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Neue Lipoxygenase-/Hydroperoxid-Lyase-Bio-
synthesewege im Moos Physcomitrella patens**

Thomas Wichard, Cornelia Gobel, Ivo Feussner und
Georg Pohnert*

Lipoxygenasen (LOX) sind an der Biosynthese von zentralen
Signal- und Verteidigungsmetaboliten in Sdugetieren, hohe-
ren Pflanzen und Algen beteiligt." Durch LOX katalysierte
Biosynthesewege sind generell mit der Einfithrung von
molekularem Sauerstoff in eine mehrfach ungesittigte Fett-
sdure verbunden. Die daraus resultierenden Hydroperoxide
konnen zu kiirzerkettigen sauerstoffhaltigen Produkten ge-
spalten werden. Interessanterweise werden unterschiedliche
Fettsduren zur Produktion von Hydroperoxiden genutzt.
Wihrend Oxylipine in Pflanzen fast ausschliefSlich aus Cjs-
Fettsduren generiert werden,['! nutzen sowohl Siugetiere als
auch Algen bevorzugt C,y-Fettsiuren.*> Auch die weitere
Umsetzung der intermedidr auftretenden Hydroperoxide
unterscheidet sich grundlegend: Aus Sdugetieren sind bifunk-
tionelle LOX bekannt, die auch die Hydroperoxidspaltung
katalysieren, wogegen Pflanzen und Algen hiufig Hydroper-
oxid-Lyasen (HPL) zur Generierung kiirzerkettiger Oxylipi-
ne nutzen.'*! Wegen ihrer zentralen Stellung im Metabolis-
mus sind LOX/HPL-Biosynthesewege in diesen Organismen
gut untersucht. Dagegen ist nahezu nichts iiber verwandte
Umsetzungen in Moosen bekannt. Da Moose phylogenetisch
zwischen hoheren Pflanzen und Algen eingeordnet werden,
sind sie fiir die Untersuchung von LOX-Biosynthesewegen
besonders interessant.

Von einigen Moosen ist bereits bekannt, dass sie unver-
zweigte Cs- und Cy-Alkohole sowie Cg- und C,y-Aldehyde iiber
bisher unbekannte Biosynthesewege bilden.*” Bei der Un-
tersuchung von Physcomitrella patens fanden wir, dass auch
dieses Laubmoos nach einer Gewebeverletzung fliichtige
Oxylipine freisetzt. Darunter findet sich (E)-Non-2-enal (4),
ein aus hoheren Pflanzen bekannter, intensiv nach Gurken
riechender Metabolit. Aber auch (R)-Oct-1-en-3-ol (1; 94 %
ee),™ eine Hauptaromakomponente aus Pilzen, und (E)-Oct-
2-en-1-ol (2) sowie (E)-Oct-2-enal (3) konnten detektiert
werden (Abbildung 1). (R)-1 wird in Pilzen aus Linolsdure
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Abbildung 1. a) GC/MS des SPM-Extrakts (SPME = solid-phase micro-
extraction, Festphasenmikroextraktion) von fliichtigen Verbindungen
aus P. patens; b) wie a) aus dem verwundeten Moos; c) wie b) in Ge-

genwart von 200 ug Arachidonsiure pro ca. 100 mg P. patens. IS = In-
terner Standard; 2-Decanon.

generiert, die zunichst durch eine 10-LOX zum entsprechen-
den Hydroperoxid umgesetzt und dann durch eine Lyaseak-
tivitdt gespalten wird; dabei entsteht (FE)-10-Oxodec-8-en-
siure als zweites Bruchstiick.”'!! In hoheren Pflanzen ist
Linolsdure eine Vorstufe bei der Biosynthese von (E)-Non-2-
enal (4) und (Z)-Non-3-enal (8). Hier sind eine 9-LOX und
eine 9-HPL an der Produktion des C,-Aldehyds 8 und der 9-
Oxononansiure beteiligt.>'

