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Identifikacia lipoxygenazy s ®-6 dioxygenazovou aktivitou

kvapalinovou chromatografiou

Identification of lipoxygenase expressing ®-6 dioxygenase activity by means of

liquid chromatography
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Sihrn

Lipoxygenazy (LOX) tvoria rodinu lipidy peroxidujicich
enzymov, ktoré katalyzou reakcie achirdlnych polynena-
sytenych mastnych kyselin s kyslikom tvoria chirdlne
peroxidové produkty vysokej polohovej a priestorovej
izomérnej Cistoty. Styri ndsobné vizby kyseliny arachidé-
novej, hlavného substratu Zivo¢isnych LOX, predstavuji
miesta pre Siroku Skdlu enzymatickych modifikécii
umoznujucich vznik eikozanoidov ako unikatnych mole-
kdl s biologickym vyznamom. V ramci prace bola cyto-
plazmova LOX z plicneho tkaniva potkana izolovana
a purifikovana do 40-nasobného precistenia kombinaciou
hydrofébnej a gélovej chromatografie. Vznikajtice polo-
hové hydroxy—-izoméry mastnych kyselin boli podrobené
separdcii na nepolarnom systéme (RP-HPLC) a identifi-
kécii na polarnom adsorbente (SP-HPLC). U purifikova-
ného enzymu bola dokdzana duédlna polohova Specificita
produkciou 12- a 15-HETE v pomere 1,0 : 1,38, ktora
zodpoveda spektru produktov cicavcej 15-LOX-1.
Klucové slova: lipoxygendza « purifikacia « HPLC ana-
lyza - 15-LOX-1

Summary

Lipoxygenases (LOX) represent a family of lipid
peroxidising enzymes which catalyse the reaction of
achiral polyunsaturated fatty acids by oxygen forming
chiral peroxide products possessing high positional
stereospecific purity. The four double bonds of
arachidonic acid, the main substrate of animal LOX,
present the position for a wide range of enzymatic
modifications enabling eicosanoid creation, unique
molecules with biological significance. In this study,
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lipoxygenase from rat lung cytoplasma was isolated
and purified to 40-fold by combining hydrophobic and
gel chromatography. The forming positional specific
fatty acid hydroxyl-isomers were separated on a non-
polar system (RP-HPLC) and identified on a polar
adsorbent (SP-HPLC). In the purified enzyme, dual
positional specificity was demonstrated by the
production of 12- and 15-HETE in the ratio of 1,0 :
1,38, which responds to the product spectrum of
mammalian 15-LOX-1.

Keywords: lipoxygenase « purification, HPLC analysis e
15-LOX-1

Uvod

Lipoxygenazy (LOX) v sticasnosti patria k intenziv-
ne Studovanym enzymom Vv suvislosti s viacerymi
chronickymi zdpalovymi a alergickymi ochoreniami
ako aj nddorovymi procesmi a kardiovaskularnymi
ochoreniami. Spolo¢ne s dal§imi unikdtnymi enzyma-
mi a inymi neenzymatickymi procesmi sa spolupodie-
lajd na tvorbe dnes uz vySe 100 zndmych eikozanoi-
dov. Tieto 20 uhlikov obsahujice metabolity st
zapojené vo vnutro- a medzibunkovych signaliza¢nych
a komunika¢nych procesoch tak u rastlin, ako aj
u zivocichov.

Zivocisne LOX st vo vztahu k ich polohovej $pecifi-
cite pri oxygendcii kyseliny arachidénovej (AA) katego-
rizované na 4 izoformy: 5-LOX [EC 1.13.11.34], 8-LOX
[EC 1.13.11.40], 12-LOX [EC 1.13.11.31] a 15-LOX
[EC 1.13.11.33]. Medzi najviac preStudované patri
5-LOX, ktora je najvyraznejSia v procese rozvoja zapa-
lovych a alergickych ochoreni'-?. Jej aktivita je doklad-
ne kontrolovana viacerymi regulacnymi mechanizmami,
predovietkym enzymom FLAP (5-lipoxygenase activa-
ting protein) a fosforylaciou. 12- a 15-LOXs sa zuicast-
fujd najmi prostrednictvom metabolitov hydroxyeiko-
zatetraénovych  kyselin  (HETE) v  rozvoji
kardiovaskuldrnych ochoreni ale aj metastizovym
potencidlom nadorovych buniek * . Tieto enzymy sa
vyznacuji existenciou viacerych izoforiem, kazda
s jedineénym spektrom primarnych produktov ¥ a vyso-
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Obr. 1. Metabolické drahy kyseliny arachidénovej a syntéza najvyznamnejsich eikozanoidov

