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1. Uvod

Lipoxygenazy (LOX, linoleat : O, oxidoreduktazy,
EC 1.13.11.12) patria do génovej rodiny dioxygenaz, kto-
ré maja v aktivnom mieste viazany i6n Zeleza. Katalyzuju
priestorovo a polohovo Specificku adiciu molekulového kys-
lika na polynenasytené mastné kyseliny s cis,cis-1,4-penta-
diénovym zoskupenim dvojitych vézieb (ako st kyselina
arachidonova — C20:A4, ®-6; linolova — C18: A2, ®-6;
alebo linolénova — C18: A3, ®-3), a tym premenu cis,cis-
-1,4-pentadiénovej Struktary dvojitych vizieb na prislusné
1,3-cis,trans-5-hydroperoxidové derivaty'. Lipoxygenazy
su kI'icovym enzymom lipoxygenazovej cesty. Aktivna
LOX metabolicka cesta vyzaduje uvolfiovanie mastnych
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kyselin z esterov lipidov lokalizovanych v bunkovych
membranach.  Hydrolytické  Stiepenie  fosfolipidov
v membranach katalyzuje cytosolova fosfolipaza A,
(cit.>?).

U cicavcov sa LOX vyskytuju v 4 izoformach, a to 5-,
8-, 12- a 15-LOX tvoriacich hydroxyeikosatetraénové
kyseliny (HETE). 15-LOX mozZe byt zaradena do podtrie-
dy retikulocytového typu (Typ 1) alebo epidermalneho
typu (Typ 2). Vzhl'adom k tomu, Ze retikulocytovy typ
15-LOX je vel'mi podobny na leukocytarny typ 12-LOX,
tieto enzymy st oznagené ako 12/15-LOX (cit.*).

2. Charakteristika Zivo¢iSnych lipoxygenaz —
Struktiirne ¢rty a substratova Specifita

2.1. Substratova Specifita lipoxygenaz

Lipoxygenazy sa zarad'uju medzi lipidy peroxidujiice
enzymy schopné oxygenacie polynenasytenych mastnych
kyselin na zodpovedajice hydroperoxidové derivaty. Su to
dioxygenazy, t.j. katalyzuju adiciu molekulového kyslika
na vol'né mastné kyseliny (MK) alebo esterikované poly-
nenasytené mastné kyseliny obsahujice minimdlne dve
izolované cis-dvojité vizby za formovania prislusnych
hydroperoxidovych derivatov. V bunkach cicavcov su
substratmi LOX najmi polynenasytené mastné Kkyseliny
(PNMK) — kyselina linolova (LA, C18:2) a kyselina ara-
chidénova (AA, C20:4)". Obidve slizia ako substraty pre
polohovo $pecifické formy LOX. Vo vSeobecnosti LOX
cicavcov uprednostiiuju ako substrat vol'ni mastnt kyseli-
nu pred mastnou kyselinou viazanou v esteroch lipidov.
Nakol’ko je koncentracia vol'nych PNMK v bunke nizka,
aktivacia lipoxygenazovej metabolickej cesty vyZzaduje
uvolnenie substratu — mastnej kyseliny (MK) z esterov
lipidov lokalizovanych v membrane bunky. Po hydrolytic-
kom $tiepeni membranovych lipidov za katalyzy fosfolipa-
zou A, su uvolnené MK hlavne kyselina arachidénova
(AA), kyselina eikozapentaénova (EPA) a kyselina doko-
sahexaénovd (DHA) oxygenované cyklooxygenazami
(COX) na prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany,
alebo lipoxygenazami (LOX) za vzniku hydroperoxy deri-
vatov PNMK. Podobnu funkciu ma aj cytochrom P-
450 oxygenaza (CYP) pri premene AA na hydroperoxidy”.
Primarne produkty LOX metabolickej cesty sa nasledne
menia na rozne biologicky aktivne lipidové mediatory, ako
st leukotriény, lipoxiny, hepoxiliny, eoxiny, resolviny,
protektiny a iné®’ (obr. 1).