Wir fanden, dass eine Verwundung von P patens in
Gegenwart von Linol- oder a-Linolensdure nicht zu einer
signifikant erhohten Produktion von 1-4 oder verwandten
hoher ungeséittigten Metaboliten fiihrt. Auch 10-Oxodec-8-
ensdure oder 9-Oxononansdure, Verbindungen, die in Pflan-
zen oder Pilzen durch vergleichbare Umsetzungen gebildet
werden, konnten in den Moosprédparationen nicht nachge-
wiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass Moose offen-
sichtlich andere Vorstufen zur Bildung von 1-4 nutzen.
Anders als hohere Pflanzen enthélt P. patens auch Arachi-
donsiure (5)," die wegen der Positionen der Doppelbindun-
gen ebenfalls eine potenzielle Vorstufe der kurzkettigen
Oxylipine sein konnte. Tatséchlich wird extern zugegebene
Arachidonsiure (5) mit groBer Effizienz zu 1-4 umgesetzt.
Das wurde besonders bei der Umsetzung von [Dg]Arachi-
donsdure durch P patens deutlich: Nach Zugabe dieser
markierten Fettsdure werden deuteriertes 1 (>400% Ein-
baurate), 2, 3 und 4 (>1100% FEinbaurate) gebildet (Abbil-
dung 1). Dieser iiberraschende Befund — Arachidonséure (5)
wurde bisher noch nicht als Vorstufe von 1-4 identifiziert —
motivierte uns zu einer genaueren Untersuchung der invol-
vierten Biosynthesewege. Abfangexperimenten zufolge ist
eine Arachidonat-12-LOX an den Umsetzungen beteiligt.
Durch das Reduktionsmittel Dimethylsulfid werden interme-
didr auftretende Hydroperoxide zu den entsprechenden
Alkoholen umgesetzt, die keine Substrate fiir HPL sind.”
Im intakten Moos fanden wir nach Reduktion keine endoge-
nen hydroxylierten Fettsduren, wohingegen schon Sekunden
nach einer Verwundung (S)-12-Hydroxyarachidonsiure ((S)-
12-HETE, 83 % ee), (S)-15-HETE (56 % ee) und Spuren von
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nahezu racemischer 11-HETE nachgewiesen werden konn-
ten. Das entsprechende 11-Hydroperoxid, 11-HPETE,
konnte formal auch eine Zwischenstufe auf dem Weg zu
den Cy-Verbindungen sein, da es aber nur in geringen Mengen
als Racemat vorkommt, handelt es sich eher um ein Aut-
oxidationsprodukt der Arachidonsédure, das nicht aus enzy-
matischen Reaktionen hervorgegangen ist. Anders als die
Menge an 11-HPETE steigt die Menge an 12-Hydroperoxy-
eicosatetraensidure (12-HPETE, 6) wihrend der ersten 30 Se-
kunden nach Zugabe von Arachidonsédure (5) zu verwunde-
tem Moos stark an. Innerhalb der nichsten 16 Minuten — der
Zeit, die auch fiir die Bildung der fliichtigen Verbindungen 1-
4 und der Oxosduren benotigt wird — nimmt die Menge an 6
dann wieder ab (siche Hintergrundinformationen). Diese
Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass (S)-12-HPETE aus
der LOX-vermittelten Arachidonsdureoxidation ein Inter-
mediat in der Biosynthese von 1-4 ist.

