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ACC
ACP
ALA
ARA
At

BL
BSA
CoA
DAG
DGAT

DGDG
DGLA
DHA
DPA
DTNB
EPA
FAS
FAT
G3P
GC
GLA
GPAT

LA

LPA

LPAAT

LPC
LPCAT

LPE

karboksylaza acetylo-CoA (ang. acetyl-CoA carboxylase)
biatkowy nosnik reszt acylowych (ang. acyl carier protein)
kwas a-linolenowy (ang. a-linolenic acid)

kwas arachidonowy (ang. arachidonic acid)

Arabidopsis thaliana

lipidy betainowe (ang. betaine lipids)

surowicza albumina bydleca (ang. bovine serum albumin)
koenzym A (ang. coenzyme A)

diacyloglicerol (ang. diacylglycerol)

acylotransferazy acylo-CoA:diacyloglicerol (ang. diacylglycerol
acyltransferase)

digalaktozylodiacyloglicerol (ang. digalactosyldiacylglycerol)
kwas dihomo-y-linolenowy (ang. dihomo-y-linolenic acid)
kwas dokozaheksaenowy (ang. docosahexaenoic acid)

kwas dokozapentaenowy (ang. docosapentaenoic acid)

kwas 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy)

kwas eikozapentaenowy (ang. eicosapentaenoic acid)

syntaza kwasow tluszczowych (ang. fatty acid synthase)
tioesteraza acylo-ACP (ang. fatty acyl-ACP thioesterases)
3-fosfoglicerol (ang. glicero-3-phosphate)

chromatografia gazowa (ang. gas chromatography)

kwas y-linolenowy (ang. y-linolenic acid)

acylotransferaza acylo-CoA:3-fosfoglicerol (ang. glycerol-3-phosphate
acyltransferase)

kwas linolowy (ang. linoleic acid)

kwas lizofosfatydowy (ang. lysophosphatidic acid)
acylotransferaza acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy (ang. lysophosphatidic
acid acyltransferase)

lizofosfatydylocholina (ang. lysophosphatidylcholine)
acylotransferaza acylo-CoA: lizofosfatydylocholina (ang.
lysophosphatidylcholine acyltransferase)

lizofosfatydyloetanoloamina (ang. lysophosphatidylethanolamine)



LPEAT

LPG
LPI
LPL
LPLAT

LPS

MF

KAS
MGDG
MS

PA

PAP
CDP-DAG
PC

PDAT

PE
PG

PI

PS

Pt

SAD

SDA

ETA
SQDG
TAG

TLC
VLC-PUFA

acylotransferaza acylo-CoA:lizofosfatydyloetanoloamina (ang.
lysophosphatidylethanolamine acyltransferase)
lizofosfatydyloglicerol (ang. lysophosphatidylglycerol)
lizofosfatydyloinozytol (ang. lysophosphatidylinositol)

lizofosfolipid (ang. lysophospholipids)

acyloransferaza acylo-CoA:lizofosfolipid (ang. acylo-
CoA:lysophospholipids acyltransferase)

lizofosfatydyloseryna (ang. lysophosphatidylserine)

biatko wielofunkcyjne (ang. multifunctional)

syntaza 3-ketoacylo-ACP (ang. ketoacyl synthase)
monogalaktozylodiacyloglicerol (ang. monogalactosyldiacylglycerol)
kompleks wielobiatkowy (ang. multisubunit)

kwas fosfatydowy (ang. phosphatidic acid)

fosfataza kwasu fosfatydowego (ang. phosphatidic acid phosphatase)
cytydyno-diacyloglicerol (ang. cytidine diacylglycerol)
fosfatydylocholina (ang. phosphatidylcholine)

acylotransferaza fosfolipid:diacyloglicerol, (ang.
phospholipid:diacylglycerol acyltransferase)
fosfatydyloetanoloamina (ang. phosphatidylethanolamine)
fosfatydyloglicerol (ang. phosphatidylglycerol)

fosfatydyloinozytol (ang. phosphatidylinositol)

fosfatydyloseryna (ang. phosphatidylserine)

Phaeodactylum tricornutum

desaturaza stearoilo-ACP (ang. stearoyl-ACP desaturase)

kwas stearydynowy (ang. stearidonic acid)

kwas eikozatetraenowy (ang. eicosatetraenoic acid)
sulfochinowozylodiacyloglicerol (ang. sulfoquinovosyldiacylglycerol)
triacyloglicerol (ang. triacylglycerol)

chromatografia cienkowarstowa (ang. thin layer chromatography)

bardzo dlugotancuchowe wielonienasycone kwasy tluszczowe (ang. very

long-chain polyunsaturated fatty acids)
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STRESZCZENIE

Enzymy z grupy acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT) wystepuja
powszechnie u roslin, zwierzat i mikroorganizmow. Biorg one udziat w remodelowaniu
sktadu kwaséw thuszczowych fosfolipidow oraz cytoplazmatycznej puli acylo-CoA
poprzez katalizowanie tak zwanych reakcji forward jak i backward. Reakcja forward
polega na przytaczaniu odpowiedniego kwasu tluszczowego (pochodzacego z puli acylo-
CoA) do okreslonego lizofosfolipidu w wyniku czego syntetyzowany jest odpowiadajacy
mu fosfolipid. Natomiast w reakcji backward kwas tluszczowy jest odlgczany od
fosfolipidu, przylaczany do CoA 1 kierowany do cytoplazmatycznej puli acylo-CoA,
a powstaty lizofosfolipid moze by¢ wykorzystany do syntezy odpowiedniego fosfolipidu
0 zmodyfikowanym (w pordéwnaniu do fosfolipidu, z ktérego powstat) sktadzie kwasow
thuszczowych.

