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. Uvod

Lipoxygenazy (LOX, linoleat: oxygen oxidoredukta-
zy, EC 1.13.11.12) st dioxygenazy obsahujice nehémové
zelezo, ktoré katalyzuju tvorbu hydroperoxidovych deriva-
tov polynenasytenych mastnych kyselin. Tieto enzymy
boli predmetom intenzivneho vyskumu predovsetkym
v zivo¢iSnych systémoch. Premenou kyseliny arachidono-
vej na kyselinu hydroperoxyeikozatetraénovu katalyzuju
zivocisne LOX prvy krok v syntéze regulacnych molekul
ako su lipoxiny a leukotriény, ktoré sii mediatormi zapalo-
vych procesov a alergickych reakcii v organizme.

RmR'COOH LOX
Hs®™ HR +0,

1,4-dién mastnej kyseliny

Obr. 1. Reakcia katalyzovana lipoxygenazou (LOX)
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V porovnani so Zivo¢iSnymi LOX je funkcia LOX
v rastlinach doteraz ovel’a menej objasnena. Lipoxygenazy
majl aj v rastlindch Ustredné postavenie v metabolickej
ceste oznaCovanej ako lipoxygenazova (oktadekanova)
cesta, ktorej produkty maju funkciu ako rastové regulatory,
antimikrobialne a antifungalne zlGc¢eniny, aromatické latky
a tieZ ako signdlne molekuly. Na zdklade funkcie produk-
tov LOX cesty a tieZ na zaklade vzajomného vzt'ahu medzi
zvySenim expresie proteinu LOX a zaciatkom Specifickych
procesov sa predpoklada ucast LOX pocas rastu a vyvinu
rastlin a tieZ v odpovedi rastlin na stres, ako je napriklad
poranenie alebo infekcia rastlin patogénmi. V poslednom
obdobi sa stale viac vedeckych skupin venuje Studiu lipo-
xygenaz izolovanych z roznych rastlinnych druhov. Ziska-
nie poznatkov o LOX je jednym z predpokladov pochope-
nia jej fyziologickej tlohy v rastlinnej bunke. Objasnenie
funkcii LOX v rastlinach je komplikované pritomnost'ou
viacerych izoenzymovych foriem LOX a ich réznou tkani-
vovo-§pecifickou a vyvinovo regulovanou expresiou. Sti-
dium tohto enzymu v rastlinich ma vyznam nielen
z hladiska biochemického, ale vzhladom na zapojenie
LOX do procesov signalizacie a regulacie biosyntézy se-
kundarnych metabolitov, aj z hl'adiska mozného vyuzitia
ziskanych poznatkov vo farm4cii a medicine.

2. Charakteristika a vyskyt rastlinnych
lipoxygenaz

Lipoxygenazy katalyzuji polohovo a priestorovo
Specifickll adiciu molekulového kyslika na polynenasytené
mastné kyseliny s cis,cis-1,4-pentadiénovou konfiguraciou
(ako su napr. kyselina linolova, kyselina linolénova alebo
kyselina arachidonova) za tvorby prislusnych hydroperoxi-
dovych derivatov (obr. 1). V rastlinach su substratmi LOX
najmd kyselina linolova a linolénova, ktoré st hlavnymi
polynenasytenymi mastnymi kyselinami rastlinnych mem-
branovych fosfolipidov.

Lipoxygenazy sa nachadzajii vo vicSine rastlinnych
organov, pricom ich aktivita sa meni v zavislosti od stupna
vyvinu a vplyvu stresovych faktorov. NajvysSia aktivita
LOX bola pozorovana v kli¢iacich semenach a rychlo sa
deliacich pletivach'. LOX si monomérne proteiny

RMR'COOH

1-hydroperoxy-2,4-dién mastnej kyseliny
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s molekulovou hmotnostou 94-104 kDa. V rastlinach sa
nachddza niekolko izoenzymovych foriem LOX. Zo se-
mien soje boli izolované tri izoenzgymy® LOX (L-1, L-2
aL-3) adalSich pat izoenzymovych foriem LOX bolo
charakterizovanych v listoch s6je’, v hluzach a listoch
zemiakov boli identifikované tri izoenzymové formy4,
Styri u paradajky’, dve izoformy boli izolované z cicera®
a tiez z kli¢nych listov uhorky’ a repky®. Jednotlivé izoen-
zymy sa liSia svojimi vlastnostami a subceluldrnou lokali-
zaciou. VicSina rastlinnych LOX s solubilné enzymy
nachadzajiice sa v cytoplazme buniek’. Pritomnost LOX
vSak bola zistend aj v inych bunkovych kompartmentoch —
v strome chloroplastov'®, v lipidovych telieskach'’, vo
vakuolach'?, a tiez v mitochondriach". LOX bola detego-
vana aj v plazmatickej membrane', v mikrozomalnych
membranach'' a v membrane chloroplastov'®. Jednotlivé
izoenzymové formy lipoxygenaz s r6znou vnutrobunkovou
lokalizdciou maju aj réznu funkciu v bunke. LOX pritom-
na v strome chloroplastov je zodpovedna za syntézu sig-
nalnej molekuly — kyseliny jasménovej indukovanej pri
poraneni rastliny'>. LOX lipidovych teliesok zabezpetuje
mobilizaciu zasobnych lipidov pocas kli¢enia semien olej-
natych rastlin'®. Lipoxygendzy pritomné vo vakuolach st
vyuzivané ako vegetativne zasobné proteiny’.