LOX moé6Zu oxidovat' aj PNMK, ktoré s viazané
v §truktare fosfolipidov alebo esterov cholesterolu'.
Vzniknutd hydrofilné peroxidové skupina MK mdZze menit’
fyzikéalno-chemické vlastnosti lipidu a oxidované lipidy
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Cyklooxygenazy Cytochrém P450
COX-1, COX-2 5L0X  12-LOX  15-LOX
PGG2 5-HETE 12-HPETE 15-HPETE HETE a epoxidy
PGH2 LTA4 12-HETE 15-HETE
. / l \ Lipoxiny
Prostaglandiny LTC4 LTB4 Lipoxi
poxiny LXA4
PGD2, PGE2, PGF2a LTD4 LXA4 LXB4
Prostacyklin LTE4 LXB4
PG12
Tromboxany
TXA2, TXB2

Obr. 1. Metabolické cesty premeny Kkyseliny arachidénovej. Kyselina arachidénova po uvolneni z membran tuc¢inkom fosfolipazy A,
moéZe byt metabolizovana cyklooxygenazami, lipoxygendzami a cytochrom P-450 oxygenazami®

v lipidovej dvojvrstve biologickej] membrany stracaju
ochrannii Glohu''. LOX je tiez kPaovym enzymom pre
tvorbu prooxidaénych faktorov. Lipoxygendzami katalyzo-
vana tvorba peroxidov lipidov ovplyviuje aj aktivitu re-
doxne zévislej transkripcie a translacie, ¢o vedie k tzv. up-
regulacii alebo down-regulacii expresie génov citlivych na
redoxnii rovnovéhu v bunke'?,

LOX patria medzi ubikvitarne enzymy, rozsirené tak
v rastlinnej, ako i Zzivoc¢i$nej riSi. Ich pritomnost’ bola do-
kazana a preskiimana tiez u baktérii, hib, jednobunkovych
rias, a tiez niz§ich tried morskych Zivo&ichov®. LOX nie st
pritomné v genéme kvasiniek (Saccharomyces cerevisiae)
z dovodu nepritomnosti desaturdz potrebnych na syntézu
substratu'’.

Z hladiska lokalizacie na subcelularnej urovni st
lipoxygenazy pritomné najmi v cytoplazme
v solubilizovanej forme, ale nachadzajo sa tiez
v cytoplazmatickej membrane, mitochondriach, mikrozo-
moch, matrixe a membrane chloroplastov, vo vakuolach
a lipidovych telieskach'.
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2.2. Struktara lipoxygenaz

Zo Struktarneho hladiska je LOX monomérny enzym,
ktory v aktivnom centre obsahuje i6n Zeleza v nehémovej
forme. Ked’ze LOX st ¢lenmi multigénovej rodiny, dizka
ich polypeptidového retazca je variabilna. U cicavcov
predstavuje 662—711 aminokyselin (AK) s molekulovou
hmotnostou 75 az 80 kDa. U rastlin je tvoreny 838-923
AK s molekulovou hmotnostou 94 az 104 kDa (cit.").
Aminokyselinové sekvencie rastlinnych a cicavéich lipo-
xygenaz vykazuju signifikantnd homolégiu. Izoenzymy
LOX zo sojovych bobov, LOX-1 a LOX-3, su vo svojich
sekvenciach aminokyselin identické na 72 %, ale zdiel'aji
iba 25% zhodu v sekvencii k akejkol'vek cicavéej 15-LOX.
LOX u cicavcov su o 165-261 AK kratSie ako LOX
rastlin'®"".

