Hierfir musste zunachst ein
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rekombinanter Baculovirus-Shuttle-Vektor (Bacmid) hergestellt werden, der die
kodierenden Sequenzen der N-terminalen His-tag Fusionsproteine enthielt. Dieser
Shuttle Vektor wurde dann in die Sf9-Zellen transfiziert, was zur Entstehung von
rekombinanten Baculoviren fuhrte. Mit diesen rekombinanten Viren, welche die
genetische Information zur Expression der vermeintlichen ALOX15-Orthologen trugen,
wurden Sf9-Zellen infiziert, die dann die rekombinanten Proteine exprimieren sollten. Die
Aktivitatsmessung erfolgte wie bei den bakteriell exprimierten Enzymen unter
Verwendung von Sf9-Zelllysatuberstanden. HPLC-Analysen der AA
Oxygenierungsprodukte (Abb. 23 + 24) und Western Blot-Analysen (Abb. 22) haben
gezeigt, dass die Wildtypenzyme von N. furzeri und P. nyererei in Sf9-Zellen auf hohem
Niveau exprimiert werden konnten. Insektenzellen haben im Vergleich zu E. coli den
Vorteil, dass sie einen Groldteil der posttranslationalen Proteinmodifikationen
durchfuhren, wodurch die meisten Zielproteine korrekt gefaltet und katalytisch aktiv
exprimiert werden kdnnen.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass alle Wildtypenzyme und alle
Enzymmutanten erfolgreich als rekombinante N-terminale His-tag Fusionsproteine in pro-
und/oder eukaryotischen Expressionssystemen exprimiert werden konnten, obwohl die

Expressionsniveaus fur verschiedene Enzymvarianten durchaus unterschiedlich waren.

4.2.2 Enzymatische Charakterisierung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte u.a. untersucht werden, inwiefern sich
die katalytischen Eigenschaften der rekombinant exprimierten Knochenfisch ALOX-
Isoformen von denen hoherer Wirbeltiere unterscheiden. Dazu wurden
Aktivitatsmessungen durchgefuhrt, in denen die Konzentration des Substrats
Arachidonsaure, die Inkubationstemperatur sowie der pH-Wert und der Sauerstoffgehalt
der Substratlosung variiert wurden. Die Kuv-Werte fur die Arachidonsaureoxygenierung
lagen im Bereich von 41 bis 257 yM fur die getesteten Knochenfisch ALOX-Isoformen.
Damit liegen sie deutlich Uber den Ku-Werten, die fur die rekombinant exprimierte
humane ALOX15 (195) flr Arachidonsaure und die native ALOX15 des Kaninchens (207)
fur Linolsdure bestimmt werden konnten. Allerdings wurde zur kinetischen
Charakterisierung dieser beiden Enzyme 0,2 % Natriumcholat als Losungsvermittler
verwendet, was die Verfugbarkeit des Substrates fur das Enzym erhoht. Dies war bei den
Knochenfisch ALOX-Isoformen nicht der Fall. Im Gegensatz dazu wurden fur die
ALOX15-Orthologen des Gorillas (30) und von P. aeruginosa (206) ahnliche Ku-Werte
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fur Arachidonsaure ohne die Zugabe von Detergenzien bestimmt. Die teils sehr hohen
Ku-Werte der Knochenfisch ALOX-Isoformen deuten darauf hin, dass die in unseren
Experimenten eingesetzten Arachidonsaurekonzentrationen (120 uM) nicht ausreichten,
um Sattigungsbedingungen fur diese Enzyme zu erreichen.

Da Knochenfische uUberwiegend poikilotherme Organismen sind, also die
Temperatur ihrer Umgebung annehmen, konnten sich die Temperaturoptima der
rekombinant exprimierten ALOX-Isoformen von denen der Saugetiere (homoiotherme
Organismen) unterscheiden. Unsere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass die
Temperaturoptima der Arachidonsaureoxygenierung durch die Knochenfisch ALOX-
Isoformen bei 20 und 30 °C liegen, also in einem ahnlichen Bereich wie die von Saugetier
ALOX-Isoformen wie dem Gorilla und dem Opossum (30). Die fur die
Arachidonsaureoxygenierung errechneten Aktivierungsenergien sind zwar hoher als die
fur die Sojabohnen-LOX1 (204) sowie fur die quasi-LOX Aktivitat von Hamoglobin (205),
aber vergleichbar zu den bestimmten Werten von P. aeruginosa (206) und der
rekombinant exprimierten ALOX15 des Gorillas (30). Auch die fur die Knochenfisch
ALOX-Isoformen bestimmten pH-Optima sind vergleichbar mit denen anderer ALOX-
Isoformen wie der rekombinant exprimierten humanen ALOX15 (195) und liegen im
nahen physiologischen Bereich.