Glownym celem niniejszej pracy Dbylo scharakteryzowanie reakcji
enzymatycznych  przeprowadzanych przez LPCATy (acylotransferazy  acylo-
CoA:lizofosfatydylocholina) pochodzace z okrzemka Phaeodactylum tricornutum.
Badania LPCATow pochodzacych z P. tricornutum i innych mikroalg sa istotne z uwagi
na dotychczasowe przypuszczenia, ze enzymy te mogg bra¢ udzial w procesie biosyntezy
bardzo dhlugotancuchowych wielonienasyconych kwasoéw ttuszczowych (VLC-PUFA),
ktérych wydajna biosynteza w tych organizmach nie zostata jeszcze w pelni poznana. Jak
dotychczas brak bylo tego typu charakterystyki LPCATOow pochodzacych z mikroalg
w tym z P. tricornutum.

Wstepne testy enzymatyczne in vitro wykazaty, ze enzym kodowany przez gen
Phatr3_J20460 wykazuje wysoka preferencje w stosunku do LPC, co pozwolito na
nadanie mu nazwy PtLPCATI. Dalsze poszukiwania genow z P. tricornutum kodujacych
enzymy o aktywnosci typu LPCAT, doprowadzily do zidentyfikowania dwu enzymow
kodowanych przez geny Phatr3 J11916 i Phatr3_J43099 jako enzymy o aktywnosci typu
LPAAT (acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid), nazwanych odpowiednio PtLPAAT1
I  PtLPAAT2. Badania te nie doprowadzily jednak do zidentyfikowania
kolejnego/kolejnych genow kodujacych enzymy o aktywnosci typu LPCAT. Kolejnym
etapem badan byla, wigc charakterystyka biochemiczna 1 specyficzno$¢ substratowa
jedynego zidentyfikowanego enzymu o aktywnosci LPCAT (PtLPCATI1) zaréwno
w reakcjach prowadzacych do syntezy odpowiednich fosfolipidow (reakcje typu forward)

jak 1 w procesie remodelowania fosfolipidow (reakcje typu backward oraz innego typu
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reakcje wlaczone w powstawanie LPC). Ponadto przeprowadzono wstgpng charakterystyke
zidentyfikowanych enzymow PtLPAAT1 i PtLPAAT2. Ostatnim etapem badan byta proba
uzyskania transgenicznych ro$lin A. thaliana produkujacych VLC-PUFA omega-3.

Uzyskane wyniki testow enzymatycznych in vitro pozwolity ustali¢ wlasciwosci
biochemiczne PtLPCATI. W procesie remodelowania PC najwyzsza aktywnos$¢
PtLPCAT1 odnotowano w temperaturze 40 °C, a w reakcjach forward byta to temperatura
30 °C. Enzym PtLPCAT1 wykazywal najwyzszg aktywnos$¢ w zasadowym pH (8,0 — 11,0)
zarowno w reakcjach forward jak i w procesie remodelowania mikrosomalnego PC. Ten
ostatni proces przebiegat jednak dosy¢ intensywnie rowniez w Srodowisku lekko kwasnym
(pH 5-6) w ktorym reakcje typu forward przebiegaly ze Sladowa intensywnoscig. Jony
wapnia i magnezu w stezeniach 0,05 — 0,5 mM stymulowaly reakcje typu forward
katalizowane przez PtLPCATL1. Natomiast w reakcjach remodelowania mikrosomalnego
PC najnizsze badane stezenia tych jonéw powodowaly hamowanie reakcji, a wraz ze
wzrostem st¢zenia jonow hamowanie reakcji ustgpowato. Wplyw jondw potasu badany byt
tylko w reakcjach typu forward. W reakcjach tych jony potasu nieznacznie hamowaty
aktywno$¢ PtLPCATI.