COX - cyklooxygendza, CYP — peceriovy cytochrém P-450, DHT — dihydroxyeikozatriénovd kyselina, EET — epoxyeikozatriénovd

kyselina, FLAP — 5-LOX aktivujici protein, LT — leukotrién, PG — prostaglandin

kou polohovou a priestorovou Specificitou. Vynimkou
st tzv. LOX s dudlnou aktivitou: 12/15-LOX, kam zara-
dujeme 15-LOX-1 a leukocytovy typ 12-LOX.
Kyselina arachidénova, substrat s najvysSou afinitou
k zZivo¢isSnym LOX, mdze byt po uvolneni z membrano-
vych fosfolipidov metabolizovand cyklooxygendzami
(COX), cytochromom P-450 (CYP) alebo lipoxygenéaza-
mi (obr. 1). Oxygendciu polynenasytenych mastnych
kyselin LOX nazyvame lipoxygendzovou signaliza¢nou
cestou. NajvyznamnejSie zastipenie v nej majui cystei-
nyl-leukotriény (cys-LTs), spdjané s rozvojom astmy
bronchiale, a leukotrién B, (LTB,) s 5-oxoeikozatetraé-
novou kyselinou (5-0xoETE) pdsobiace ako chemoatrak-
tanty roznych typov leukocytov® . Lipoxiny, metabolity
15-LOX drahy, sa povazuju za stop-signalne mediatory,

s inhibi¢nymi G¢inkami na leukotriénmi vyvolané reak-
cie pri zdpale. Najmenej prebaddanymi eikozanoidmi st
eoxiny (EX) a hepoxiliny (HX), popisované ako proza-
palové cytokiny? .

Cielom predloZenej prace bolo izolovat a purifikovat
lipoxygenazy vyskytujice sa v cytoplazme plicneho tka-
niva potkana a nasledne ich identifikovat prostrednic-
tvom HPLC analyz. Identifikicia LOX je moZna iba
prostrednictvom separdcie a identifikicie polohovych
izomérov vznikajucich hydroxy-derivatov kyseliny ara-
chidénovej (HETE), pripadne inej vhodnej polynenasy-
tenej mastnej kyseliny. V pripade LOX s dudlnou polo-
hovou Specificitou je potrebné porovnanie so sucasne
inkubovanym pribuznym enzymom s rovnakou poloho-
vou $pecificitou.
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Experimentalna cast

Priprava vzoriek z cytozolovej frakcie
pliicneho tkaniva

Cytozolovu frakciu LOX sme ziskali homogenizéaciou
tkaniva s 0,05 mol.l" Tris-HCI tlmivym roztokom (pH
7,4) s pridavkom PMSF (inhibitor serinovych protedz;
0,001 mol.I"") v pomere 1 ml homogeniza¢ného roztoku
na 0,2 g tkaniva a naslednym odstranenim frakcie orga-
nel a nezhomogenizovanych buniek centrifugaciou pri
1000x g (10 min; SIGMA 3-30K). Supernatant sme pod-
robili  precipitdacii ~ hemoglobinu  ZnSO,.2H,0
(1 mmolL.I™") pri 25 000x g (15 min, SIGMA 3-30K)
a naslednym vysolenim proteinov siranom aménnym na
30 % (odstranenie nukleovych kyselin) a 60 % (vysole-
nie bielkovin). Sediment ziskany centrifugiciou
(25 000x g, 15 min, 4 °C, SIGMA 3-30K) po druhom

Lipoxygendzu sme eluovali 50 mmol.lI"! fosfore¢nano-
vym tlmivym roztokom (pH 9,0) s obsahom Tween 20
(0,03% v/v; roztok D) (obr. 2).

Frakcie s najvysSou aktivitou LOX sme zakoncent-
rovali membranovym filtrom Amicon Ultra 50 kDa
a po resuspendovani v elu¢nom tlmivom roztoku Tris-
-HCI (50 mmol.I"'; pH 7,5) naniesli na stipec Sephadex
G-100 (20 cm x & 14 mm; rychlost prietoku
5 ml.min™). Frakcie s najvy$Sou aktivitou LOX sme
zakoncentrovali membranovym filtrom Amicon Ultra
50 kDa.