Die Affinitat zu molekularem Sauerstoff als Substrat ist fur Saugetier ALOX-
Isoformen sehr hoch, was sich in Kuw-Werten im Bereich von 10-26 pM (231)
widerspiegelt. Fur das Arachidonsaure 15-lipoxygenierende Enzym aus P. aeruginosa
gilt das jedoch nicht. Mit einem Ku-Wert fur Sauerstoff von 400 uyM liegt die
Sauerstoffaffinitat dieses Enzyms deutlich unter der aller bisher gemessenen Saugetier
ALOX-Isoformen (232). Es sollte an dieser Stelle noch darauf hingewiesen werden, dass
die bestimmten Ku-Werte fur Sauerstoff nicht fir die Enzyme, sondern fur die Enzym-
Fettsaure-Komplexe gelten. Nach der derzeitigen Theorie zur Lipoxygenasereaktion
(Abb. 1) kbnnen diese Enzyme keinen Sauerstoff binden. Obwohl bereits eine grolie
Anzahl von Kristallstrukturen fur verschiedene ALOX-Isoformen vorliegt, ist es bislang
noch nicht gelungen, einen Sauerstoffbindungsort an den Enzymen zu beschreiben.
Deshalb geht man derzeit davon aus, dass das Fettsaureradikal, welches in der ersten
Elementarreaktion des katalytischen Zyklus entsteht, als Sauerstoffbindungsort fungiert.
Da Fettsaureradikale eine hohe Sauerstoffaffinitat besitzen, erklaren sich die niedrigen
Sauerstoff-Ku-Werte der meisten ALOX-Isoformen. Bei der ALOX-Isoform von
P. aeruginosa, die einen hohen Sauerstoff-Kuy-Wert aufweist, scheint die
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Sauerstoffdiffusion innerhalb des Enzymproteins sterisch behindert zu sein, sodass der
atmospharische Sauerstoff das in der Substratbindungstasche gebundene
Fettsaureradikal nicht so leicht erreichen kann (232). Mutageneseuntersuchungen an
einer bestimmten Stelle des  Sauerstoffdiffusionswegs erleichterten die
Sauerstoffdiffusion innerhalb des Enzymproteins, was zu einer deutlichen Senkung des
Sauerstoff-Ku-Wertes flhrte (232).

Um die Sauerstoffaffinitat der rekombinant exprimierten Knochenfisch ALOX-
Isoformen  abzuschatzen, wurden Aktivitatsmessungen unter normoxischen
(Sauerstoffkonzentration im Reaktionspuffer von ca. 160 uM) und hyperoxischen
(Sauerstoffkonzentration im Reaktionspuffer von ca. 800 uM) Bedingungen durchgefuhrt.
Sollte es sich bei diesen ALOX-Isoformen um Enzyme mit geringer Sauerstoffaffinitat
handeln, konnte erwartet werden, dass die Arachidonsaureoxygenaseaktivitaten im
hyperoxischen Reaktionsansatz deutlich Uber denen liegen sollten, die unter
normoxischen Bedingungen gemessen werden. Fur die ALOX-Isoformen aus P. nyererei
und S. formosus konnten wir einen Abfall der Arachidonsaureoxygenaseaktivitaten unter
hyperoxischen Bedingungen beobachten, was durch die toxische Wirkung des
Sauerstoffs (Oxidation proteinogener Aminosauren im katalytischen Zentrum)
zuruckzufuhren sein kdnnte. Die Arachidonsaureoxygenaseaktivitat der ALOX-Isoform
aus N. furzeri stieg unter hyperoxischen Bedingungen um ca. 50 % an. Da die
Sauerstoffkonzentration unter diesen Bedingungen jedoch ca. 5-mal hoher war als unter
normoxischen Bedingungen, kann geschlussfolgert werden, dass dieses Enzym bereits
unter normoxischen Bedingungen nahe am Sattigungsbereich fur Sauerstoff arbeitet.
Zusammenfassend kann deshalb geschlussfolgert werden, dass sich alle getesteten
Knochenfisch ALOX-Isoformen hinsichtlich inrer Sauerstoffaffinitat eher wie die Saugetier
ALOX-Isoformen verhalten.

Die Fahigkeit zur Oxygenierung von Membranesterlipiden wurde als erstes fur die
Kaninchen-ALOX15 (48) beschrieben und spater konnte diese Eigenschaft auch fur die
ALOX15-Orthologen anderer Saugetiere (36, 195, 233) nachgewiesen werden. Auch die
ALOX15-Orthologen von marinen Saugetieren besitzen eine
Membranoxygenaseaktivitat, diese ist jedoch im  Vergleich zu ihrer
Fettsdureoxygenaseaktivitat 10fach niedriger (189). Ob ALOX-Isoformen von
Knochenfischen ebenfalls in der Lage sind, Membran-gebundene PUFAs zu
oxygenieren, ist bisher nicht untersucht worden. Um diese Frage zu beantworten, wurden

die rekombinant exprimierten Knochenfisch ALOX-Isoformen mit Modellbiomembranen
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[submitochondriale Partikel (SMP)] inkubiert und der prozentuale Anteil der oxygenierten
PUFAs ermittelt, welcher als geeignetes Mal} fur die Membranoxygenaseaktivitat von
ALOX-Isoformen herangezogen werden kann. Unsere Untersuchungen haben gezeigt,
dass die ALOX-Isoformen aus N. furzeri und P. nyererei im Vergleich zur Kaninchen-
ALOX15 eine sehr geringe (< 5 %) Membranoxygenaseaktivitat aufweisen, wenn diese
Aktivitaten auf identische Arachidonsaureoxygenaseaktivitdten normiert wurden. Die
ALOX-Isoform aus S. formosus zeigte keine Membranoxygenaseaktivitat. Da alle bisher
getesteten ALOX15-Orthologen Membran-gebundene PUFAs oxygenieren konnen,
deutet die fehlende Membranoxygenaseaktivitat der hier charakterisierten vermeintlichen
Knochenfisch ALOX15-Orthologen darauf hin, dass es sich bei diesen Enzymen nicht um
klassische ALOX15-Orthologe handelt.