Specyficzno$¢ substratowa PtLPCAT1 badano zaréwno w reakcjach typu forward
jak 1 w procesie remodelowania mikrosomalnego PC. Specyficzno$¢ ta badana byta
zarbwno w stosunku do réznych donoréw kwasow thuszczowych (acylo-CoA) jak
I w stosunku do réznych ich akceptorow (w reakcjach typu forward byly to rdzne
lizofosfolipidy, a w reakcjach remodelowania rozne ,gatunki” PC). W wigkszos$ci
wariantow przeprowadzanych testow enzymatycznych PtLPCATI1 wykazywal wyzsza
aktywno$¢ w stosunku do acylo-CoA zawierajacych nienasycone kwasy tluszczowe
w porownaniu do tych zawierajacych kwasy tluszczowe nasycone. W reakcjach typu
forward w ktorych sprawdzano jego aktywnos¢ praktycznie do wszystkich potencjalnych
acylo-CoA ze szlaku biosyntezy kwasu eikozapentaenowego (EPA, 20:54°81L1417)
wykazano jednak, ze nie wszystkie acylo-CoA zawierajgce nienasycone kwasy tluszczowe
(potencjalne intermediaty tej biosyntezy) byly jednakowo akceptowane. Wykazano np.
wysoka aktywnos$¢ PtLPCAT1 w stosunku do 20:4-CoA n-3 oraz niskag w stosunku do
20:4-CoA n-6, co sugeruje lepsze wykorzystywanie tego pierwszego do biosyntezy EPA
(wyniki zgodne z obecnie proponowanym szlakiem biosyntezy EPA u P. tricornutum).
Z posrdd wykorzystywanych w  testach lizofosfolipidow PtLPCAT1 oprocz LPC
(najwyzsza aktywno$¢) byt zdolny do acylacji réwniez LPE, LPS i LPG. Z posrod
badanych ,,gatunkéw” LPC wykorzystywal stosunkowo dobrze 16:0-LPC, 18:0-LPC
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1 18:1-LPC. Wykazywat jednak $ladowa aktywno$¢ w stosunku 20:0-LPC. Aktywnosc¢
PtLPCAT1 w stosunku do pozycji sn-2 (testy z sn-1-LPC) byta o okoto 11 razy wyzsza niz
w stosunku do pozycji sn-1 (testy z sn-2-LPC). PtLPCAT1 byt zdolny do przeprowadzania
remodelowania sktadu kwasow tluszczowych PC, PE i PA badanych frakcji
mikrosomalnych (uzyskanych z drozdzy nadeksprymujacych PtLPCATI1) jednakze PC
tych frakcji bylo remodelowane najintensywniej. Na intensywno$¢ remodelowania PC
wptywat zaré6wno rodzaj donora kwaséw thuszczowych (w testach z acylo-CoA
Z nienasyconymi kwasami ttuszczowymi intensywnos¢ ta byta zazwyczaj wyzsza niz w ich
odpowiednikach z kwasami tluszczowymi nasyconymi) jak i rodzaj remodelowanego PC.
Wplyw tego ostatniego czynnika badano poprzez wzbogacanie PC badanych frakcji
mikrosomalnych w ,nowe” czasteczki PC syntetyzowane de novo przez endogenny
PtLPCAT1 w reakcjach typu forward z dostarczonych egzogennych substratow
bezposrednio przed testami sprawdzajacymi intensywno$¢ remodelowania PC tak
zmienionych frakcji mikrosomalnych. Tym sposobem uzyskano frakcje mikrosomalne
wzbogacone o PC zawierajace kwasy tluszczowe ze szlaku biosyntezy EPA (stanowity one
okoto 50% PC znajdujacego si¢ w tak zmodyfikowanych mikrosomach). Z posrod tak
zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych najintensywniejszemu remodelowaniu
podlegatlo PC frakcji wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC, kolejno frakcji
wzbogaconych o: sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC, sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC, sn-1-18:1-
sn-2-18:3(n-3)-PC i sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC. Intensywnos$¢ remodelowania PC
wszystkich tych zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych byta jednak wyzsza niz
intensywno$¢ remodelowania PC frakcji mikrosomalnej z drozdzy nadeksprymujacych
PtLPCAT]1 zawierajacych jedynie naturalnie wystgpujace w drozdzach kwasy tluszczowe.
Wykazana specyficzno$¢ substratowa PILPCAT1 wobec PC z réznymi kwasami
thuszczowymi ze szlaku biosyntezy EPA nie wyklucza Zadnej z ,,gal¢zi” tego szlaku
chociaz sugeruje, ze jego biosynteza poprzez 18:3(n-6) moze by¢ faworyzowana.

Testy dotyczace specyficznosci substratowej PILPAATL i PtLPAAT2 wykazaly,
ze enzymy te charakteryzuja si¢ odmienng preferencja w stosunku do réznych acylo-CoA,
przy czym enzym PtLPAATI najlepiej akceptowat 18:4-CoA n-3, a PtLPAAT2 najlepiej
akceptowat 18:1-CoA. Oba enzymy PtLPAATL i PtLPAAT2 wykazywaly najwyzsza
aktywno$¢ w temperaturze 23 °C. PtLPAATI1 wykazywatl jednakze stosunkowo wysoka
wrazliwo$¢ na zmiany temperatury w zakresie 10 — 60 °C. Aktywnos$¢ PtLPAAT2
podlegata zas mniejszym wahaniom w badanym zakresie temperaturowym. PtLPAAT1

wykazywal najwyzszg aktywnos¢ przy pH 9,0, a PtLPAAT2 przy pH 10,0. Jony wapnia
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wptywaly hamujaco na aktywnos$¢ obydwu badanych enzyméw typu LPAAT. Wplyw
jondw magnezu na ich aktywno$¢ zalezat jednak od ich stezenia; st¢zenie 0,05 mM
zwigkszalo aktywno$¢ obu enzymow, a stezenia 0,5 mM i 1 mM hamowaty ich aktywno$¢.