3. Lipoxygenazova cesta

Metabolicka cesta premeny vysS§ich polynenasytenych
mastnych kyselin prebiehajica cez lipoxygenazou kataly-
zovanu reakciu a za fiou nasledujice reakcie su spolocne
oznaované ako oktadekanova (lipoxygenazova) cesta.
Hydroperoxidy polynenasytenych mastnych kyselin, ktoré
vznikaju pri LOX reakcii, su d’al§imi enzymami metaboli-
zované na biologicky aktivne zluCeniny, nazyvané oxylipi-
ny. Tieto zltCeniny vznikajuce v jednotlivych vetvach
lipoxygendzovej cesty su dolezité signilne molekuly
(kyselina jasmonova, kyselina 12-oxo-fytodiénova), anti-
mikrobidlne a antifungélne zluceniny (aldehydy, divinylé-
tery), prchavé latky (alkoholy). Vyznamnt funkciu maji
v obdobi vyvinu rastliny a pri adaptécii rastliny na rdzne
formy biotického alebo abiotického stresu.

V zivoc¢isnych bunkach bola lipoxygenazova cesta
skiimand vel'mi intenzivne, pretoze vedie k syntéze eikoza-
noidov (leukotriénov, lipoxinov) délezitych v niekol’kych
fyziologickych procesoch, napr. v zapalovej odpovedi
charakteristickej pre alergické prejavy, ako su astma, artri-
tida, v chemotaktickej a mitogénnej odpovedi v bunkich
hladkych svalov obehového systému'’. Struktirna podob-
nost’ tychto latok so zliceninami izolovanymi z rastlin
viedla k skiimaniu metabolickej cesty ich biosyntézy aj
v rastlindch. Ako prvy lipoxygendzovl cestu v rastlindch
popisali Vick a Zimmerman (1983)"® a potvrdili vyznam
kyseliny jasmoénovej v procesoch prenosu signalu. Inicio-
vali zvySeny zaujem o Studium signalizécie v rastlinach, ¢o
viedlo k objaveniu aj d’alSich bioaktivnych latok zo skupi-
ny oktadekanoidov zucastiujucich sa na regulacii viace-
rych rastlinnych odpovedi.
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K adicii molekulového kyslika na 18-uhlikaté polyne-
nasytené mastné kyseliny (kyselinu linolov( alebo linolé-
novua) prostrednictvom LOX dochadza na jednom alebo
druhom konci cis,cis-1,4-pentadiénovej Struktlry, teda na
9. alebo 13. atdme uhlika. M6zu tak vzniknut' dva rozne
polohové izoméry (9S5)-hydroperoxy- alebo (13S5)-
hydroperoxyderivaty polynenasytenych mastnych kyse-
lin, na zaklade ¢oho su rastlinné LOX oznacované ako
9-LOX alebo 13-LOX. Vzniknuté 13- alebo 9-hydro-
peroxidové derivaty st nasledne metabolizované v jednej
z vetiev lipoxygenazovej cesty™. Na obr. 2 st znazornené
jednotlivé vetvy v pripade, Ze substratom je kyselina lino-
Iénova (C 18:3) a jej dioxygenaciu katalyzuje 13-LOX.
Produktom je kyselina 13-hydroperoxy-[9(2),11(E),15
(Z)]-oktadekatriénova (13-HPOT).

Peroxygenazova vetva

Enzym peroxygenaza (POX), nazyvand tiez hydrope-
roxidizomeraza, premiena hydroperoxidové derivaty poly-
nenasytenych mastnych kyselin intramolekulovym preno-
som kyslika na epoxy- alebo dihydrodiol polyénové mast-
né kyseliny®’. Z 13-HPOT vznika kyselina 15,16-epoxy-
-13-hydroxy-[9(2),11(E)]-oktadekadiénova.

Divinylétersyntdzova vetva

Produktami tejto metabolickej cesty katalyzovanej
divinylétersyntazou (DES) su divinylétery. Tieto latky su
délezité pri obrane rastliny pred patogénmi’'*.