Zur weitergehenden Aufkldrung des Mechanismus der
Fettsduretransformationen in P. patens haben wir die Natur
der polaren Bruchstiicke, die zusitzlich zu 1-4 aus der
Spaltung von 6 resultieren, aufgeklart. Die Identifizierung
der Metaboliten gelang durch einen Vergleich der HPLC-MS-
Chromatogramme von P.-patens-Extrakten, die vor und nach
der Verwundung angefertigt wurden. Eine Gewebeverletzung
fithrt zur Neubildung von zwei dominanten, von Fettsduren
abgeleiteten Verbindungen. Das UV-Spektrum der weniger
polaren Komponente (1,,,, =279 nm) ldsst auf eine o,p,y,0-
ungesittigte Carbonylverbindung schlieBen. Das Massen-
spektrum dieser Verbindung stimmt mit dem einer oxidierten
Cy,-Séure wie (5Z,8Z,10F)-12-Oxododeca-5,8,10-triensdure
(12-ODTE, 7) iiberein (Abbildung 2). Eine Coinjektion mit
synthetischem 70! fithrte zum endgiiltigen Strukturnachweis.
Bei der anderen neu entstandenen Verbindung handelt es sich
um 11-Oxoundeca-5,9-diensiure (11-OUDE, 10).0'*

Die identifizierten Strukturen fithren zu der in Schema 1
wiedergegebenen, postulierten Biosynthese fiir die Oxylipi-
ne: Demzufolge wird 5 zunéchst, ohne vorhergehende Ket-
tenverkiirzung durch z.B. 3-Oxidation, zum Hydroperoxid 6
umgewandelt, das dann zu den Oxosduren und fliichtigen
Verbindungen gespalten wird. Diese Biosynthesewege konn-
ten durch Versuche mit [Dg]Arachidonsdure bestétigt
werden. Nach Applikation der markierten Fettsdure wiesen
die Massenspektren von 6, 7 und 10 Verschiebungen von + 8§,
+ 6 oder +5 Masseneinheiten auf (Abbildung 2 und Hinter-
grundinformationen). Die {ibereinstimmend hohen Isotopen-
einbauraten in 6 und in die kiirzerkettigen Oxylipine zeigen,
dass 5 die Vorstufe aller in Schema 1 gezeigten Oxylipine ist.

P. patens nutzt also bisher unbekannte Biosynthesewege
zur Produktion bekannter LOX/HPL-Produkte. Die Biosyn-
these von 1, 2 und 4 wird dabei durch eine 12-LOX initiiert,
die 6 als Substrat fiir HPL oder andere Fettsdure spaltende
Enzyme zur Verfiigung stellt. Die weitere Umsetzung von 6
fiihrt zur Bildung der Cg-Metaboliten 1 und 2 sowie zu 7 als
zweitem Bruchstiick (Schema 1). Interessanterweise wurde 7
bereits aus Arachidonsédure-stimulierten menschlichen Blut-
plittchen nachgewiesen."”! Dort fungiert diese Verbindung
als Antagonist zu menschlichen Neutrophilen und interferiert
wahrscheinlich mit der Leukotrien-B4-Bindungsstelle.'”! 7
wurde auch als Verteidigungsmetabolit in Diatomeen identi-
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Abbildung 2. Oben: LC/MS eines Extrakts von P. patens, das in Gegen-
wart von 200 pg 5 pro ca. 100 mg Moos verwundet wurde. Die Ein-
schiibe geben die UV-Spektren von 7 und 10 wieder. Unten: Massen-
spektren bei negativer lonisierung der unmarkierten (oben) und mar-
kierten (unten) Oxosiuren, die nach Umsetzung mit 5 bzw. [Dy]5 ent-
stehen.
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Schema 1. Vorgeschlagene Arachidonat-12-LOX/HPL-Biosynthesewege
in P. patens. In Gegenwart von [Dg]Arachidonsiure ([Ds]5) kann
[Dg]HPETE ([Dg]6) abgefangen werden. In den weiteren Reaktionen
werden [D,]C8-Fragmente, [D]7, [D;]4 und [Ds]10 gebildet. Alle acht
Deuteriummarkierungen aus [Ds]5 werden somit in den Produkten ge-
funden.
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fiziert."®! Von diesen Algen wird allerdings (1E,3E)-Octa-
1,3-dien als zweites Bruchstiick von 12-HPETE freigesetzt.
Das Moos produziert 7 also iiber einen génzlich anderen
Biosyntheseweg als Diatomeen.'"! In P. patens kann 6 auch zu
(Z)-Non-3-enal (8) und (5Z,8Z2)-11-Oxoundeca-5,8-diensédure
(9) umgesetzt werden. Diese Transformation wird wahr-
scheinlich durch eine HPL katalysiert. Ahnlich wie bei gut
untersuchten Umsetzungen in hoheren Pflanzen konnten
diese Intermediate dann schnell durch eine 3Z:2E-Enal-
Isomerase zu 4 und 10 umgewandelt werden (Schema 1).[122%