Mit wenigen Ausnahmen akzeptieren ALOX15-Orthologe fast alle in
Saugetierzellen vorkommenden Polyenfettsauren als Substrate. Das gilt vor allem fir die
dominant vorkommenden n-6 (LA, AA, GLA) und n-3 (ALA, EPA, DHA) PUFAs. So sind
Arachidonsaure und Linolsaure gute Substrate fur die rekombinant exprimierte humane
ALOX15, wobei Linolsaure das bessere Substrat darstellt (Ku-Wert von 3 pM fir LA vs.
12 uM far AA) (195). Auch fur die ALOX15-Orthologen anderer Saugetiere wie Kaninchen
(207), Gorilla (30) und Spitzhornchen (235) stellen C18-PUFAs sehr gute Substrate dar,
welche auch gegenuber anderen Fettsauren (C20- und C22-PUFAs) bevorzugt
oxygeniert werden. Um zu testen, ob die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-
Orthologen eine ahnliche Substratspezifitat wie die Saugetier ALOX15-Orthologen
aufweisen, wurden die rekombinant exprimierten Proteine mit verschiedenen Fettsauren
(einzeln bzw. in einer Mischung) inkubiert und die gebildeten Oxygenierungsprodukte
mittels RP-HPLC quantifiziert. Unsere Untersuchungen ergaben, dass sich die
Substratspezifitaten der getesteten Knochenfisch ALOX-Isoformen deutlich von denen
der Saugetier ALOX15-Orthologen unterscheiden. So praferieren alle getesteten Enzyme
sowohl bei getrenntem als auch bei gemischtem Substratangebot C20-PUFAs (AA,
EPA), wahrend C18-PUFAs (LA, ALA, GLA) kaum oxygeniert werden. Auch DHA als
C22-PUFA wird in relevanten Mengen nur durch die ALOX-Isoform aus P. nyererei
metabolisiert. Ein solch deutlicher Unterschied in den Substratspezifitaten deutet darauf
hin, dass es sich bei den Knochenfisch ALOX-Isoformen nicht um ALOX15-Orthologe
handelt, sondern dass diese Enzyme funktionell naher mit anderen Saugetier ALOX-
Isoformen (z.B. ALOX12 oder ALOX15B) verwandt sein sollten. Aber auch eine
Zuordnung zu anderen Saugetier ALOX-Isoformen ist anhand der Substratspezifitat nicht
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sicher moglich. So bevorzugt die humane ALOX12, die Arachidonsaure wie die
Knochenfisch ~ ALOX-Isoformen  hauptsachlich zu  12(S)-HETE  oxygeniert,
Docosahexaensaure als Substrat, wenn diese in einem Gemisch mit Arachidonsaure und
Eicosapentaensaure angeboten wird (208). Zwischen ihrem murinen Orthologen, der
Alox12, und den Knochenfisch ALOX-Isoformen besteht aber insofern eine Ahnlichkeit,

als dass diese Linolsaure als C18-PUFA ebenfalls nur schlecht metabolisiert (209).

4.2.3 Lipoxin- und Resolvinsynthaseaktivitdt von Knochenfisch ALOX-Isoformen
Lipoxine [5,6,15-TriHETE (Lipoxin A) und 5,14,15-TriHETE (Lipoxin B)] sind anti-
inflammatorische bzw. pro-resolutorische Mediatoren, die in vivo hauptsachlich auf zwei
moglichen Wegen synthetisiert werden konnen (13): i) uber den ALOX5/ALOX15-Weg
oder uber den ALOX5/ALOX12-Weg. Der ALOX5/ALOX15-Weg kann entweder durch die
ALOX5 oder die ALOX15 initiiert werden. Wird er durch die ALOXS5 initiiert, metabolisiert

diese Arachidonsaure Uber die Bildung von 5-HpETE zu Leukotrien As (LTA4), welches

durch die ALOX15 zu einem 5S,6S,Epoxy-15S-Hydroxytetraen Intermediat metabolisiert
wird. Dieses kann dann zu Lipoxin A4 oder B4 hydrolysiert werden. Wird der Weg durch
die ALOX15 initiiert, oxygeniert dieses Enzym Arachidonsaure zu 15(S)-HpETE, welches
zu 15(S)-HETE reduziert wird. 15(S)-HpETE und 15(S)-HETE konnen dann durch die
ALOX5 zum 5S,6S,Epoxy-15S-Hydroxytetraen Intermediat metabolisiert werden,
welches wiederum zu Lipoxin As oder B4 hydrolysiert werden kann (212). Humane
polymorphkernige Neutrophile (PMNs) gelten als zellulare Modelle fur diesen
Lipoxinbiosyntheseweg (236), da in diesen Zellen sowohl die ALOX15 als auch die
ALOX5 exprimiert werden. Der ALOX5/ALOX12-Weg beginnt ebenfalls mit der Synthese
von LTA4 aus Arachidonsaure durch die ALOXS. LTA4 kann dann durch die ALOX12 zu
Lipoxin As oder B4 metabolisiert werden (237). Dieser Syntheseweg wurde initial in
gemischten Inkubationen aus PMNs und Thrombozyten charakterisiert (238-240).
Inkubiert man die 15-lipoxygenierenden ALOX15-Orthologen von Mensch,
Kaninchen und Orang-Utan mit 5(S)-HETE oder 5(S),6(R/S)-DIHETE, werden dabei
Lipoxine synthetisiert (28). Um zu untersuchen, ob auch die Knochenfisch ALOX-
Isoformen zur Synthese von Lipoxinen in der Lage sind, wurden diese mit 5(S),15(S)-
und 5(S),6(R)-DIHETE inkubiert und die gebildeten Oxygenierungsprodukte mittels RP-
HPLC quantifiziert. Wir konnten jedoch in den entsprechenden Chromatogrammen keine
den Lipoxinisomeren entsprechenden Peaks identifizieren, sodass geschlussfolgert
werden kann, dass die rekombinant exprimierten Knochenfisch ALOX-Isoformen keine
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bzw. nur eine sehr geringe Lipoxinsynthaseaktivitat aufweisen. Allerdings kam es bei der
Inkubation der Enzyme mit 5(R/S)- und 15(R/S)-HETE zu einer vermehrten Bildung von
Oxygenierungsprodukten, die wir als 5,12- und 8,15-DIHETE identifizieren konnten (siehe
3.7.2.1). Die relative Oxygenierungsaktivitat der Knochenfisch ALOX-Isoformen mit
5(R/S)- und 15(R/S)-HETE war vergleichbar mit der von Arachidonsaure oder sogar
hoher.