Stcasné poznanie Struktary LOX je zalozené na roz-
rieSeni kryStalovej Struktary sdjovej lipoxygenazy. Hoci
sojova lipoxygenaza LOX-1 bola krystalizovana uz v roku
1947, az v roku 1993 sa pomocou rontgenovych difraké-
nych metdd detailnejSie odhalila krystalova Struktara izo-
enzymov sojovej lipoxygendzy LOX-1 a LOX-3 izolova-
nych z Glycine max'®. Postupne bolo popisané i priestoro-
vé usporiadanie AK cicavéej 15-LOX (cit.'?), uskuto¢nila
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sa kryStaliz4cia krali¢ej retikulocytovej 15-LOX  a neskor
bola vyriesend jej 3D-§truktura®.

Napriek rozdielnej AK sekvencii, 3D Struktiry rast-
linnych a cicavéich LOX sa vyznacuju vysokou mierou
podobnosti. VSetky izoformy LOX st zlozené z jediného
polypeptidového retazca tvoriaceho dve hlavné domény.
Rastlinné i cicavéie enzymy maju N-termindlnu doménu
zlozenu z 6smych antiparalelnych p-barelov. U kralicej
15-LOX je zakomponovanych 110 AK, avSak v pripade
sojovej lipoxygenazy je tato doména vyrazne vécsSia ako
u kréli¢ieho enzymu'”*".

C-terminalna doména je centrom katalytickych dejov
enzymu, je zlozena z 18 $pirél preruSenych antiparalelnym
B-barelom, formuje aktivne miesto, kde sa nachadza jeden
atom zeleza. Takmer vo vSetkych lipoxygenazach je
v aktivnom mieste nehémovo viazany i6n Zeleza
s vynimkou hub, u ktorych sa vyskytuje mangan. Helikal-
na doména navySe ohraniCuje dve vnatorné dutiny. Prva
z nich ma rarkovity tvar, vykazuje dioxygenazovu aktivitu
a zaroven zabezpecuje kysliku a mastnym kyselindm pri-
stup k atomu Zeleza'.

Centrom C-terminalnej domény st dva velké helixy
obsahujuce histidinové ligandy i6nu Zeleza. Ten je viazany
v oktaedrickej koordinacnej sfére pozostavajucej z His365,
His540, His544 a molekuly vody vytvarajicej rohy okta-
édrového Stvorca a His360 s C-terminalnym I1e662 tvoria-
cich vertikdlnu os. Sekvencné analyzy odhalili vysoku
konzervovanost’ ligandov s vynimkou jedného histidinu'.
U zivocichov su teda Styri ligandy tvorené aminokyselinou
histidin. Piatym ligandom je atom kyslika resp. molekula
vody pochadzajica z koncovej karboxylovej skupiny izo-
leucinu stabilizovana vodikovou vézbou. Poslednym, Sies-
tym ligandom méze byt serin, asparagin i histidin'"**2*.
Trojrozmerna Struktira kralicej 15-LOX bola stanovena na
zéklade réntgenovej Struktirnej analyzy®. Schématicky
pohl'ad na Struktiru LOX je zndzorneny na obr. 2.

Obr. 2. Trojrozmera Struktira kralicej 15-LOX s obsahom
nehémového ionu Zeleza v C-katalytickej doméne**>>
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2.3. Interakcia substratu v aktivnom mieste
lipoxygenaz

Na zaklade réntgenovej kryStalografickej analyzy je
predpokladana substrat-viaziica dutina ,,vrecusko kralicej
retikulocytovej 15-LOX  definovana nasledovne: ,,dno*
tvoria postranné retazce Phe353, Met419, Ile418 a 11e593;
»steny substrat viaziicej dutiny tvoria hydrofobne AK
zvySky s vynimkou dvoch polarnych zvyskov — Glu357
a GIn548 — hraniciacich s idbnom Zeleza v aktivhom centre;
,»vchod® dutiny vystiela boény retazec Arg403, ktorému sa
pripisuje interakcia s karboxylovou skupinou substratu>>2.
Predpoklada sa, ze hydrofébne vnitro dutiny spolu s nabi-
tym bo¢nym retazcom argininu na usti dutiny usmernuji
vstup a ulozenie kyseliny arachidénovej v dutine vo vhod-
nej polohe pre 5-, 8-, 12-, alebo 15-oxygenaciu. Podl'a
sucasnych znalosti sa uplatiiuju tri typy vdzbovych inter-
akeii:

a) hydrofébne interakcie metylového konca substratu
s AK zvySkami tvoriacimi dno substrat viaziicej dutiny,

b) m-elektronové interakcie medzi nasobnymi vézbami
substratu a aromatickymi postrannymi retazcami AK
tvoriacich ,,steny dutiny,

c) ionové interakcie koncovej karboxylovej skupiny

substratu a kladne nabitym AK zvySkom Arg403.