Stanovenie aktivity LOX

Aktivitu LOX vo vzorkdach sme stanovili v UV
oblasti pri 234 nm na spektrofotometri Lambda 35
UV/VIS Spectrometer (Perkin Elmer). Ako substrat
sme pouZili solubilizovanu kyselinu linolovd v kon-
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= = gradient konc. siranu amoénneho
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Obr. 2. Separdcia bielkovin na hydrofébnom nosici

Na grafe je zobrazend elicia bielkovin (A pri 280 nm); preruSovanou ¢iarou zmena gradientu siranu aménneho v eluénom
roztoku (fosforeénanové tlmivé roztoky). Zvyraznend je oblast spojenych a zakoncentrovanych bielkovin LOX.

vysoleni sme po resuspendovani vo fosforec-
nanovom elu¢nom roztoku A (50 mmol.l'; pH 35,5;
s 1 mol.lI"! koncentriciou siranu aménneho) podrobili
frakcionécii hydrofébnou chromatografiou.

Purifikdcia lipoxygendz

Za tucelom purifikdcie LOX sme pouZili hydrofébnu
chromatografiu na stipci Phenyl-Sepharose CL-4B
(13 em x & 14 mm; rychlost prietoku 2 ml.min™!). Na
stipec ekvilibrovany fosfore¢nanovym elu¢nym rozto-
kom A sme aplikovali resuspendovant vzorku a po jeho
naadsorbovani sme stipec premyvali fosfore¢nanovymi
tlmivymi roztokmi (pH 5,5; 50 mmol.l"}; gradient kon-
centricie (NH,),SO, v roztoku A-C: 1,0-0,1 mol.I).

centracii 1 mmol.lI"!. Enzymovd aktivitu (nkat.ml™)
sme vypocitali podla Lambert-Beerovho zdkona ako
zmenu absorbancie v kyvete o hribke 1 cm v Case
1 minuty.

Stanovenie bielkovin

Bielkoviny vo vzorkach sme stanovili podla Bradfor-
dovej®.

Stanovenie hemoglobinu
Hemoglobin (Hb) vo vzorkach bol stanoveny spektro-

fotometricky kyanomethemoglobinovou metédou (KIT —
BioSystems, Spanielsko).

—
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HPLC analyza

Purifikovani LOX (100 ul enzymového preparatu, t.j.
0,046 mg bielkovin) a komer¢nu séjovi LOX (Lipoxidase
from Glycine max, Type V; 0,05mg na vzorku) sme 20 min
inkubovali s kyselinou arachidénovou (10 pl 5% v/v eta-
nolového roztoku, t.j. 1,514 mmolL.I™") v celkovom objeme
1 ml pouzitim Tris-HCl tlmivého roztoku (pH 7,5; 50
mmol.I"Y). Vzniknuté hydroxy-produkty (HETE) sme
extrahovali 2x 1 ml dietyléteru a po odpareni rozpustadla
uchovali v metanole pod inertnou atmosférou. Rovnakym
sposobom sme postupovali pri inkubdcii s kyselinou lino-
lovou (10 ul 10% v/v etanolového roztoku; t.j.
3,214 mmol.I'") a identifikdcii ich hydroxy-produktov
(HODE). Dvojndsobna koncentracia kyseliny linolovej
oproti arachidonatu bola zvolena z dovodu predpokladanej
vyssej afinity Zivocisnych LOX ku kyseline arachidonove;.

Pred samotnou analyzou bola vzorka odparend do
sucha pridom dusika a rozpustena v 200 pl mobilnej
fazy pre RP-HPLC metédu (chromatografia na reverz-
nych fazach). Nastrek predstavoval 70 ul vzorky. Sepa-
racia HETE prebiehala na nepolarnej stacionarnej faze
(Nucleosil 120-5 C18) gradientovou eliciou mobilnej
fazy (okysleny metanol voda; gradient zlozky
A 85-100%; gradient rychlosti prietoku 0,2 az
0,4 ml.min™"), tzv. RP-HPLC metddou. Eluat sme zachy-
tavali v Case 23-24 min, odparili v pride dusika a rekon-
Stituovali v 100 pl n-hexanu.

a 15-LOX. Zapojenie LOX v patologickych procesoch je
teda viazané na jednotlivé polohovo Specifické izoformy.