Hydroperoxidlyazova vetva

Hydroperoxidlydza (HPL) katalyzuje oxidativne Stie-
penie uhlovodikového retazca 9- alebo 13-HPOT medzi
hydroperoxidovym uhlikom a uhlikom susednej ndsobnej
vizby (intramolekulovd C-C vézba je destabilizovana
v dosledku reaktivneho hydroperoxidu). Vznikaju aldehy-
dy s kratkym retazcom (Cs- alebo Co-aldehydy)
a oxokyseliny (Cy,- alebo Co-)>. Z 13-HPOT (obr. 2) vzni-
ka kyselina 12-0x0-9(Z)-dodecénova a 3(Z)-hexenal. Na-
sledne nastdva izomerizicia na stabilnejSie zluCeniny: ky-
selinu 12-o0x0-10(E)-dodecénovi (traumatin) a 3(E)-hexe-
nal. Alkoholdehydrogenaza (ADH) méze d’alej redukovat’
hexenal na prislusny alkohol (hexenol), ktory spolu s vy-
tvorenym aldehydom zodpovedaju za Specificka tzv. zele-
na vonu listov?*. Aldehydy tieZ plnia déleziti ulohu v ob-
rane rastliny pri jej napadnuti patogénmi. Traumatin zna-
my ako hormoén poranenia sa 'ahko oxiduje na kyselinu
traumatinovua. Obidve latky sa zapajaju do hojenia porane-
ni v rastlinnych pletivach®.

Allenoxidsyntazova vetva

Allenoxidsyntaza (AOS), nazyvana tiez hydropero-
xid-dehydratdza, premiefia 13-HPOT na nestabilny epoxid
kyselinu  12,13(S)-epoxy-[9(2),11(E),15(Z)]-oktadekatri-
énovu (12,13-EOT). Tento epoxid je potom neenzymatic-
ky hydrolyzovany na a-ketol alebo y-ketol, alebo je enzy-
mom allenoxidcyklazou (AOC) cyklizovany na biologicky
aktivnu zluc¢eninu — kyselinu 12-0x0-10,15(Z)-fytodiénova
(OPDA)*. Naslednou redukciou dvojitej vizby medzi 10.
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Obr. 2. Lipoxygenazova metabolicka cesta®

!, Dioxygenécia kyseliny linolénovej (C18:3) [1] katalyzovana 13-lipoxygenazou — LOX.

DES — divinylétersyntdza, HPL — hydroperoxidlydza, ADH — alkoholdehydrogenaza, AOS — allenoxidsyntaza, AOC — allenoxidcyklaza,
OPDA reduktaza — reduktaza kyseliny 12-0x0-10,15(2)-fytodiénovej. 2 — kyselina 13(S)-hydroperoxy-[9(2),11(E),15(Z)]- oktadekatrié-
nova (HPOT), 3 — kyselina 12,13(S)-epoxy-[9(2),11(E),15(Z)]-oktadekatriénova, 4 — kyselina 12-0x0-10,15(Z)-fytodiénova, 5 — kyselina
3-0x0-2(2’(Z)-pentenyl)-cyklopentan-1-oktanova, 6 — kyselina jasmoénova, 7 — kyselina 13-keto-[9(2),11(E),15(Z)]-oktadekatriénova, 8 —

kyselina 15,16-epoxy-13-hydroxy-[9(2),11(E)]-oktadekadiénova, 9— kyselina eterolénova (divinyléter),

10 — kyselina 12-0x0-9(Z)-do-

decénova, 11 — kyselina 12-ox0-10(£)-dodecénova (traumatin), 12 — 3(Z)-hexenal, 13 — 3(Z)-hexen-1-ol, 14 — 3(F)-hexenal, 15 — 3(E)-hexe-

nol, 16 — 2(E)-hexenal, 17 — 2(E)-hexenol

all. atdbmom uhlika OPDA-reduktazou (ako koenzym
vyuziva NADH) vznika kyselina 3-0x0-2(2’(Z)-pentenyl)-
-cyklopentan-1-oktanova (OPC), ktora néasledne prechadza
3 cyklami B-oxidacie, pricom sa vytvéara kone¢ny produkt
tejto vetvy lipoxygenazovej cesty — kyselina jasménova
(JA)'®. JA aj OPDA st vyznamné signalne molekuly
v odpovedi rastliny na rozne formy stresu. Z kyseliny jas-
monovej sa v rastlindich vytvarajii dalSie metabolity
s biologickou aktivitou ako napr. metyljasmonat, kyselina
kurkubova (derivat JA s hydroxylovanym cyklopentano-
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vym kruhom) alebo konjugaty s aminokyselinami, najma
s leucinom a izoleucinom'’.

Reduktazova vetva

Hydroperoxidy polynenasytenych mastnych kyselin
moZzu byt redukované na hydroxyderivéaty, ktoré majt
antimikrobidlnu aktivitu. Mechanizmus redukcie eSte nie
je presne objasneny, ale predpoklada sa ucast’ glutationu
v tejto reakcii’’.
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Lipoxygenazou katalyzovana vetva

Za ur¢itych podmienok je lipoxygenaza schopné kata-
lyzovat’ homolytické rozstiepenie O-O vizby HPOT za
vzniku alkoxidovych radikalov, z ktorych sa nasledne vy-
tvaraju ketodiény®®. Vznik ketoderivatov polynenasyte-
nych mastnych kyselin v lipoxygenazovej ceste bol potvr-
deny, avsak ich funkcia zostava neobjasnena®.