Pre polohova S$pecificitu LOX je dolezitd samotna
hibka dutiny a jej objem. Hibka dutiny je dana trojicou AK
tvoriacich dno dutiny (tzv. koncepcia triad). Mutagénne
zmeny tychto AK na AK s mensimi bocnymi retazcami
viedli k zmene 12/15-LOX na 12-LOX a preferencnt tvor-
bu 12-HETE (cit."*?*) (obr. 3).

3. Nomenklatiira lipoxygenaz

Ked’ze LOX tvoria superrodinu enzymov, systematika
nazvoslovia vychadza z pomenovania produktu ich meta-
bolickej reakcie, resp. z polohy dioxygenacie na uhliku ich
substratu, ktorym je u rastlin LA a AA u cicavcov'™?’.

LOX premiena polynenasytent MK s obsahom 1,4-
-pentadienového systému dvojitych vidzieb na prislusné
hydroperoxidové derivaty. Atmosfericky kyslik sluzi ako
druhy substrat. Na podklade polohovej Specifity dioxyge-
nacie AA rozliSujeme u cicavcov Styri zakladné typy izo-
enzymov lipoxygenaz**>’.

Sumarne mozno LOX klasifikovat’ podla polohy
dioxygenacie AA, u zivocichov sa vyskytuje 5-, 8-, 12-
a 15-LOX (cit.*'*?):

a) S-lipoxygenaza (5-LOX, EC 1.13.11.34, arachidonat
5-lipoxygenaza) vnasa molekulu kyslika na poziciu
C-5 retazca AA za vzniku (6F,8Z,11Z,1472)-55-
-hydroperoxyeikoza-6,8,11,14-tetraénovej  kyseliny
(56S-HpETE);

8-lipoxygendza (8-LOX, EC 1.13.11.40, arachidonat
8-lipoxygendza) vnasa molekulu kyslika na poziciu
C-8 do retazca AA za vzniku (5Z,9E,11Z,152)-(8S)-
-hydroxyeicosa-5,9,11,15-tetraénovej kyseliny
(8S-HpETE);

b)
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Obr. 3. Interakcia medzi 15-LOX a substratom — Kkyselinou arachidénovou (AA). Aktivne miesto LOX je vrecko, ktoré je tvorené
boénymi ret'azcami hydrofobnych aminokyselin (AK). Polyénové mastné kyseliny (MK) st orientované metylovou skupinou k AK
v aktivnom mieste. Nehémovo viazany i6n Zeleza v aktivnom je zndzorneny cervenou farbou. (A) Medzi MK a AK v aktivnom mieste sa
uplatiiuju tri typy vézbovych sil: (i) hydrofobne interakcie medzi nepolarnymi retazcami MK s postrannymi retazcami hydrofobnych AK
— dvojité Sipky, (ii) i6nové interakcie medzi karboxylovou skupinou MK s Arg, (iii) m-elektronové interakcie aromatickych AK
s dvojitymi vizbami MK. (B) Substrat v aktivnom mieste 12- a 15-LOX enzymov (singuldrna polohova Specificita) a substrat v aktivnom

mieste 12/15-LOX s dualnou $pecificitou® "

c) 12-lipoxygendza (12-LOX, EC 1.13.11.31, arachido-
nat 12-lipoxygenaza) vnasa molekulu kyslika na pozi-
ciu C-12 do retazca AA za vzniku (5Z,8Z,10E,147)-
-12S-hydroperoxyeikoza-5,8,10,14-tetraénovej kyseli-
ny (12S-HpETE);

15-lipoxygenaza (15-LOX, EC 1.13.11.33, arachido-
nat 15-lipoxygendza) vnasa molekulu kyslika na pozi-
ciu C-15 do retazca AA za vzniku (5Z,8Z,11Z,13E)-
-15S-hydroperoxyeikoza-5,8,11,13-tetraénovej kyseli-
ny (15S-HpETE).