18-HEPE ist ein Hydroxyderivat von EPA, das im menschlichen Blut in groRRen
Mengen nachgewiesen wurde (213). Es kann aul3erdem durch die humane ALOXS5,
ALOX15B und ALOX12 zu pro-resolutorischen Resolvinen metabolisiert werden (210).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit haben wir die rekombinant exprimierten
Knochenfisch ALOX-Isoformen mit 18(R/S)-HEPE inkubiert, um ihre Fahigkeit zur
Resolvinsynthese zu untersuchen. Es konnte jedoch nur fur die ALOX-Isoformen aus
N. furzeri und P. nyererei die Bildung einer geringen Menge von
Oxygenierungsprodukten beobachtet werden, wobei es sich jedoch nicht um Resolvine
handelt. Zusammenfassend Iasst sich schlussfolgern, dass die rekombinant exprimierten
Knochenfisch ALOX-Isoformen keine bzw. nur eine geringe Resolvinsynthaseaktivitat
besitzen, wenn 18(R/S)-HEPE als Substrat angeboten wird.

4.2.4 Oxygenierung von Endocannabinoiden durch Knochenfisch ALOX-Isoformen

Endocannabinoide, wie Anandamid und 2-Arachidonylglycerol, binden in vivo an
spezifische G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die auf hohem Niveau im zentralen und
peripheren Nervensystem von Wirbeltieren exprimiert werden (214, 215). Sie sind u.a. an
der Fertilitatsregulation, dem sexuellen Verhalten (216) und der Schmerzwahrnehmung
(219) beteiligt und scheinen auch bei Knochenfischen eine Rolle zu spielen, so z.B. bei
der Regulation des zentralen und peripheren gonadotropen Systems (221, 222).

In vorherigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass Anandamid und 2-
Arachidonylglycerol durch die humane ALOX15, ALOX15B und ALOX12 effizienter
oxygeniert werden als Arachidonsaure (211). Durch die Oxygenierung kommt es zudem
zu einer Veranderung der biologischen Funktionen dieser Mediatoren (226-229). Auch
die ALOX15-Orthologen von Schwein und Kaninchen sowie die Sojabohnen-LOX1
oxygenieren Anandamid zu spezifischen Oxygenierungsprodukten, wobei die
Reaktionsraten denen der Arachidonsaureoxygenierung entsprachen (227). Die
chemische Struktur der Oxidationsprodukte konnte aufgeklart werden und es zeigte sich,
dass die Enzyme fur die Oxygenierung von Anandamid dieselbe Reaktionsspezifitat
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aufwiesen wie fur Arachidonsaure. Fur die murine Alox12 stellen Endocannabinoide
jedoch schlechtere Substrate als Arachidonsaure dar (211). Um zu untersuchen, wie sich
die  Knochenfisch  ALOX-Isoformen  hinsichtlich  der  Oxygenierung  von
Endocannabinoiden verhalten, wurden Anandamid und 2-Arachidonylglycerol in vitro mit
den rekombinant exprimierten Enzymen inkubiert und die dabei entstandenen
Oxygenierungsprodukte mittels RP-HPLC analysiert. Unsere Untersuchungen haben
gezeigt, dass Anandamid zwar von den Knochenfisch ALOX-Isoformen oxygeniert wird,
jedoch in deutlich geringerem Male als Arachidonsaure. Da die Umsatzraten so gering
waren, konnten wir die chemische Struktur der gebildeten Oxygenierungsprodukte leider
nicht aufklaren. Wenn man aber davon ausgeht, dass auch die Knochenfisch ALOX-
Isoformen ihre Reaktionsspezifitat bei der Oxygenierung von Anandamid beibehalten,
ware 12-HETE-ANA das wahrscheinlichste Oxygenierungsprodukt. Zusammenfassend
lasst sich schlussfolgern, dass die rekombinant exprimierten Knochenfisch ALOX-
Isoformen sich hinsichtlich der Anandamidoxygenierung eher wie die murine Alox12 und
nicht wie die humane ALOX15 verhalten.

4.3 Die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen folgen nicht
vollumfanglich dem Triadenkonzept

Das Triadenkonzept besagt, dass sich am Boden der U-formigen
Substratbindungstasche von ALOX15-Orthologen drei Aminosaurecluster [Borngraber 1
(241), Sloane (242) und Borngraber 2 (27)] befinden, die als Triadendeterminanten die
Reaktionsspezifitat der ALOX15-Orthologen maligeblich beeinflussen. Je kleiner die
Seitenketten dieser Aminosauren sind, desto tiefer kann Arachidonsaure in die
Substratbindungstasche hineingleiten, wodurch eine 12-Lipoxygenierung begunstigt
wird. Das Triadenkonzept wurde in den letzten Jahren fiur viele Saugetier ALOX15-
Orthologe bestatigt (28-30) und es konnten bislang keine Saugetier ALOX15-Orthologen
identifiziert werden, die diesem Konzept nicht folgen (28, 31). Das Triadenkonzept ist
teilweise auf ALOX12-Orthologe anwendbar. Es erklart jedoch nicht die
Reaktionsspezifitat von ALOX15B-Orthologen (29).