Przeprowadzone transformacje roslin Arabidopsis genami szlaku biosyntezy EPA
nie doprowadzity do uzyskania ro$lin transgenicznych zawierajacych w lipidach zar6wno
cze¢$ci nadziemnej (liscie, todygi, kwiaty, straczki) jak i w nasionach kwasow

thuszczowych ze szlaku biosyntezy EPA. Przyczyna jak na razie pozostaje nieznana.

14



ABSTRACT

Enzymes from the group of acyl-CoA:lysophospholipid acyltransferases (LPLAT)
are common in plants, animals and microorganisms. They participate in remodeling the
fatty acid composition of phospholipids and the cytoplasmic acyl-CoA pool by catalyzing
the so-called forward and backward reactions. The forward reaction involves the
attachment of an appropriate fatty acid (coming from the acyl-CoA pool) to a specific
lysophospholipid, resulting in synthesis of the corresponding phospholipid. In the
backward reaction, the fatty acid is detached from the phospholipid, attached to CoA and
directed to the cytoplasmic pool of acyl-CoA, and the resulting lysophospholipid can be
used to synthesize the appropriate phospholipid with a modified (compared to the
phospholipid from which it was created) fatty acid composition.

The main aim of this research was to characterize the enzymatic reactions carried
out by LPCATs (acyl-CoA:lysophosphatidylcholine acyltransferases) derived from the
diatom Phaeodactylum tricronutum. Research on LPCATS originating from P. tricornutum
and other microalgae is important due to current assumptions that these enzymes may be
involved in the biosynthesis of very long-chain polyunsaturated fatty acids (VLC-PUFA).
So far, there has been no such characterization of LPCATs from microalgae, including
P. tricornutum.

Initial in vitro enzymatic assays showed that the enzyme encoded by the
Phatr3 J20460 gene has a high preference for LPC, and it was named as PtLPCATL.
Further search for genes from P. tricornutum encoding enzymes with LPCAT-type activity
led to the identification of two enzymes encoded by the Phatr3_J11916 and Phatr3_J43099
genes as enzymes with LPAAT (acyl-CoA:lysophospholipid acyltransferase) activity,
named PtLPAAT1 and PtLPAAT?2, respectively. However, these studies did not lead to
the identification of further genes encoding enzymes with LPCAT-type activity. The next
stage of the research was the biochemical characterization and substrate specificity studies
of the only identified enzyme with LPCAT activity (PtLPCATL1) both in the reactions
leading to the synthesis of appropriate phospholipids (forward reactions) and in the process
of phospholipid remodeling (backward reactions and other types of reactions involved in
the formation of LPC). Additionally, preliminary characterization of the identified
enzymes PtLPAATL1 and PtLPAAT?2 was performed. The last stage of the research was an
attempt to obtain transgenic A. thaliana plants producing VLC-PUFA omega-3.
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The obtained results of in vitro enzymatic assays allowed for determination of the
biochemical properties of PtLPCAT1. In the PC remodeling process, the highest
PtLPCATI1 activity was recorded at 40 °C, and in forward reactions at 30 °C. The
PtLPCATL1 enzyme showed the highest activity at alkaline pH (8.0 — 11.0) both in forward
reactions and in the process of microsomal PC remodeling. However, the latter process
also took place quite intensively in a slightly acidic environment (pH 5-6), in which
forward reactions took place with just a trace intensity. Calcium and magnesium ions at
concentrations of 0.05-0.5 mM stimulated forward reactions catalyzed by PtLPCAT1.
However, in microsomal PC remodeling reactions, the lowest tested concentrations of
these ions resulted in inhibition of the reaction, and as the ion concentration increased, the
reaction inhibition disappeared. The influence of potassium ions was examined only in
forward reactions. In these reactions, potassium ions slightly inhibited the activity of
PtILPCATL.

The substrate specificity of PtLPCAT1 was investigated both in forward reactions
and in the process of microsomal PC remodeling. This specificity was tested both for
various fatty acid donors (acyl-CoA) and for their various acceptors (different
lysophospholipids in forward reactions and different PC "species” in remodeling
reactions). In most variants of the enzymatic assays, PtLPCAT1 showed higher activity
towards acyl-CoAs containing unsaturated fatty acids compared to those containing
saturated fatty acids. However, in forward reactions in which its activity towards virtually
all potential acyl-CoAs from the eicosapentaenoic acid biosynthetic pathway (EPA,
20:54>8111417y was checked, not all acyl-CoAs containing unsaturated fatty acids (potential
intermediates of this biosynthesis) were equally accepted. For example, high activity of
PtLPCATL in relation to 20:4-CoA n-3 and low activity in relation to 20:4-CoA n-6 was
demonstrated, which suggests a better use of the former for EPA biosynthesis (results
consistent with the currently proposed EPA biosynthesis pathway in P. tricornutum).
Among the lysophospholipids used in the assays, PtLPCATL, in addition to LPC (the
highest activity), was also able to acylate LPE, LPS and LPG. Of the examined LPC
“species”, 16:0-LPC, 18:0-LPC, and 18:1-LPC were used relatively well. However,
PtLPCATL1 showed trace activity towards 20:0-LPC. The activity of PtLPCAT1 towards
the sn-2 position was approximately 11 times higher than towards the sn-1 position.
PtLPCAT1 was able to remodel the fatty acid composition of PC, PE and PA of the tested
microsomal fractions (obtained from yeast overexpressing PtLPCAT1), however, the PC