Alternativnym sposobom klasifikacie je rozdelenie
cicavich LOX na zaklade fylogenetickej pribuznosti na
Styri skupiny: 1) 125/15S-LOX (zahfnajtce retikulocytovy
a leukocytarny typ 12- a 15-LOX s dualnou polohovou
$pecificitou); 2) dostickovy typ 125-LOX; 3) 55-LOX a 4)
epidermalny typ LOX (zahina 12R-LOX, 15-LOX-2, 8S-
LOX a typ LOX-3)**.

S prihliadnutim na stereoSpecifitu sa rozliSuju S-,
resp. R-LOX (napr. 125-LOX a 12R-LOX)**"**. Priestorova
Specifita je dana pritomnostou unikatneho AK zvysku na
protilahlej strane voc¢i nehémovo-viazanému atomu Zeleza.
V pripade, Ze substrat viazice miesto je tvorené glycinom,
vznikaju produkty s pravotocivou (R) konfiguraciou. Ak sa
v tomto mieste vyskytuje alanin, je uprednostnend syntéza
produktov s I'avotocivou (S) konfiguraciou. Polohova $pe-
cifita nie je absolitnou vlastnostou enzymu, ale vo velkej
miere zavisi od substratu a jeho Struktary. Vstupom MK

d)
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do aktivneho miesta metylovym koncom (,,.tail-first* orien-
tacia), dochadza k oxygenacii v polohe C-8. Ak MK vstu-
puje do aktivneho miesta enzymu karboxylovym koncom,
s orientaciou ,,end-first”, nastiva oxygenacia v polohe
C-12 (cit."***3%) (obr. 4).

Ludsky genom obsahuje Sest’ funkénych génov LOX
(ALOX5, ALOXI15, ALOXISB, ALOXI2, ALOXI2B,
ALOXE3), ktoré¢ koduji Sest roéznych LOX izoforiem.
S vynimkou ALOXS génu, ktory bol mapovany na chro-
mozome 10, vSetky ostatné LOX gény su lokalizované na
chromozéme 17. Zodpovedajice gény mysi boli detekova-
né na chromozomoch 6 a 11 (cit.3 7).

4. Izoenzymy lipoxygenaz
4.1. 5-Lipoxygenaza (5-LOX)

Cicavcia 5-LOX je najlepsie charakterizovanym izo-
enzymom s molekulovou hmotnost'ou 78 kDa. Je distribu-
ovana najmé v bunkach imunitné¢ho systému, od monocy-
tov, makrofagov, mastocytov, bazofilov, eozinofilov
a neutrofilov*®, cez dendrické a penové bunky aterosklero-
tického tkaniva, az po Zzirne bunky a B-lymfocytym. Za
fyziologickych podmienok sa 5-LOX vyskytuje
v inaktivovanej forme s viazanym kationom Zeleza Fe™'.
Konverzia 5-LOX na aktivnu Fe** formu vyzaduje pritom-
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Obr. 4. Tvorba R-, resp. S-enantiomérov v aktivnom mieste 8-LOX alebo 12-LOX. Tvorba R- alebo S-enantiomérov v aktivnom
mieste LOX je ovplyvnena pritomnostou roznych aminokyselin v substrat viazicom vrecku LOX (cit.*®)

nost ATP, Ca®", 5-LOX aktivujliceho proteinu ( FLAP)
a hydroperoxidov. Prave potreba aktivacie a schopnost
asocidcie s jadrovou membrénou odliSuje 5-LOX od ostat-
nych izoenzymov. Napokon sa aktivovana 5-LOX prestiva
z jadra do jadrovej membrany, resp. z cytozolu do cyto-
plazmatickej membrany. Konecnym dosledkom je produk-
cia leukotriénov — prozipalovo pdsobiacich lipidovych
mediatorov. Spolo¢ne s 15-LOX v8ak na druhej strane
zabezpeCuje aj syntézu protizapalovo pdsobiacich
lipoxinov™’.