Die rekombinant exprimierten Knochenfisch ALOX-Isoformen tragen als
Triadendeterminanten ein Phe-357/359 (BG 1), Val-422/424 und Val-423/425 (SL) sowie
ein 11e-598/600 (BG Il), sodass man auf der Basis dieses Konzeptes eine AA 12-
Lipoxygenierung durch diese Enzyme postulieren kann. Diese Vorhersage konnten wir in
unseren funktionellen Untersuchungen bestatigen. Geht man davon aus, dass es sich bei
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den Knochenfisch ALOX-Isoformen um ALOX15-Orthologe handelt, wurde eine 12-
Lipoxygenierung auch mit der Evolutionshypothese der Reaktionsspezifitat von Saugetier
ALOX15-Orthologen vereinbar sein. Diese besagt, dass die ALOX15-Orthologen von
Hominiden AA 15-lipoxygenierende Enzyme sind, wahrend die ALOX15-Orthologen
anderer Saugetierspezies AA 12-lipoxygenierende ALOX15-Orthologe exprimieren. Da
Knochenfische in der Evolution unterhalb der Hominiden einzugruppieren sind, ist eine
AA 12-Lipoxygenierung mit der Evolutionshypothese gut vereinbar.

Sollten sich die Knochenfischenzyme vollstandig an das Triadenkonzept halten,
sollte ein Austausch der beiden kleinen Valine (Sloane Determinanten) durch das
Isoleucin+Methionin Motiv, das bei den meisten Arachidonsaure 15-lipoxygenierenden
Saugetier ALOX15-Isoformen an dieser Stelle anzutreffen ist, zu einer Anderung der
Reaktionsspezifitat in Richtung einer vermehrten Bildung von 15-HETE fuhren. Dies war
jedoch nicht der Fall (siehe 3.10.2). Auch bei der Zebrafisch LOX1, die an der Position
der Triadendeterminanten die gleichen Aminosauren (Val-Val-Motiv) (243) tragt, sowie
bei dem bereits untersuchten Enzym der Weichkoralle Gersemia fruticosa (244) fihrten
Mutationen an den Triadendeterminanten nur zu geringflugigen Veranderungen der
Reaktionsspezifitat. Bei der ALOX-Isoform der Weichkoralle konnte die grofdte
Veranderung durch Mutation der Borngraber 2 Determinante (Val609Trp) erreicht
werden. Um zu Uberprufen, ob die Borngraber Determinanten 1 und 2 die
Reaktionsspezifitat der Knochenfisch ALOX-Isoformen malgeblich beeinflussen,
mussten noch Untersuchungen an entsprechenden Mutanten, z.B. Phe357(359)Trp,
[1e598(600)Phe oder 11e598(600)Trp durchgefuhrt werden.

Zusammenfassend kann jedoch geschlussfolgert werden, dass die
Reaktionsspezifitat der vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologen mit dem
Triadenkonzept erklart werden kann und dass diese Enzyme der Evolutionshypothese
der ALOX15 entsprechen. Mutationen der SL-Determinanten fihren jedoch nicht zu einer
gravierenden Veranderung der Reaktionsspezifitat, sodass das Triadenkonzept auf diese
Enzyme nicht vollstandig anwendbar ist. Die Schlussfolgerung, dass das Triadenkonzept
auf die vermeintlichen Knochenfisch ALOX15-Orthologe nur teilweise anwendbar ist,
konnte dadurch erklart werden, dass es sich bei diesen Enzymen als auch bei der ALOX1
des Zebrafischs und der Weichkoralle (243) um phylogenetisch altere Enzyme handelt,
fur die die Konzepte der Reaktionsspezifitat von Saugetier ALOX15-Orthologen nicht
gelten. Andererseits ist es wahrscheinlich, dass es sich bei den vermeintlichen ALOX15-
Orthologen der Knochenfische gar nicht um Funktionsaquivalente der Saugetier
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ALOX15-Isoformen  handelt. Da das Triadenkonzept zur Erklarung der
Reaktionsspezifitat von Saugetier ALOX15-Orthologen erarbeitet wurde, mussen sich
andere ALOX-Isoformen nicht an dieses Konzept halten. Im Gegenteil, wenn das
Triadenkonzept nicht vollumfanglich die Reaktionsspezifitat einer neu entdeckten ALOX-
Isoform erklart, ist das ein Hinweis darauf, dass es sich bei diesem Enzym nicht um ein

Funktionsaquivalent der Saugetier ALOX15-Orthologen handelt.

4.4 Die Knochenfisch ALOX-Isoformen halten sich nicht vollstandig an die A-

vs.-G-Hypothese der Stereospezifitat

Zur Erklarung der stereospezifischen Mechanismen der Lipoxygenasereaktion
fuhrten Coffa und Brash im Jahr 2004 die ,Alanin-versus-Glycin-Hypothese® (,A-vs.-G-
Hypothese®) ein, nach der eine spezifische Aminosaure im katalytischen Zentrum der
ALOX-Isoformen (,Coffa-Determinante®) ausschlaggebend fur die Stereospezifitat der
Enzyme ist. Diese Aminosaure ist als Alanin in S-Lipoxygenasen und als Glycin in R-
Lipoxygenasen konserviert (43). Die A-vs.-G-Hypothese konnte durch Mutagenesen von
verschiedenen S- und R-ALOX-Isoformen bestatigt werden, bei denen ein Austausch der
Coffa-Determinante in den mutierten Enzymen dazu flhrte, dass die gebildeten
Oxygenierungsprodukte Uberwiegend in der jeweils anderen Konfiguration als die durch
das Wildtypenzym gebildeten Produkte vorlagen. Neuere Untersuchungen zeigten
jedoch, dass Ala-zu-Gly Mutationen bei einigen in Vertebraten vorkommenden S-
Lipoxygenasen (ALOX15-Orthologe von Kaninchen, Mensch, Rhesusaffe, Orang-Utan
und Maus sowie murine Alox5) nicht dazu fuhrte, dass uberwiegend (R)-H(p)HETE-
Isomere gebildet wurden, sondern dass diese lediglich einen Anteil von 10-30 % der
Gesamtprodukte ausmachten (20). Einige LOX-Isoformen, wie die LOX1 des
Zebrafisches (D. rerio) und das Enzym aus dem prokaryotischen Cyanobakterium Nostoc
sp. 7120 widersprechen sogar vollstandig der A-vs.-G-Hypothese. So tragt das
Zebrafischenzym ein Glycin als Coffa-Determinante, oxygeniert Arachidonsaure aber
exklusiv zu 12(S)-HETE (20). Um zu untersuchen, ob Veranderungen der
Seitenkettengeometrie an der Position der Coffa-Determinate die stereochemischen
Eigenschaften der Produkte beeinflussen, wurden verschiedene Mutanten der Zebrafisch
LOX1 erzeugt. Ein Austausch des Glycins an Position 410 zu einem Alanin fuhrte zu
keiner Veranderung des Produktmusters (20). Leider fuhrte der Einbau von Leucin und
Phenylalanin an dieser Stelle zur katalytischen Inaktivitat der Mutanten (20). Um auch