of these fractions was remodeled most intensively. The intensity of PC remodeling was
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influenced by both the type of fatty acid donor (in assays with acyl-CoA containing
unsaturated fatty acids, the intensity was usually higher than in their counterparts with
saturated fatty acids) and the type of remodeled PC. The effect of the latter factor was
examined by enriching the PC of the tested microsomal fractions with "new" PC molecules
synthesized de novo by endogenous PtLPCATL in forward reactions from the supplied
exogenous substrates immediately before assays checking the intensity of PC remodeling
of such modified microsomal fractions. In this way, microsomal fractions enriched with PC
containing fatty acids from the EPA biosynthetic pathway were obtained (they constituted
approximately 50% of the PC contained in such modified microsomes). Among such
modified microsomal fractions, the PC of the microsomal fraction enriched with sn-1-18:1-
sn-2-18:3(n-6)-PC was subject to the most intensive remodeling, followed by the PC of
microsomal fractions enriched with: sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC, sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-
3)-PC, sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC and sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC. However, the PC
remodeling intensity of all these modified microsomal fractions was higher than the PC
remodeling intensity of the microsomal fraction from yeast overexpressing PtLPCAT1
containing only fatty acids naturally occurring in yeast. The demonstrated substrate
specificity of PtLPCAT1 towards PC with various fatty acids from the EPA biosynthetic
pathway does not exclude any of the "branches” of this pathway, although it suggests that
its biosynthesis via 18:3(n-6) may be favored.

Substrate specificity assays of PtLPAAT1 and PtLPAAT2 showed that these
enzymes have different preferences for different acyl-CoAs, with the PILPAAT1 enzyme
best accepting 18:4-CoA n-3 and PtLPAAT2 best accepting 18:1-CoA. Both enzymes,
PtLPAAT1 and PtLPAATZ2, showed the highest activity at 23 °C. However, PILPAAT1
showed relatively high sensitivity to temperature changes in the range of 10 - 60 °C. The
activity of PtLPAAT?2 was subject to smaller fluctuations in the tested temperature range.
PtLPAAT1 showed the highest activity at pH 9.0 and PtLPAAT?2 at pH 10.0. Calcium ions
inhibited the activity of both tested LPAAT-type enzymes. However, the influence of
magnesium ions on their activity depended on magnesium concentration; a concentration
of 0.05 mM of Mg*? increased the activity of both enzymes, and concentrations of 0.5 mM
and 1 mM inhibited their activity.

The transformation of A. thaliana plants with genes of the EPA biosynthetic
pathway did not lead to obtaining transgenic plants containing fatty acids from the EPA
biosynthetic pathway in the lipids of both the above-ground parts (leaves, stems, flowers,

pods) and in the seeds. The cause of that remains currently unknown.
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WPROWADZENIE | CELE PRACY

Acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT) to enzymy ktérych glownag
funkcja jest synteza odpowiednich fosfolipidow z lizofosfolipidéw i1 kwasow thuszczowych
znajdujacych si¢ w formie ich potaczen z CoA. LPLATy odpowiedzialne sg rowniez za
transport kwaséw thuszczowych pomiedzy odpowiednim fosfolipidem a cytoplazmatyczng
pula acylo-CoA, przez co odgrywaja kluczowa rol¢ zarowno w remodelowaniu skladu
kwasow tluszczowych lipidow btonowych jak 1 w syntezie lipidow zapasowych. Enzymy
te mozna podzieli¢ na rézne rodzaje, z ktorych najlepiej poznane to LPAATy, LPEATy
oraz LPCATy. Réznig si¢ one migedzy sobg, miedzy innymi, preferencjag w stosunku do
lizofosfolipidow, tj. substratéw ich reakcji glownych prowadzacych do syntezy
odpowiednich fosfolipidow. Wymienione klasy LPAATOw preferuja odpowiednio: LPA,
LPE i LPC (co decyduje o ich nazwach). Ostatnia z tych klas tj. enzymy typu LPCAT,
u roslin petni wazng rolg podczas biosyntezy wielonienasyconych kwaséw thuszczowych.
Biosynteza tych kwasow odbywa si¢, bowiem w fosfatydylocholinie (PC), a enzymy typu
LPCAT moga je z tego lipidu przenies¢ do puli cytoplazmatycznego acylo-CoA,
udostgpniajac je tym samym do syntezy innych lipidow. Wolng grupe hydroksylowa
w powstalych LPC moga za§ reacylowaé, miedzy innymi, kwasem oleinowym
znajdujacym si¢ w puli cytoplazmatycznego acylo-CoA 1 tym samym udostepnia¢ go do
biosyntezy wielonienasyconych kwasow thuszczowych.