Epoxyalkoholsyntazova vetva

Tato vetva lipoxygendzovej cesty bola zatial’ identifi-
kovana iba u rastlin ¢elade Solanaceae. Posobenim enzy-
mu epoxyalkoholsyntazy (EAS) dochadza k intramoleku-
lovému preusporiadaniu 13- alebo 9-HPOT, pri¢om vzni-
kaju epoxy-hydroxyderivaty polynenasytenych mastnych
kyselin®. Produkty tejto reakcie st rovnaké ako produkty,
ktoré sa vytvaraju v peroxygenazovej vetve lipoxygenazo-
vej cesty, liSia sa iba stereochemicky. Predpoklada sa, ze
tieto latky maju funkciu v obrannych reakciach rastlin®.

4. Regulacia lipoxygenazovej cesty

V lipoxygenazovej ceste sa vytvaraju viaceré zliceni-
ny s vyznamnou biologickou funkciou. Hlavnym miestom
regulcie tejto metabolickej cesty je reakcia vzniku 9-
alebo 13-hydroperoxidovych derivatov katalyzovana LOX,
ktoré su d’alej metabolizované v jednej zo siedmych vetiev
lipoxygenazovej cesty. Lipoxygenazy poskytuju substraty
pre aktivitu dalsSich enzymov tejto metabolickej cesty
a zohravaju tak kl'a¢ova ulohu'’.

Najviac poznatkov o regulacii bolo zatial’ ziskanych
o AOS vetve. Expresia génov kodujucich biosyntézu kyse-
liny jasmoénovej je indukovand poranenim alebo pdsobe-
nim metyljasmonatu a systeminu. Tieto udaje boli experi-
mentalne potvrdené v listoch zemiakov, raj¢in a arabkov-
ky, kde doslo k zvySeniu syntézy mRNA 13-LOX, AOS
a AOC>**¥_ Biosyntéza JA je regulovana nasledujucimi
faktormi: a) dostupnostou substratu, ¢o je vysledkom sti-
mula¢nych faktorov a signalov z vonkajSieho prostredia;
b) pletivovo Specifickou tvorbou a akumulaciou kyseliny
jasmoénovej; ¢) metabolickou transformaciou JA na jej
metylester alebo na prchavy degradacny produkt cis-
jasméon'®. Regulacie d’alsich vetiev lipoxygenazovej cesty
su menej objasnené, predpoklada sa, Ze s regulované
dostupnostou substratu a tiez d’alSimi regulaénymi mecha-
nizmami, ako su fosforylacia /defosforylacia enzymov™*
alebo degradécia enzymov ubikvitinaciou™.

5. Uloha LOX v semenach rastlin

V semenach olejnatych rastlin sa LOX zucastiiuje
mobilizacie zasobnych lipidov pocas kli¢enia. U olejnin st
lipidy hlavnym zdrojom energie v tomto procese, kym
v inych rastlinach napr. zemiakoch sa na produkciu ATP
vyuzivaju zasoby Skrobu. Pocas skorych stadii klicenia
dochadza k indukcii LOX a nasledne k oxidacii esterifiko-
vanych polynenasytenych mastnych kyselin v lipidovych
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telieskach. Oxidované mastné kyseliny v triacylglycero-
loch s nésledne prednostne odStiepované lipdzami
a uvolfiované z lipidovych teliesok do cytoplazmy’®. Pred-
poklada sa, e slizia ako substrat pre B-oxidaciu. Ugast
LOX lipidovych teliesok v skorych stadiach klicenia bola
experimentdlne potvrdend v semenach uhorky (Cucumis
sativus L.), tabaku (Nicotiana tabacum L.) a repky
(Brassica napus L.)'.

V semenach podzemnice (4Arachis hypogaea L.) bol
gén kodujuci PnLOX1 indukovany po infikovani hubou
Aspergillus. Produkty reakcie katalyzovanej PnLOX1 —
13-HPOT a 13-HPOD ovplyviiovali syntézu mykotoxinu,
&o potvrdzuje funkeiu tejto LOX v obrannych reakciach®.
Taktiez pre LOX Arabidopsis thaliana sa predpoklada
funkcia v obrane kliénych rastlin produkciou antimikro-
bialnych latok, ale tiez v raste a vyvine, ktory je regulova-
ny produktami lipoxygenazovej cesty’’.