den Einfluss benachbarter Aminosauren zu untersuchen, wurden Doppelmutanten
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(Cys408Ser/Arg409lle  und  Thr412Ala/GIn413Val) mit  weniger  sperrigen
Aminosaureseitenketten erzeugt, wodurch eine 12(R)-Lipoxygenierung begunstigt
werden sollte. Leider waren auch diese Mutanten katalytisch inaktiv (20).

Die LOX-Isoform aus Nostoc sp. 7120 oxygeniert Linolsaure zu 9(R)-H(p)ODE,
tragt als Coffa-Determinante jedoch ein Alanin (245). Der Austausch zu einem weniger
sperrigen Glycin fuhrte zu keiner wesentlichen Veranderung des Produktmusters. Der
Einbau von Aminosauren mit noch grof3eren Seitenketten (Valin und Isoleucin) fuhrte
jedoch zur Bildung von uberwiegend 13(S)-H(p)ODE, wobei der Anteil dieses
Oxygenierungsprodukts mit zunehmendem Volumen der Aminosaureseitenketten
anstieg.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit rekombinant exprimierten Knochenfisch
ALOX-Isoformen verhalten sich ahnlich wie die Zebrafisch LOX1, da sie ein Glycin als
Coffa-Determinante tragen (sie mussten also nach der A-vs.-G-Hypothese R-LOXen
sein), Arachidonsaure jedoch hauptsachlich zu 12(S)-HETE oxygenieren. Der Austausch
von Glycin gegen Alanin fuhrte jedoch bei allen getesteten Enzymen zu einer deutlichen
Reduktion des Anteils an 8(R)-HETE (siehe 3.10.1). Dieser Effekt ist bei der ALOX-
Isoform aus S. formosus am deutlichsten zu sehen, hier konnte der 8(R)-HETE-Anteil von
43 % beim Wildtypenzym auf O % bei der Mutante reduziert werden. Die Mutation des
zur Coffa-Determinante N-terminal benachbarten positiv geladenen Arginins zu einem
neutralen Isoleucin hatte einen gegenlaufigen Effekt und fuhrte dazu, dass 12(S)- und
8(R)-HETE zu fast gleichen Anteilen durch alle Knochenfisch ALOX-Isoformen gebildet
wurden.

Die molekularen Mechanismen, auf denen die funktionellen Konsequenzen eines
A-zu-G Austausches beruhen, werden derzeit noch diskutiert. Der urspringliche
Erklarungsansatz von Coffa und Brash (43) beruhte auf der Annahme, dass molekularer
Sauerstoff durch die Lipoxygenase zielgerichtet zu einem bestimmten Kohlenstoffatom
des Kohlenstoff-zentrierten Fettsdureradikals transportiert wird (Hypothese der
SauerstoffzielfUhrung). Dabei ging man davon aus, dass die im Vergleich zu Glycin
volumindsere Seitenkette des Alanins die Sauerstoffpenetration zum C11 des
Kohlenstoff-zentrierten Fettsaureradikals blockiert, was eine 11(R)-Oxygenierung
verhindern wurde. Im Gegensatz dazu erlaubt die kleinere Seitenkette des Glycins eine
Oxygenierung an der 11(R)-Position. Dieser Ansatz wurde spater anhand von
strukturellen Daten der 8(R)-LOX aus Plexaura homomalla prazisiert (246). Ob der durch
einen Ala-zu-Gly Austausch induzierte Raumgewinn tatsachlich ausreicht, um die
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Sauerstoffdiffusion innerhalb des ALOX-Proteins so dramatisch zu verandern, kann
derzeit nicht abschlief3end eingeschatzt werden.

Die Hypothese der SauerstoffzielfUhrung bzw. die A-vs.-G-Hypothese sind jedoch
nicht die einzigen Ansatze zur Erklarung der stereochemischen Mechanismen der
Lipoxygenasereaktion. Bisher wurde das durch die initiale Wasserstoffabstraktion
entstehende Kohlenstoff-zentrierte Fettsaureradikal als planares radikalisches
Pentadiensystem gesehen, in welchem die Elektronendichte Uberall gleich ist. Wenn die
Elektronendichte jedoch an einer bestimmten Position innerhalb des Pentadiensystems
hoher ist, konnte dies dazu fuhren, dass die Sauerstoffinsertion nicht fur alle

Avs. G-Hypothese/ Kohlenstoffatome statistisch gleich

0, Sauerstoffzielfiihrung Radikaldislokation

wahrscheinlich ist, sondern an einem

R* Kohlenstoffatom wahrscheinlicher wird als an

L3

RCOO- y RCOO-
MW=V=V NV W=V den anderen. Um eine solche

Ungleichverteilung der Elektronendichte im
Pentadiensystem zu erreichen, gibt es mehrere