Phaeodactylum tricornutum to jednokomoérkowy mikroorganizm
fotosyntetyzujacy nalezacy do grupy mikroalg zwanej okrzemkami. Mikroalgi wystepuja
gléwnie w s$rodowiskach morskich oraz stodkowodnych 1 s3 zdolne do produkcji
znacznych ilo$ci bardzo dlugotaficuchowych wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
omega-3 (VLC-PUFA). Oleje pochodzace 2z mikroalg, zawierajace kwas
eikozapentaenowy (EPA) czy kwas dokozaheksaenowy (DHA) przyciagaja uwage badaczy
z calego $wiata, bowiem, jak do tej pory, stanowig one gléwne zrédto tych kwasow
thuszczowych (o wysokiej wartosci odzywczej 1 zdrowotnej dla czlowieka) pierwotnie dla
ryb, a w konsekwencji réwniez dla cztowieka, gdy ryby staja si¢ sktadnikiem jego diety.
P. tricornutum, ktory jest organizmem modelowym w badaniach molekularnych nad
okrzemkami, jest zdolny do naturalnej produkcji EPA mogacej sigga¢ do 35% wszystkich
kwasow tluszczowych. U P. tricornutum EPA jest magazynowane gltownie
w glikoglicerolipidach takich  jak monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG)
I digalaktozylodiacyloglicerol (DGDG), gdy glon ten rozwija si¢ w warunkach zblizonych
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do optymalnych dla jego rozwoju. W warunkach stresowych znaczne jego ilosci
magazynowane sg rowniez w jego triacyloglicerolach (TAG). Uwaza si¢, ze za wysoka
wydajnos¢ syntezy EPA u P. tricornutum moze miedzy innymi odpowiada¢ wydajny
proces przekazywania produktow posrednich w procesie jego biosyntezy, pomiedzy pula
acylo-CoA (miejsce wydtuzania kwasow tluszczowych) a fosfatydylocholing (miejsce
desaturacji kwasow ttuszczowych). Zaktada si¢, ze za wymiang reszt acylowych pomiedzy
pulg acylo-CoA a PC u P. tricornutum odpowiadajg, podobnie jak u roslin wyzszych,
enzymy typu LPCAT.

Istnieje wiele doniesien naukowych, odno$nie prob wytworzenia transgenicznych
roslin oleistych zdolnych do biosyntezy niewystepujacych naturalnie w ro§linach kwasow
thuszczowych EPA 1 DHA. Jednakze uzyskiwane zawartosci tych kwasow tluszczowych
byly jak dotychczas zbyt niskie, aby produkcja olejow je zawierajacych na skalg
przemystowa byla optacalna. Przypuszcza si¢, ze jedng z przyczyn braku odpowiednio
wysokiej produkcji VLC-PUFA przez ro$liny transgeniczne moze by¢ nieodpowiednia
specyficzno$¢ substratowa roslinnych LPCATOw, ktore moglyby nie akceptowad
produktéw, wprowadzanych do tych roslin nowych desaturaz czy elongaz pochodzacych
Z organizméw cechujacych si¢ naturalng biosynteza VLC-PUFA. Jednym z rozwigzan
mogloby by¢ dodatkowe wprowadzenie enzymdéw typu LPCAT pochodzacych z mikroalg
(razem z desaturazami i1 elongazami) mogacych uzupetni¢ specyficzno$¢ substratowa
LPCATOw roslinnych i by¢ moze zwigkszy¢ mozliwosci syntezy VLC-PUFA przez tego
typu rosliny transgeniczne. Aktywnos$¢ enzymoéw LPCAT pochodzacych z Phaeodactylum
tricornutum nie byla jednak dotychczas badana, a ich udzial w remodelowaniu
fosfatydylocholiny u tego okrzemka byl jedynie hipotetycznym zalozeniem. Dlatego
glownym celem niniejszej pracy bylto zidentyfikowanie genu kodujacego enzym/y typu
LPCAT u P. tricornutum i po jego/ich zidentyfikowaniu wykonanie charakterystyki
katalizowanych przez niego/przez nie reakcji w warunkach in vitro.

Wstepne testy enzymatyczne pozwolily na wyselekcjonowanie z posrod
potencjalnych genoéw P. tricornutum wykazujacych homologi¢ do genoéw kodujacych
poznane juz LPCATy jednego genu kodujacego enzym o aktywno$ci LPCAT. Produkt
tego genu nazwano PtLPCATI. W kolejnych etapach pracy, przeprowadzono szeroka
charakterystyke biochemiczng PtLPCAT1 w warunkach in vitro. Wykonano roéwniez
okreslenie jego specyficznosci substratowej w reakcjach forward i w procesach
remodelowania fosfolipidow (gtdownie PC; reakcje typu backward oraz innego typu reakcje

prowadzace do powstawania LPC). Uzyskane wyniki potwierdzity zdolno$¢ PtLPCAT1 do
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przeprowadzania potencjalnych reakcji zwigzanych z biosynteza VLC-PUFA, dotychczas
tylko domniemywang.