Zo semien soje boli izolované 3 izoenzymy LOX (L-1,
L-2 a L-3)%. Pocas prvych dni kli¢enia semien tieto izoen-
zymy zaniknl a v kli¢nych listoch st syntetizované tri
d’alsie izoenzymové formy LOX. Na rozdiel od LOX
v semendch uhorky, séjové LOX v semendch aj v kli¢nych
listoch nie su asociované s lipidovymi telieskami. Nacha-
dzaju sa v cytoplazme alebo vakuolach. Pri kli¢eni semien
soje nedochddza k vyznamnej oxidacii polynenasytenych
mastnych kyselin. Zistilo sa, ze lipoxygenazy v semenach
soje sa nezlCastiluji na mobilizdcii zasobnych lipidov
pocas kliGenia, ale maju vyznam ako zasobné proteiny’.
V listoch soje bolo charakterizovanych d’alSich 5 izoenzy-
movych foriem LOX oznacenych ako vegetativne lipoxy-
genazy (VLXA, VLXB, VLXC, VLXD a VLXE). Tieto
LOX boli lokalizované tiez v cytoplazme a vakuolach.
Zucastiiujl sa nielen v metabolizme lipidov, ale st vyuZi-
vané aj ako vegetativne zasobné proteiny v zavislosti od
potreby rastlin uskladiiovat’ nadbytok dusika’.

6. Uloha LOX poéas vegetativneho rastu

Vyvinovy proces, ktorého aspekty boli intenzivne
skimané je tvorba hl'iz u zemiakov. V zemiakoch boli
izoenzymy LOX detegované v hluzich a v koretoch.
mRNA kodujuca LOX1 bola lokalizovana v najaktivnejSie
rastucich castiach hl'iz zemiakov. V transgénnych rastli-
nach, v ktorych bola aktivita LOX znizena, doslo
k zna¢nej redukcii tvorby hl'iz. Hl'uzy, ktoré sa vytvorili,
boli zdeformované a mensie. Uvedené LOX sa zucastilo-
vali na kontrole rastu a vyvoja hl'iz inicidciou syntézy
oxylipinov, regulujicich rast buniek pocas ich tvorby.
Konkrétne sa vtomto procese potvrdila uloha kyseliny
tuberénovej (kyselina 12-hydroxyjasmoénova)’®.

V rajcindch boli identifikované tri gény kodujuce
LOX, ozna¢ené ako TomloxA, TomloxB a TomloxC, kto-
ré boli aktivne pocas dozrievania plodov. TomloxC kéduje
LOX chloroplastov. Zistilo sa, Zze uvedené gény su pocas
dozrievania plodov aktivované etylénom a doposial’ blizsie
neuréenymi vyvinovymi faktormi. Prepoklada sa, ze maju
funkciu v obrannych reakciach. LOX plodov st tiez dole-
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zité v syntéze C6 aldehydov zodpovednych za typicku
vonu a chut’ plodov rajé¢in a vyznam maju i v degradacii
membran tylakoidov pri premene chloroplastov na
chromoplasty™.

7. Uloha LOX v obrannych procesoch rastlin

K aktivacii obrannych procesov rastlin dochadza pri
poraneni, pri napadnuti rastlin $kodcami alebo patogénmi.
Tieto procesy vedu k zahojeniu poskodeného pletiva a tiez
k aktivacii obrannych mechanizmov s cielom predist’ eSte
véacSiemu poskodeniu. Obranné mechanizmy indukované
niekol’ko minut pripadne hodin po poraneni, pozostavaji
zo syntézy (pripadne uvolnenia) primarnych signalov, ich
prijatia receptormi a naslednej transmisie prostrednictvom
Specifickych signalnych molekul, ktoré aktivuju transkrip-
ciu tzv. obrannych génov. Proteiny kodované obrannymi
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génmi patria do rozlicnych kategoérii. St to tzv. obranné
proteiny ako napriklad inhibitory proteinaz a proteolytické
enzymy, alebo enzymy zapojené do biosyntézy obrannych
sekundarnych metabolitov. Dal3iu skupinu indukovanych
proteinov tvoria proteiny zucastiiujuce sa signalnej trans-
dukénej cesty, ako napriklad lipoxygenaza a kalmodulin®.

Pri poskodeni urcitej Casti rastlinného pletiva docha-
dza nielen k aktivacii obrannych reakcii v mieste poskode-
nia (tzv. lokalna odpoved), ale aj v inych Castiach rastlin-
né¢ho organizmu (tzv. systemicka odpoved’) (obr. 3).
V rastlinach sa vyvinula zlozita siet’ signalizacie indukova-
na pri poraneni, v ktorej sa zicCastitujii viaceré, Struktirne
&asto vel'mi odli$né molekuly napr. oligopeptid systemin®',
oligosacharidy uvolnené z poskodenych bunkovych
stien*?, H,0," a molekuly s hormonalnou aktivitou ako su
jasmonaty™*, etylén® a kyselina abscisova®’.