Pentadiendistorsion Radikalreduktion
Erklarungsmoglichkeiten:
, R
W ) ‘00 rRcoo- Abb. 45: Hypothesen zur Erklarung der
NV_\,\LRCOO MW V=V stereochemischen  Mechanismen der ALOX-

Reaktion [modifiziert nach Jansen et al., 2011 (20)].
Erlauterungen siehe Text.

i) Hypothese der Radikaldislokation: Die Lipoxygenase besitzt eine Aminosaure,
die im Bereich des Pentadiensystems das radikalische Elektron aufgrund einer positiven
Ladung anzieht und die Elektronendichte somit an einem der Kohlenstoffatome erhdht.
Leider konnten derartige Aminosauren bisher nicht eindeutig identifiziert werden. ii)
Hypothese der Pentadiendistorsion: Das planare symmetrische radikalische
Pentadiensystem liegt in der Substratbindungstasche strukturell deformiert vor. Dadurch
konnte sich ein raumlich asymmetrisch ausgerichtetes Radikal bilden (247), in dem die
Elektronendichte an einer bestimmten Position [z.B. die 15(S)-Position] hoher ist und
damit die Sauerstoffinsertion an dieser Position begunstigt wird. iii) Asymmetrische
Reduktion der Peroxyradikals: Wenn die Oxygenierung des Kohlenstoff-zentrierten
Fettsaureradikals reversibel ist (248), konnte diese willkirlich geschehen. Wenn die
anschliellende Reduktion des Sauerstoff-zentrierten Fettsaureperoxyradikals jedoch
stereoselektiv erfolgt, konnte sich ein stereospezifisches Produktmuster ergeben. Diese
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moglichen Hypothesen zur Erklarung der stereochemischen Mechanismen der
Lipoxygenasereaktion sind in Abb. 45 zusammengefasst.

Auch die Ausrichtung der Substratfettsqure in der Substratbindungstasche
(Carboxyl- oder Methyl-Ende voran) sowie der Zugangsweg zu dieser scheinen fur die
stereoselektive Oxygenierung eine Rolle zu spielen (249). Welche der Hypothesen die
Stereochemie der ALOX-Isoformen dominiert, ist derzeit noch unklar. Moglicherweise
handelt es sich auch um ein Zusammenspiel der verschiedenen Mechanismen, welches
fur die stark ausgepragte Reaktionsspezifitat eines Grofdteils der ALOX-Isoformen
verantwortlich ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die rekombinant exprimierten
Knochenfisch ALOX-Isoformen ahnlich wie die Zebrafisch LOX1 verhalten, da sie mit
einem Glycin als Coffa-Determinante hauptsachlich 12(S)-lipoxygenierende Enzyme
sind. Im Gegensatz zur Zebrafisch LOX1 fuhrte ein Gly410(408)Ala Austausch jedoch zu
einer starken Reduktion der 8(R)-HETE Bildung, was konsistent mit der A-vs.-G-
Hypothese ist. Die durch den Arg409(407)lle Austausch herbeigefuhrte Erhdhung des
8(R)-HETE Anteils kann moglicherweise durch das Fehlen der positiven Ladung des

Arginins im katalytischen Zentrum zurickgefuhrt werden.

4.5 Zusammenhang zwischen dem ALOX-Stoffwechsel von N. furzeri und den

Mechanismen seiner beschleunigten Alterung

Der einjahrige Knochenfisch Nothobranchius furzeri (Tarkiser
Prachtgrundkarpfling) bewohnt saisonale Frischwasserteiche in Sudostafrika und hat als
Folge der Anpassung an seinen Lebensraum eine durchschnittliche Lebensspanne von
nur 3 bis 7 Monaten (192). Unter laborchemischen Bedingungen existieren mehrere
Stamme mit unterschiedlicher Lebensspanne (199). Bei einigen Stammen wurden
Lebenspannen von weniger als 12 Wochen nachgewiesen, was N. furzeri zu der
Wirbeltierspezies mit der kurzesten Lebensspanne macht, die in Gefangenschaft
gehalten werden kann [bereits 2003 von Valdesalici et al. beschrieben (191)]. Zudem
weist N. furzeri ein rasches Wachstum und eine frUhe sexuelle Reifung auf (250).
Aufgrund dieser funktionellen Besonderheiten, durch die Etablierung gentechnischer
Modifizierungsmethoden  (251-254) und durch die Veroffentlichung eines
Referenzgenoms fur N. furzeri (255, 256), hat sich diese Knochenfischspezies in den
letzten Jahren zu einem Modellorganismus entwickelt, in dem Prozesse der

Wirbeltieralterung gut untersucht werden konnen.
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Um den Prozess des Alterns, welcher definiert ist als der kontinuierliche und
irreversible physiologische Verfall, dem die meisten Organismen unterliegen, besser zu
charakterisieren, erfolgte kurzlich eine Untergliederung dieses Prozesses in neun
Kategorien, die sogenannten ,biological hallmarks of aging“ (200). Zu diesen zahlen
Telomerverkurzung, mitochondriale Dysfunktion, zellulare Seneszenz (Wachstumsstopp
von Wirbeltierzellen nach einer bestimmten Anzahl von Mitosen), Verlust der
Proteostase, epigenetische Veranderungen, veranderte interzellulare Kommunikation,
Verbrauch von Stammzellen, genomische Instabilitat und ein dereguliertes Messen der
von den Zellen bendtigten Nahrstoffe (,deregulated nutrient sensing®). Untersuchungen
haben in den letzten Jahren gezeigt, dass viele der hallmarks of aging auch fur den
Alterungsprozess von N. furzeri relevant sind.