4.2. 8-Lipoxygenaza (8-LOX)

Existencia 8-LOX, ako jedného z LOX izoenzymov,
bola dokdzand v tkanivach potkanov amys$i, u ktorych
dochadza k expresii 8S-LOX, za vzniku 8S-HpETE. Pri-
tom l'udsky a hovéddzi homoldég tohto enzymu st schopné
oxygenacie AA len na pozicii C-15, avsak 8-HETE vystu-
puje vo funkcii substratu. 8S-HETE sa Specificky viaze
a aktivuje receptory v bunkovom jadre PPAR-a
(peroxisome proliferator-activated receptor o), nasledne
aktivuje transkripciu a translaciu, vysledkom je stimulacia
diferenciacie keratinocytov*.
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Hoci indukovatel'nd mysSacia 8S-LOX a jej l'udsky
homolég, 155-LOX-2, zdiel'ajii 78% zhodu v aminokyseli-
novej sekvencii, ich polohova Specifita je odlisna. Vyskum
bol zamerany na determinanty polohovej $pecifity s pouzi-
tim riadenej mutagenézy. Vymenou tretiny C-terminalnej
domény 8-LOX s odpovedajucou castou 15-LOX-2 sa
ziska chimericky enzym s vyhradne 15S-lipoxygenazou
aktivitou*'.

4.3. 12-Lipoxygenaza (12-LOX)

V sucasnosti pozname tri typy 12-lipoxygenaz, ktoré
sa diferencuju na zaklade substratovej Specifickosti, odlis-
nej imunologickej a biochemickej odpovede a podla vy-
skytu v v ur€itom type tkaniva. Prvé dva typy boli izolova-
né z humannych buniek, ide o epidermalnu a trombocyto-
va 12-LOX. Pritomnost’ leukocytovej 12-LOX bola ziste-
na u odipanych*.

Narast aktivity 12-lipoxygenaz je spajany najméi
s vyskytom imunodeficientnych porich a malignych na-
dorov, predovietkym rakovinou prsnika®. Samotna
12-LOX a produkty jej metabolickej premeny 12(S)-HETE
vedl k zvySeniu tvorby vaskularneho endotelidlneho rasto-
vého faktora (VEGF) v matrixe nadoru’®.
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4.4. 15-Lipoxygenéza (15-LOX)

Izoenzymy 15-LOX sa vyskytujii v dvoch forméch,
15-LOX-1 a 15-LOX-2. 15-LOX-1 katalyzuje premenu
LA na nestabilntl racemickti zmes 13-hydroperoxy-9Z,11E-
-oktadekadiénovej kyseliny (13-HpODE).  Substratom
15-LOX-2 je AA akonecnym produktom oxygenicie je
15-hydroperoxyeikosatetraénova kyselina (15-HpETE)* .