Z potencjalnych gendéw P. tricornutum mogacych kodowa¢ enzymy o aktywnosci
LPCAT dwa okazaly si¢ genami kodujacymi inne LPLATy, a mianowicie LPAATYy
(acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid). Kodowane przez te geny enzymy nazwano
PtLPAAT1 i PtLPAAT2 i przeprowadzono wstepna charakterystyke ich wlasciwosci
biochemicznych 1 specyficznosci substratowej. W pracy podjeto rdwniez probe
wytworzenia transgenicznych roslin A. thalina moggacych produkowaé¢ VLC-PUFA.
W jednym z wariantow wprowadzono do nich tylko geny ze szlaku biosyntezy EPA,
aw innym zaréwno te geny jak i gen kodujacy PtILPCATI, w celu sprawdzenia wptywu
tego enzymu na wydajnos¢ biosyntezy EPA (jesli takg udaloby si¢ uzyskac).
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1. PRZEGLAD LITERATURY

1.1. Okrzemki - fotosyntetyczne mikroalgi produkujace oleje

Okrzemki (Bacillariophyceae) reprezentujg znaczng grupe eukariotycznych,
jednokomoérkowych mikroalg wystepujacych w siedliskach morskich, stodkowodnych oraz
w $rodowiskach ladowych (Domergue i wsp., 2003; Tesson i wsp., 2009). Odgrywaja
wazng role w Swiatowym ekosystemie, poprzez asymilacje¢ nicorganicznych postaci wegla
i jego konwersji do zwigzkoéw organicznych (Maeda i wsp., 2017). W efekcie procesu
fotosyntezy produkuja one wigcej niz 20% tlenu produkowanego przez wszystkie
organizmy fotosyntetyzujace, czyli mniej wigcej tyle samo, co lasy tropikalne (Daboussi
i wsp., 2014). Okrzemki magazynuja wegiel gtownie w tluszczach i polisacharydach.
W zaleznosci od warunkow rozwoju sktad ich lipidow moze ulega¢ zmianom.
W warunkach stresowych np. przy niedoborze sktadnikéw odzywczych takich jak azot,
fosfor czy krzem, sg zdolne do produkowania znacznych ilosci triacylogliceroli (TAG, ang.
triacylglycerol), ktorych glownym komponentem sa wielonienasycone kwasy ttuszczowe
omega-3 (Maeda i wsp., 2017; Cui i wsp., 2019). Okrzemki odgrywaja rowniez kluczowg
rolg w biogeochemicznym obiegu krzemionki. Wigkszo$¢ z nich jest zdolna do
metabolizowania krzemionki i wysycania nig $ciany komorkowej, stad tez wzieta si¢ ich
nazwa (Domergue i wsp., 2003; Tesson i wsp., 2009). Sciana komorkowa okrzemek
nazwana jest skorupka i sktada si¢ z dwoch czgsci (okryw), z ktorych jedna jest wicksza od
drugiej. Z powodu roznicy ich wielko$ci zachodza one na siebie w sposob przypominajacy
szalke Petriego (Tesson i wsp., 2009). Plastydy okrzemek zawierajg ksantofile takie jak
fukoksantyna jako gldwne barwniki pomocnicze w procesie fotosyntezy, ktore nadaja tym
organizmom brazowy kolor. Uwaza si¢, ze okrzemki powstaly w wyniku pochtonigcia
fotoautotroficznej komorki  eukariotycznej, prawdopodobnie bedacej przodkiem
wspoélczesnej algi czerwonej, przez heterotroficznego wiciowca z grupy Heterokonta.
Plastydy okrzemek sg otoczone przez 4 membrany przez co nazywa si¢ je ,,plastydami
ztozonymi” (Domergue i wsp., 2003). Zdolno$¢ tych organizméw do biomineralizacji
krzemionki stala si¢ przedmiotem badan dazacych do tworzenia, przy uzyciu metod
inzynierii genetycznej, nanomaterialdw 3D o okreslonej strukturze 1 funkcjonalnos$ci
(Kroger, 2007). Ze wzgledu na zdolno§¢ wytwarzania duzych ilosci lipidow przez
okrzemki, istnieje rowniez zainteresowanie potencjalnym ich zastosowaniem do produkcji
biopaliw oraz produktow wartosciowych dla zdrowia cztowieka np. olei bogatych w kwasy

omega-3 (Maeda i wsp., 2017; Cui i wsp., 2019). Jednakze produkcja na skale
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przemystowa tych olei wymaga utrzymania szybkiego rozmnazania komorek co niesie ze
sobg wyzwanie opracowania odpowiednich warunkow hodowli (Cui i wsp., 2019).