So konnte die Telomerverkurzung in Muskel- und Hautgewebe nachgewiesen
werden, indem Gewebeproben von 5 und 21 Wochen alten Tieren miteinander verglichen
wurden (201). Interessanter Weise ahnelte die Lange der Telomere von N. furzeri eher
der von humanen Telomeren (257) als der Lange von murinen Telomeren (258). Murine
Telomere sind deutlich grof3er als ihre humanen Strukturaquivalente. Wurden junge mit
alten Karpflingen verglichen, konnte eine zellulare Seneszenz sowie ein Anstieg an
Alterungsmarkern [Seneszenz-assoziierte -Galaktosidase und Lipofuszin (259) sowie
die Zellzyklusinhibitoren p21 und p16 (260)] in den alteren Tieren beobachtet werden.
Obwohl es keine direkten Studien zum Verlust der Proteostase gibt, sprechen die
alterungsassoziierte Hochregulation von Translation und ribosomalen Prozessen sowie
die erhohte Expression von Genen, die fur lysosomale Proteine kodieren (255, 261, 262)
fur dieses Alterungscharakteristikum in N. furzeri. Epigenetische Veranderungen zeigen
sich durch eine erhohte Expression von Genen, die fur Proteine der Polycomb-Korper
(sind an der Stilllegung einzelner DNA-Abschnitte beteiligt) kodieren und einer
Hochregulation von H3K27me3 (epigenetische Modifikation des Histons H3) (261). Die
vermehrte Expression von Genen, die fur Komponenten verschiedener Signalwege wie
der Interaktion von Zytokin-Zytokin-Rezeptoren und des JAK-STAT-Signalwegs kodieren
(262) deutet auf eine veranderte interzellulare Kommunikation in alternden Karpflingen
hin. Andere Untersuchungen beschrieben einen altersabhangigen Ruckgang der adulten
Neurogenese (263), was auf einen Verbrauch neuronaler Stammzellen schliel3en lasst.

Auch die mitochondriale Dysfunktion scheint beim Alterungsprozess von N. furzeri
eine Rolle zu spielen. So konnten zwar keine altersbedingten Deletionen von

mitochondrialer DNA (mtDNA) nachgewiesen werden, welche typisch fur Saugetiere sind
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(264). Jedoch wurden ein Abfall der Anzahl der Kopien an mtDNA sowie eine
Herabregulation der Expression von mtDNA-assoziierten Genen beobachtet (202).
AuRerdem konnten Veranderungen in der Zusammensetzung mitochondrialer
Membranen in Abhangigkeit vom Alter der Karpflinge beobachtet werden (265). So
konnte gezeigt werden, dass sich die Zusammensetzung mitochondrialer
Membranphospholipide wahrend des Lebenszyklus von N. furzeri verandert. Der Anteil
aller Phospholipide und der Anteil der Phosphatidylcholine verringerte sich, wahrend sich
der Anteil der Phosphatidylserine, Cardiolipine und Phosphatidylethanolamine erhohte.
Diese Veranderungen waren vor allem im Altersabschnitt zwischen 2,5 - 5 Monaten zu
beobachten. Dies ist der Zeitraum, in dem die Tiere ihr Gewicht verdoppelten. Auch die
Fettsaurezusammensetzung der einzelnen Phospholipidklassen wies signifikante
altersabhangige Veranderungen auf. So erhohte sich die Menge an gesattigten
Fettsauren in allen Phospholipidklassen, wahrend ein signifikanter Abfall an einfach
ungesattigten Fettsduren gemessen werden konnte. Diese Veranderungen in der
Fettsaurezusammensetzung der Phospholipide kdnnen als ein Effekt von oxidativem
Stress angesehen werden. Auf diese Weise konnte eine Schadigung mitochondrialer
Lipide wahrend der ersten Monate des Lebenszyklus von N. furzeri ein Hauptfaktor fur
den altersabhangigen Funktionsverlust von Mitochondrien sein, welcher u.a. fur die kurze
Lebensspanne  dieser  Knochenfischspezies  verantwortlich sein konnte.
Interessanterweise waren die ermittelten Peroxidationsindices der untersuchten
Phospholipidklassen in Nothobranchius furzeri signifikant niedriger als die Werte, die fur
Nothobranchius rachovii berichtet wurden. Dieser Nothobranchius Stamm zeigt eine
doppelt so lange Lebensspanne wie N. furzeri. Diese Daten wurden den Ergebnissen
vergleichender Studien widersprechen, die darauf hinweisen, dass Tierspezies mit einer
kurzen Lebensspanne mehr ungesattigte Membranen besitzen als Spezies mit einer
langeren Lebenserwartung (266, 267). Diese Erkenntnisse sollten jedoch mit Vorsicht
interpretiert werden und Studien an anderen Nothobranchius Stammen sind notwendig,
um einordnen zu konnen, ob (oder nicht) es sich bei N. furzeri um einen Ausreil3er
innerhalb dieser Gattung handelt. Inwieweit ALOX-Isoformen als Lipid-peroxidierende
Enzyme an den Prozessen des mitochondrialen Funktionsverlustes in N. furzeri beteiligt
sind, ist bisher noch nicht untersucht worden. Die im Rahmen dieser Arbeit an Vesikeln
von mitochondrialen Innenmembranen (SMP) durchgeflihrten Untersuchungen zur
Membranoxygenierung wiesen jedoch darauf hin, dass die rekombinant exprimierte
ALOX-Isoform von N. furzeri nur eine sehr geringe Kapazitat zur Membranoxygenierung
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besitzt (siehe 3.8). Somit kann der Zusammenhang zwischen dem ALOX-Stoffwechsel
von N. furzeri und der beschleunigten Alterung dieser Knochenfischspezies im Rahmen
dieser Arbeit nicht wirklich geklart werden.
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