15-LOX bola popisand v krali¢ich retikulocytoch a je
schopna oxidovat’ aj fosfolipidy biologickych membran'®.
Tento enzym bol purifikovany do homogenity z krali¢ich
retikulocytov a biochemicky charakterizovany™. Neskor
bol podobny enzym izolovany z Pudskych eozinofilov*®.
Porovnanie kinetickych parametrov viedlo k zaveru, ze
tento enzym, resp. ALOX15 gén je ludsky ortolog kralicej
15-LOX. 15-LOX retikulocytov u inych druhov cicavcov
nebola popisand. Avsak u mysi, oSipanych a potkana bol
identifikovany leukocytovy typ 12-LOX, atento je pova-
zovany za funkény ekvivalent retikulocytového typu
15-LOX u tychto druhov*. Retikulocytové Fudské a krali-
¢ie 15-LOX zdielaju vysoky stupeti fylogenetickej pribuz-
nosti s leukocytovym typom 12-LOX z prasat’a, potkanov
a my3i*’. Medzi leukocytovym typom 12-LOX a d’al§imi
12-LOX izoformami je vSak iba nizky stupefl zhodnosti
sekvencie. Cudska retikulocytova 15-LOX a mysia leuko-
cytovd 12-LOX zdiel'aji podobné mechanizmy regulécie
cytokinov a expresiu génu. V P'udskom gendome neexistuje
ziadny samostatny gén kodujuici leukocytovy typ 12-LOX
a umysi nie je ani ziadny dokaz o géne pre 15-LOX reti-
kulocytového typu. Avsak u kralika si samostatné gény
pre retikulocytovy typ 15-LOX a leukocytovy typ
12-LOX. Vysoky stupeit (> 99 %) zachovania sekvencie
medzi tymito izoformami mdze pochadzat z génovej
duplikacie'’. Tieto enzymy boli oznadené 12/15-LOX
a oxygenaciou AA produkuju aktivne metabolity lipidov,
ktorych expresia sa vyskytuje v mnohych chorobnych
stavoch™®®.

4.5. 12/15-Lipoxygenaza (12/15-LOX)

Ortology ALOX15 sa vyskytujii u vacSiny cicavcov
amozeme ich klasifikovat’ na zaklade polohovo Specific-
kej oxygenacie AA na 12- a 15-LOX (cit."?). 12-LOX ka-
talyzuje vznik 12-HpETE produktov a je typické pre mysi,
osipané a dobytok. U ¢loveka, orangutina a Simpanza vSak
prevlada ortolog ALOXI5 formujici 15-HpETE
produkty*®°. Vynimkou je kralik, u ktorého je exprimova-
na izoforma 12-LOX sucasne s 15-LOX v zavislosti od
typu tkaniva®. V nedozretych &ervenych krvinkach prevla-
da 15-LOX izoforma, zatial ¢o v monocytoch 12-LOX.
Zaujimavostou je pritomnost jediného génu v gendéme
kralika koédujiiceho oba typy LOX izoforiem. Sekvencia
DNA pre krali¢i enzym katalyzujuci vznik 15-HpETE
naznacuje pritomnost AK zvySkov s priestorovo objem-
nejsim bocnym retazcom v aktivnom centre LOX. V polo-
he 353 je to fenylalanin a v polohach 418 a 593 izoleucin.
Ide o pozicie determinujice polohovl Specifitu LOX
(cit."). Aviak cDNA pre ALOX15 izolovana z monocytov
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kralika obsahuje na pozicii 353 leucin. Protein, ktory bol
exprimovany v E.coli, katalyzoval tvorbu produktov typu
12-HpETE (cit.”").

Koncept tridd opisuje moznost konvertovania
15-LOX, tvoriacej polohovo S$pecifické produkty
15-HpETE na 12-LOX formujucej 12-HpETE produkty
zmenou jedinej aminokyseliny v polynukleotidovom re-
tazei LOX (cit.*®). Ako cielova AK u 15-LOX &loveka
(ktora vedie k zmene polohovej $pecifity LOX) méze byt
izoleucin 418 a metionin 419, fenylalanin 353 alebo izole-
ucin 593 (cit.*”). Vietky cielové AK tvoria dno 3trbiny
aktivneho centra a determinuji hibku, do ktorej substrat
moéze vojst*’. Aplikaciou tejto stratégie Ivanov a spol."
premenili l'udskt 15-LOX na izoformu 12/15-LOX vysky-
tujicu sa u hlodavcov anaopak, 12/15-LOX hlodavcov
mdze byt mutaciou jedinej AK Ciastocne konvertovana na
»ludska®“ 15-LOX. U potkana je vSak tato zmena mozna
len po ovplyvneni cielovych AK mutaciou podla Bor-
ngraber Ia Borngriber II (cit.*). Cudska 15-LOX-2 tvori
vyluéne 15-HpETE produkty. Mysi ortolog oxygenuje ten
isty typ substratu za vzniku 8-HpETE produktov. Mutacia
dvoch AK nachéadzajtcich sa v kritickych pozicidch umoz-
duje tento enzym mysSi premenit’ na 15-LOX-2 podobni
Iudskej'>*'. Pekarova a spol. 12/15-LOX potkana expri-
movali v E. coli a linii eukaryotickych buniek N2a. Pripra-
vili 6 typov mutantov typu Borngriber I, Sloane a Bor-
ngréber II, kde sa uskuto€nila zdmena jednej AK. Po sta-
noveni LOX aktivity kontrolného enzymu a mutovanych
enzymov RP-HPLC metddou sa pozorovala zmena aktivi-
ty, polohovej $pecifity a preferencia substratu’,