Priméarne signaly spustajice poranenim aktivované
obranné odpovede neboli doposial’ jednoznacne definova-

v aktivacia systermicke)
——a Odpovede

b
s

|
]
+
aktivacia obrannych
énaoy

prosystermin
systemin

} Lox oligosacharidy
Ja A
4 @ receptor? Specifické
JA receptany
aktivdcia obrannjch 5 @ U3 )
génoy * (‘ D protanovd purmpa
4
mMRMA

Obr. 3. Schéma obrannych procesov indukovanych pri poraneni rastlin, ataku hmyzom alebo patogénmi (spracované podla®**).
Pri poraneni rastlin, ataku hmyzom alebo patogénmi dochadza nielen k aktivacii obrannych reakcii v mieste poskodenia (tzv. lokalna
odpoved’), ale aj v inych Castiach rastlinného organizmu (tzv. systemickd odpoved’). Primarne signaly (systemin uvol'neny z neaktivneho
prekurzora - prosysteminu, oligouronidy uvolnené z poskodenych bunkovych stien) interagujui s receptormi v plazmatickej membrane
buniek, ¢o je prvym krokom zlozitej vniitrobunkove;j signalizaénej kaskady pozostavajucej z aktivacie MAP kinaz (MAPK), ktoré modu-
luju aktivitu protonovych pump, d’alej aktivacie fosfolipaz (PL) a uvolnenia kyseliny linolénovej z membran, ktora je lipoxygenazou
(LOX) a d’alsimi enzymami oktadekanovej cesty premienana na kyselinu jasmonovu (JA). JA je vyznamnym sekundarnym poslom, ktory
aktivuje expresiu obrannych génov, a to nielen v mieste poskodenia, ale aj vo vzdialenejsich neposkodenych Castiach rastlin
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né. Indukcia obrannych odpovedi si Casto vyzaduje sucas-
né posobenie viacerych signidlnych molekul, ktoré mozu
byt rozdielne u jednotlivych rastlinnych druhov**. Primar-
nym signdlom si napriklad oligosacharidy, ktoré sa pri
poraneni uvolnuju z poskodenych bunkovych stien. Doa-
res a spol. (1995)* experimentalne dokézali, Ze oligouro-
nidy z bunkovych stien rastlin a chitosan pochadzajuci
z bunkovych stien hub indukovali po aplikécii v listoch
rajéin (Lycopersicon esculentum) expresiu inhibitorov
proteinaz. Oligosacharidy maju vel'mi obmedzenu pohyb-
livost, a preto je ich aktivita v signalizacii pri poraneni
spojena iba s aktivaciou obrannych reakcii v mieste posko-
denia — v tzv. lokélnej odpovedi®®. Dal§im signalom, ktory
indukoval expresiu obrannych génov bol systemin. Je to
peptid pozostavajici z 18 aminokyselin, ktory vznika limi-
tovanou proteolyzou — odstiepenim C-konca z neaktivneho
200 aminokyselin obsahujuceho prekurzora prosysteminu.
Pritomnost’ systeminu bola zatial’ potvrdena iba u rastlin
z Gel'ade Solanaceae®. Systemin uvoltovany z poskode-
nych miest sa viaze na Specificky receptor v membrane
okolitych buniek a prendSa signal aj do vzdialenejSich
neposkodenych Gasti rastliny®. Je mobilnym signalom
dolezitym v tzv. systemickej odpovedi rastlin na
poranenie®.

Vplyvom uvedenych priméarnych signdlov dochidza
pri poraneni rastlin k aktivacii oktadekanovej (lipoxy-
genazovej) cesty biosyntézy kyseliny jasmonovej (JAY "™,
Predpoklada sa, ze tieto signaly interaguju s receptormi
v membréane rastlinnych buniek, pri¢om sa aktivujli proce-
sy, ktoré vedu k rychlemu zvyseniu vnitrobunkovej hladi-
ny JA. JA je derivatom kyseliny linolénovej, najviac zastu-
penej mastnej kyseliny v lipidoch membran v rastlinach.
Predpokladd sa, Ze kyselina linolénovad je uvolnend
z membranovych lipidov pdsobenim fosfolipazy A,
anasledne sa stdva substratom LOX, pociato¢ného enzy-
mu oktadekanovej cesty™.

Potvrdenim zapojenia oktadekénovej cesty v proce-
soch signalizacie smerujucich k aktivacii obrannych génov
bolo identifikovanie niekol’kych inhibitorov, ktoré blokuji
tuto cestu. Napriklad dietylditiokarbamat sodny a salicylat
sodny. Uvedené latky inhibovali oktadekdnovu drahu
a syntézu inhibitorov proteinaz v odpovedi na poranenie,
systemin a oligouronidy*. Inhibicia prostrednictvom die-
tylditiokarbamatu sodného spocivala v premene 13-HPOT
(produkty reakcie katalyzovanej LOX) na 13-HOT, ktoré
uZ nie su intermediatmi v biosyntéze JA. Salicylat sodny
blokoval oktadekanovii cestu na tirovni allenoxidsyntazy™.
Efekty tychto inhibitorov sa zhoduju s hypotézou, Ze mole-
kuly priméarnych signalov vytvorené pri poraneni aktivuji
expresiu obrannych génov cez oktadekanovi drahu. Tato
dréha je tiez pozitivne alebo negativne regulovana kyseli-
nou abscisovou a kyselinou indoloctovou™. V listoch ryze
bola potvrdena recipro¢na regulacia oktadekanovej cesty
kyselinou jasménovou a kyselinou salicylovou pri odpove-
di rastlin na poranenie™.