Unsere Ergebnisse zeigen, dass das Moos P. patens neue
LOX-Biosynthesewege fiir die Produktion von Oxylipinen
mit vielfdltigen Strukturen nutzt. Es setzt Metaboliten frei,
die als typisch fiir Sdugetiere, Pflanzen, Pilze oder Algen
angesehen wurden. In bisher nicht bekannter Weise werden
biosynthetische Motive all dieser Organismen dazu genutzt,
Arachidonsidure zu transformieren. Es ist bekannt, dass
Moose ausgesprochen resistent gegen Herbivore und Patho-
gene sind. In hoheren Pflanzen werden derartige Resistenzen
oft durch Lipoxygenasen vermittelt.”!! Es wird in Zukunft
von besonderem Interesse sein, herauszufinden, ob und wie
die hier neu identifizierten Biosynthesewege zur Produktion
von Signal- oder Verteidigungsmetaboliten genutzt werden
und so zur Resistenz der Moose beitragen konnen.

Experimentelles

Allgemeine Methoden: P.-patens-Kulturen wurden von Prof. Dr. Ralf
Reski, Freiburg, zur Verfiigung gestellt und mit bereits beschriebenen
Methoden kultiviert.”?! Zur Vorbereitung der Proben fiir die MS-
Analyse wurden 5SmL einer dichten Kultur zum Sedimentieren
stehen gelassen und das tiberstehende Medium mit einer Pasteurpi-
pette entfernt. Das so erhaltene Pellet von 100 bis 200 mg Feucht-
gewicht wurde in 1 mL frischem Medium resuspendiert und entweder
direkt oder nach Behandlung mit 20 pL einer Losung der jeweiligen
Fettsduren (10 mgmL™' Ethanol) weiterverwendet. Die Suspensio-
nen wurden 2 min im Eisbad mit einem Ultraschall-Desintegrator
behandelt. Fir die SPME-Analyse wurden die Probengefifle mit
einem Teflonseptum versiegelt und 15 min mit einer Polydimethyl-
diloxanfaser (Supelco) extrahiert. Die GC/MS-Analyse erfolgte nach
einer bekannten Methode.'"! Kiufliche Standards wurden zur Iden-
tifizierung von 1-4 herangezogen. Teil der Probenvorbereitung fiir
die LC/MS-Analyse war eine Ultraschallbehandlung wie oben be-
schrieben. 30 s oder 16 min nach Zellverletzung wurde 1 mL MeOH
zugegeben, zentrifugiert (5min, 12000 rpm) und der Uberstand
direkt zur Analyse an einer Agilent HP1100/Finnigan LCQ verwen-
det.

Die intermedidren Hydroperoxide in den mit Arachidonsidure
behandelten Suspensionen wurden durch Zugabe einer 10-proz.
Dimethylsulfid-Loésung in MeOH reduziert. Der ee-Wert der resul-
tierenden Alkohole wurde nach einer bekannten Methode be-
stimmt.”! Mittelwerte aus Messungen nach 30s, 2min, 8 min,
15 min und 30 min wurden bestimmt.

Eingegangen am 17. Mai 2004,
verdnderte Fassung am 30. Juli 2004

Stichwérter: Biosynthese - Fettsduren - Massenspektrometrie -
Oxylipine - UV/Vis-Spektroskopie
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