5. Zaver

Tento prehladny ¢lanok sa zameriava na objasnenie
Struktary a ulohy lipoxygenaz vo fyziologickych
i patologickych procesoch a naznacuje stratégiu mutagené-
zy génov kdodujucich LOX s cielom ovplyvnit® polohova
$pecifitu tychto enzymov.

Izoenzymové formy LOX su pritomné
v multiplitnych systémoch a orgdnoch T'udského tela, za-
hriiujuc adipocytové, vaskuldrne, imunitné a nervové tka-
niva. V dosledku vyrazne zvysenej expresie izoenzymov
LOX (5-, 8-,12- a 15-LOX) a ich metabolitov v 'udskom
organizme bolo zistené zakomponovanie do réznych zapa-
lovych, nadorovych a kardiovaskularnych ochoreni, diabe-
tes mellitus, ochoreni centralneho a periférneho nervového

systému.
Mnozstvo §tadii v ostatnych rokoch prispieva
k objasneniu  ulohy, ktora  lipoxygendzy hraju

v uvedenych ochoreniach. Vyvoj zvieracich modelov
s cielenymi génovymi mutdciami ukazuje moznosti k lep-
Siemu pochopeniu uloh lipoxygenaz. Hl'adanie selektiv-
nych inhibitorov lipoxygendz a jej izoenzymovych foriem
je aktivna oblast’ skiimania a méze byt dolezitym vy-
skumnym néstrojom a sl'ubnym cielom pre liecbu Siroké-
ho spektra 'udskych ochoreni.
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M. ObloZinsky®, and P. Miku3" (“ Department of Cell and
Molecular Biology of Drugs, Faculty of Pharmacy, Come-
nius University, ” Department of Pharmaceutical Analysis
and Nuclear Pharmacy, Faculty of Pharmacy, Comenius
University): Animal Lipoxygenases — Structure, Posi-
tional Specificity of Lipoxygenase Isoenzymes and
Their Importance

Lipoxygenases (LOX) constitute a heterogeneous
family of lipid peroxidizing enzymes which catalyze the
stereospecific insertion of molecular oxygen into polyun-
saturated fatty acids. The primary products of LOX reac-
tion are hydroperoxy fatty acids, which are rapidly reduced
to the corresponding hydroxy derivatives. In mammalian
organisms, there are 4 main LOX isoforms, 5-LOX,
8-LOX, 12-LOX, 15-LOX, constituting hydroperoxides
with positional and stereo specificity. In the subsequent
metabolic processes they provide significant cell signaling
molecules and secondary messengers taking part in the de-
velopment of inflammatory, tumorous and other diseases.

Recent studies clarified the role of lipoxygenases in
various diseases. The study of the structure and the active
site of enzyme, preparation of recombinant forms with the
targeted gene mutations have shown possibilities for better
understanding the lipoxygenase role in various pathologi-
cal processes. Searching for selective inhibitors of LOX
isoenzymes is an active area of investigation. They can
represent an important research tool or become a promis-
ing targeted therapy of a wide range of human diseases.