Kyselina jasmoénovd je vyznamnym sekundarnym
poslom aktivujucim transkripciu génov a nasledne syntézu
obrannych sekundérnych metabolitov a proteinov. Dopo-
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sial’ bolo ziskanych len vel'mi malo poznatkov tykajucich
sa mechanizmu génovej aktivacie v odpovedi na porane-
nie. Analyzou 5’regulacnych oblasti génov, ktoré su akti-
vované JA, bola zistend pritomnost’ konsenzus sekvencii,
o ktorych sa predpoklada, ze sa zucastiiuju v regulacii
génovej expresie touto molekulou™™’. Stidiu zapojenia JA
a jej derivatov v procesoch odpovede rastlin na poranenie
bola venovana vel'ka pozornost’, avSak nielen JA, ale aj jej
derivaty napr. metyljasmonat a aj iné produkty oktadeka-
novej cesty su syntetizované pri poraneni a zacastiiuju sa
v tychto procesoch®.

Potvrdend bola tiez tuloha kyseliny 12-oxo-fyto-
diénovej (OPDA, prekurzor kyseliny jasmonovej) ako
signalnej molekuly™. OPDA je dokonca vyraznejsim akti-
vatorom expresie génov ako samotna JA. V sucasnosti je
OPDA povazovana za hlavnu signalnu molekulu vo vacsi-
ne rastlinnych druhov, zatial’ ¢o JA zostava aktivnym me-
tabolitom svojho prekurzora. Experimentalne sa vSak do-
kazalo, ze JA na rozdiel od OPDA je sekretovana z buniek
do extracelularneho média, ¢o naznacuje funkciu JA aj ako
medzibunkovej signalnej molekuly®. JA je mobilnym
sekundarnym signdlom, podobne ako systemin, prendsa
signal z miesta poSkodenia aj do inych Casti rastlinného
organizmu, av§ak mensSia a rozpustnejsia kyselina jasmo-
nova umoziiuje prenos signalu na vicsie vzdialenosti’*.

Daldimi oxylipinmi s funkciou v obrannych proce-
soch rastlin st produkty HPL vetvy oktadekénovej cesty:
C12-oxokyseliny (traumatin), C6 aldehydy a alkoholy.
Tieto latky st syntetizované pri poraneni a sliiZia tieZ ako
signalne molekuly. U Arabidopsis 2(E)-hexenal indukuje
skupinu obrannych génov®'. K vysiej produkcii prchavych
latok uvolfiovanych rastlinou dochadza najmé pri ataku
rastlin hmyzom. Tieto latky majl iné zloZenie ako latky
uvolfiované neposkodenymi rastlinami®. Niektoré posobia
ako atraktanty prirodzenych predatorov hmyzu, ktory na-
padol rastlinu®. V obrannych reakciach sa zaastiiuju aj
produkty peroxygendzovej a divinylétersyntdzovej vetvy
lipoxygenazovej cesty”>*.

Odpoved’ rastlin na poranenie, atak hmyzom alebo
patogénmi si vyzaduje aktivaciu zlozitej siete vzajomne
regulovanych signaliza¢nych kaskad, v ktorych sa vyz-
namnym spdsobom zcasthuji aj od lipidov odvodené
oxylipiny**%*%_ LOX sa svojim postavenim na pociatku
lipoxygenazovej cesty biosyntézy tychto latok zapaja do
obrannych procesov rastlin. Potvrdenim boli aj experimen-
talne vysledky ziskané Arimurom a spol. (2000)*, ktori
dokazali, Ze inhibicia tohto enzymu vedie k blokovaniu
expresie jasmonatmi aktivovanych obrannych génov.
V odpovedi rastlin na poranenie bola potvrdend ucast’
chloroplastovej izoenzymovej formy LOX u arabkovky
(Atlox2)"®, zemiakov (H3)”” a v listoch rajéin’ amu-
genky®®. Na zéklade toho mozno konstatovat, 7e syntéza
jasmonatov je iniciovana v chloroplastoch. Dékazom bolo
aj zistenie, Ze pri poraneni dochddza k zniZeniu obsahu
monogalaktozyl-diacylglycerolov v membrane chloroplas-
tov, o ktorych sa predpokladd, Ze su zdrojom kyseliny
linolénovej pre biosyntézu jasmonatov®’. Porta a spol.
(1999)7° experimentalne potvrdili, Ze k aktivacii LOX
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dochadza aj po exogénnej aplikacii JA, ¢o predpoklada
tzv. feed-back mechanizmus regulacie oktadekdnovej ces-

ty.