Purifikécii enzymu predchadzalo uvodné precistenie
tkanivového homogenétu precipiticiou hemoglobinu
Zn* i6nmi a vysolenim bielkovin siranom amoénnym.
Tymto postupom sme ziskali zo 48 ml homogenatu tka-
niva 7,3 ml enzymového preparatu, pricom Specifickd
aktivita LOX sa zvySila 3,5 ndsobne (tab. 1).

Na purifikdciu LOX sme pouZili chromatografiu na
hydrofébnom a gélovom adsorbente. LOX je pri hodno-
te pH blizkej jej izoelektrickému bodu hydrofébnym pro-
teinom a je zadrziavand hydrofébnymi silami v matrici
chromatografickej naplne. K elicii enzymu dochadza az
zmenou pH a prerusenim vizieb neibnovym tenzidom
Tween 20. Podobne purifikovali LOX zo séje Flurkey
a kol.” Frakcie s najvysSou peroxiddzovou aktivitou sme
spojili (84-96) (viz obr. 2), zakoncentrovali pomocou
membranového filtra Amicon Ultra 50 kDa a aplikovali
na stipec Sephadex G-100. Eldciou tlmivym roztokom
a stanovenim aktivity sme frakcie s najvyssou lipoxyge-
nazovou aktivitou (frakcie ¢. 10-18) opitovne spojili
a zakoncentrovali membranovym filtrom. Vzorku o obje-
me 2 ml s 39,69-nasobnym (tab. 1) precistenim sme pou-
Zivali ako enzymovy roztok pre HPLC stanovenia.

Hemoglobin (Hb) v homogenite bol stanoveny ako
100%, precipitaciou Zn** iénmi (1 mmol.I"") sme odstré-
nili 83,1% Hb s tym, Ze lipoxygenazova aktivita vo vzor-
ke klesla o 48,8%. Tento pokles vSak mohol suvisiet

Tab. 1. Sumarizacia LOX charakteristik v jednotlivych purifikacnych stuprioch

Pouits metéda Koncentracia bielkovin Aktivita Specificka aktivita Purifika¢ny
(mg/ml) (nkat/ml) (nkat/mg) stupern
hruby homogenét 15,50 25,20 1,62 1,00
precipitacia ZnCl, 2,69 12,90 4,80 2,96
vysolenie bielkovin 70% (NH,),SO, 3,40 19,46 5,72 3,53
Phenyl Sepharose CL-4B 0,68 31,60 46,50 28,70
Sephadex G-100 0,46 29,60 64,30 39,69

Identifikacia polohovych izomérov HETE prebiehala
na polarnom adsorbene (Zorbax Rx—SIL) elticiou zme-
sou okysleny n—hexan : 2—propanol (99 : 1 v/v; rychlost
prietoku 0,2 mL1™"), tzv. SP-HPLC metédou (chromato-
grafia na priamej faze). Nastrek predstavoval 50 pl vzor-
ky. HPLC analyza prebiehala na kvapalinovom chroma-
tografe Agilent Technologies 1050 Series (Holbron,
SRN) v Toxikologickom a antidopingovom centre
(TAC).

Vysledky a diskusia

Lipoxygendzy su v rimci metabolickej premeny kyse-
liny arachidonovej na biologicky vyznamné eikozanoidy
predmetom intenzivnych $tadii. Cicavcéie LOX sa liSia
polohovou $pecificitou a uhlikovym atémom, na ktory sa
aduje molekula kyslika do Struktiry kyseliny arachidoé-
novej. Nomenklatira vychddza z polohy, v ktorej
dochadza k dioxygenacii dvojnej vizby. Podla toho st
zname polohovo a priestorovo S$pecifické 5-, 8-, 12-

s poklesom kvazi-lipoxygenazovej aktivity Hb'?. K dpl-
nému odstraneniu Hb sme dospeli vo vzorke purifikovanej
na stipci Phenyl-Sepharose CL-4B (tidaje nie st uvedené).

Purifikovany enzym sme inkubovali s kyselinou ara-
chidénovou (20:4, n-6) a linolovou (18:2, n-6). Sticasne
sme analyzovali tvorbu hydroxyproduktov komer¢nou
sojovou LOX (Lipoxidase from Glycine max, Type V),
ktord sa vyznacuje 13(S)-peroxiddzovou aktivitou.
V dosledku vstupu substratu do substrat—viazucej dutiny
CH,- koncom, peroxidicia prebieha vzdy v totoZnej
vzdialenosti od metylového konca (obr. 3). To umoZiiuje
identifikaciu primarnej peroxidazovej aktivity aj u dual-
ne Specifickych LOX.

HPLC analyzou hydroxyproduktov AA v zmesi s puri-
fikovanou LOX sme identifikovali tvorbu 12- a 15-HETE
v pomere 1,0 : 1,38 (obr. 4). Analyzou produktov LA
sme identifikovali pritomnost 9- a 13-HODE v pomere
1,0 : 1,54 (obr. 5 a 6). Sucasne sme analyzovali tvorbu
hydroxyproduktov komerénou LOX zo séje (Lipoxidase
from Glycine max, Type V) inkubéciou s AA a LA, kto-
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Obr. 3. Peroxidacia substratu enzymom s -6 katalytickou aktivitou.
Lipoxygendzy katalyzuju peroxidaciu substratu od -CH3 konca, v pripade 15-LOX tak bude vznikat z kyseliny arachidénovej

15-HETE a z kyseliny linolovej 13-HODE.
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Obr. 4. SP-HPLC zdznam produktov inkubdcie vzorky s kyselinou arachidénovou

Rt =5,426: 12-HETE; Rt = 5,820: 15-HETE

ra sa vyznacuje 13(S)-peroxiddzovou aktivitou. V analy-
te sme taktiez identifikovali tvorbu 9-HODE, avsak vo
vyrazne nizsej miere (1,0 : 2,84 v prospech 13-HODE).
Inkubéciou s AA bol pomer 15-HETE k 12-HETE este
vyraznejsi (100 : 1) (obr. 6). Vyrazny rozdiel v aktivitach
purifikovanej a séjovej LOX (asi 30-nasobny) pri pouzi-
ti zhodného mnoZzstva bielkoviny enzymu je pravdepo-
dobne sposobeny stile nedostatoénym stuptiom preciste-
nia LOX z tkanivového preparatu.

Uvedené vysledky vysvetluje obrazok 3. Séjovda LOX
sa vyznacuje tvorbou polohovo Specifickej 13(S)-HODE
v pripade LA a 15(S)-HETE v pripade AA, CiZe sa
vyznacuje -6 aktivitou, ¢o je vlastnost 15-LOX enzy-
mov. Kym 15-LOX-2 je vysoko Specifickd a tvori iba
15(S)-HETE, 15-LOX-1 premieia AA na 15-HETE
a menSie mnozstvo 12-HETE!Y. Purifikovana lipoxyge-
naza cytozolovej frakcie plic potkana ma rovnakd ®-6

aktivitu, taktiez tvori vyznamné mnozstvo sekundarneho
produktu: 12-HETE (®-9) z arachidonitu a 9-HODE
(w-10) z LA. Rozdielnost peroxidacie je sposobena tym,
7e vznikajuci radikdl kyseliny arachidénovej (pocas
katalytického cyklu) konjuguje so susediacimi nasobny-
mi vdzbami a utvara produkt s najniZSou energiou. Na
zaklade spektra produktov nami purifikovanej LOX
moZeme predpokladat, Ze sme purifikovali a identifiko-
vali 15-LOX-1, enzym s dualnou polohovou $pecificitou.
Uloha 15-LOX-1, nazyvanej taktieZ retikulocytova
15-LOX alebo ALOX15, bola preukdzand v progresii
rakoviny prostaty!?, ale tieZ v indukcii apoptdzy kolo-
rektdlneho karcindmu'®. ZvySend aktivita 15-LOX-1
v epitelovych bunkach plic je prozapalovym signdlom
v patogenéze astmy a dalSich zapalovych ochoreniach
plic'®. Izolovanu izoformu LOX tak méZeme povaZo-
vat za perspektivny ciel v terapii uvedenych ochoreni.

—
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MWD A, Sig=235,4 Ref=550,100 (10_11_19\S1G10008.D)
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Obr. 5. SP-HPLC zdaznam produktov inkubdcie vzorky s kyselinou linolovou

Rt = 8,498: 13-HODE; Rt =13,517: 9-HODE
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Obr. 6. Porovnanie spektra produktov purifikovanej a séjovej LOX inkubovanych s AA a LA
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