8. Uloha LOX v programovanej smrti
rastlinnych buniek

Lipoxygenazou katalyzovana oxidécia lipidov sa zu-
Castiuje degradacie membran pri tzv. hypersenzitivnej
odpovedi rastlinnych buniek na atak patogénov, pri ktorej
dochadza k smrti rastlinnych buniek v mieste infekcie’'.
Hypersenzitivna odpoved’ je charakterizovana stratou in-
tegrity membran a je spojena s tvorbou peroxidov lipidov
a kyslikovych radikalov. Experimentalne vysledky pouka-
zuju najmé na peroxid vodika, ktorého aj malé mnozstva
viedli k aktivacii hypersenzitivnej odpovede v bunkach
soje. Indukcia hypersenzitivnej odpovede a naslednej bun-
kovej smrti bola spojend s aktivaciou LOX’2. Podobné
vysledky boli pozorované aj na listoch fazule”, papriky”
a tabaku’' po infikovani patogénmi. Zistilo sa tiez, Ze pro-
dukty LOX reakcie 9- alebo 13-hydroperoxidy polynena-
sytenych mastnych kyselin, ako aj ich redukované formy,
boli schopné indukovat’ fragmenticiu DNA a bunkova
smrt’. Pri pouziti inhibitorov LOX alebo inhibi¢nych anti-
LOX monoklonalnych protilatok, ktoré blokovali aktivitu
LOX bez ovplyvnenia oxida¢ného stavu bunky, nedoslo
k oxidagnym stresom indukovanej smrti buniek’>. Uvede-
né experimenty poskytli dokaz o ucasti lipoxygenaz v pro-
cesoch indukcie programovanej smrti rastlinnych buniek.

9. Zaver

Lipoxygenazy s v Zivo¢iSnych aj v rastlinnych orga-
nizmoch na pociatku metabolickych drah, ktorych produk-
ty maju viaceré dolezité biologické funkcie. Predovsetkym
je vyznamné zapojenie LOX do transdukcie signalov
a bunkovych regulacnych procesov. LOX svojim postave-
nim na pociatku tychto metabolickych ciest ovplyviuje
dostupnost’ substratov pre enzymy v jej d’alSich vetvach
a stava sa tak vyznamnym miestom regulacie. Vyskum
v tejto oblasti priniesol v poslednych rokoch viac poznat-
kov veducich k lepSiemu poznaniu a pochopeniu lipoxyge-
nazovej cesty a jej vyznamu aj v rastlinach. Prvou presku-
manou skupinou latok, ktoré sa vytvaraju v jednej zo sied-
mych doposial’ popisanych vetiev lipoxygenazovej cesty,
boli jasmonaty — dolezité v signalne transdukénych proce-
soch rastlin. Avsak aj produkty tvoriace sa v d’alSich vet-
vach lipoxygenazovej cesty maju vyznamni biologickl
funkciu. V poslednom obdobi narastaji poznatky
o subcelularnej lokalizécii, Strukture, mechanizme kataly-
zy rastlinnych lipoxygendz. Klonovanie, expresia
a funkcnd analyza génov kddujicich jednotlivé izoenzy-
mové formy lipoxygenaz, ako aj snahy o krystalizaciu
purifikovanych enzymov prispievaju k ziskavaniu novych
poznatkov o ulohe lipoxygendz v rastlinach.
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Lipoxygenases (LOX; linoleate:oxygen oxidoreduc-
tase, EC 1.13.11.12) are a family of dioxygenases that do
not contain hem-bonded iron at the active site. They cata-
lyze peroxidation of polyunsaturated fatty acids, in par-
ticular linolic and linolenic acids, which gives hydroper-
oxy derivatives of (9S)- or (13S)-polyunsaturated fatty
acids (9-LOX or 13-LOX, respectively). Lipid peroxida-
tion is important in plant evolution and for their response
to various forms of stress, both of biotic and abiotic origin.
LOX is the starting enzyme of the lipoxygenase metabolic
pathway producing oxylipins such as signal molecules,
antimicrobial and antifungal compounds.
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Fyziologické ucinky polysacharida.

Biodegradabilni plasty na bazi polysacharida.

Plenarni prednasky:

Werner Praznik, Renate Loeppert a Anton Huber (Institut of Chemistry, KF-University, Graz, Austria)
Molecular dimension and structure of water soluble polysaccharides by means of adequate chromatographic
techniques with different detection systems.

Gianfranco Venora (Stazione Sperimentale di Granicoltura per la Sicilia, Italy) Seeds identification by me-
ans of image analysis and linear discriminant analysis: case studies.

Vaclav Vétvicka (University of Louisville, Department of Pathology, Louisville, Kentucky, USA)
Glucan - magic bullet or big con?

Jazyk: anglicky a cesky
Termin podani abstrakt: 30.6.2009
Termin podani piihlasek: 15.9.2009
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