W  niniejszej pracy do badan zostat wykorzystany gatunek okrzemka
Phaeodactylum tricornutum, ktoéry w przeciwienstwie do innych gatunkow nie potrzebuje
krzemu do wzrostu, a jego $ciany sg zbudowane w wigkszosci ze zwigzkow organicznych
(Tesson i wsp., 2009). P. tricornutum stanowi jeden z gtéwnych organizméw modelowych
w badaniach molekularnych nad okrzemkami z uwagi na catkowicie zsekwencjonowany
maty genom, szybkie tempo wzrostu i dobrze opracowane technologie edycji jego genomu
(Bowler i wps., 2008; Nymark i wsp., 2016; Falciatore i wsp., 2020). P. tricornutum jest
glownie znany jako potencjalne zrodto dla przemystowej produkcji kwasu
eikozapentaenowego (EPA; 20:5 A>8111417) Naturalna zawartosé EPA w tym okrzemku
moze siggac¢ do 35% wszystkich kwasow thuszczowych (Hamilton i wsp., 2014). Natomiast
wystepowanie  kwasu  dokozaheksaenowego (DHA, 22:6 A%710131619. gng
docosahexaenoic acid) zalezy od warunkow hodowli oraz szczepu, poniewaz niektore
badania sg w stanie wykry¢ jego obecnos¢, a inne nie (Popko, 2016). P. tricornutum
wystepuje glownie na obszarach przybrzeznych o duzych wahaniach zasolenia. Posiada
trzy morfotypy: wrzecionowaty, trojpromienisty 1 owalny. Wystepowanie danego

morfotypu jest zalezne od warunkoéw srodowiska (Tesson i wsp., 2009).

1.2. Rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana) — modelowa roslina oleista
wykorzystywana w badaniach

Arabidopsis thaliana nalezy do rodziny kapustowatych (Brassicaceae), w ktorej
sktad wchodza np. gorczyca biata, kapusta czy rzepak. Roslina ta wystepuje naturalnie
w catej Europie, Azji i Ameryce Potnocnej (Meinke i wsp., 1998). Znaczacy wktad
inwestycyjny w badania nad rzodkiewnikiem umozliwil zsekwencjonowanie jego catego
genomu w 2000 roku (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Rosliny Arabidopsis moga
by¢ hodowane na szalkach Petriego, w doniczkach umieszczonych w szklarni albo
w pokoju hodowlanym z odpowiednim oswietleniem sztucznym (Meinke i wsp., 1998).
Dodatkowe zalety takie jak krotki cykl zyciowy, niewielki rozmiar, wytwarzanie duzej
ilosci nasion (ponad 5000 na rosling) poprzez samopylnos¢, tatwe krzyzowanie oraz
stosunkowo maty genom (5 par chromosoméw i okoto 20 000 gendw) przyczynily si¢ do
tego, ze Arabidopsis stata si¢ gatunkiem modelowym w naukach biologicznych (np.

genetyce roslin), (Lavagi i wsp., 2012). Kwiat tworzy zewnetrzny okolek sktadajacy si¢ z 4
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zielonych dziatek, wewnetrzny okotek ztozony z 4 biatych platkow, 6 precikow niosacych
pytek oraz potozona centralnie zalgznia. Korzenie maja prosta struktur¢, nie wchodza
W symbioze z bakteriami wigzacymi azot. Naturalne patogeny tej rosliny to réznorodne

insekty, bakterie, grzyby i wirusy (Meinke i wsp., 1998).

1.3. Charakterystyka i biosynteza kwasow tluszczowych
1.3.1. Struktura kwaséw tluszczowych

Kwasy tluszczowe to kwasy karboksylowe o wysoko zredukowanym tancuchu
weglowodorowym (Somerville i wsp., 2000). Lancuch weglowy kwasow tluszczowych na
jednym koncu ma przytaczong grupe metylowa a na drugim grup¢ karboksylowa. Natura
wykorzystuje chemiczne wlasciwosci kwasow tluszczowych na wiele sposobow.
Hydrofobowy charakter tancuchéw acylowych pozwala na tworzenie dwuwarstwowych
struktur membranowych oddzielajacych w komorkach poszczegélne jej kompartymenty.
Kwasy tlhuszczowe sa rowniez idealng forma magazynowania energii metabolicznej.
Energia zawarta w wigzaniach migedzy weglami (C-C), moze by¢ uwalniana przez (-
oksydacje, reakcj¢ odwrotng do reakcji biosyntezy kwasow tluszczowych (Tehlivets
iwsp.,, 2007). Kwasy tluszczowe moga petni¢ takze funkcje izolacji termicznej,
elektrycznej i mechanicznej (Rustan i wsp., 2005). Niektore kwasy tluszczowe stuzg jako
prekursory dla zwigzkow bardziej aktywnych biologicznie, przez co moga petni¢ funkcje
sygnalizacyjna (Tehlivets i wsp., 2007).

Nasycone kwasy tluszczowe sa wysycone wodorem. Wigkszo§¢ nasyconych
kwasow thuszczowych to proste tancuchy weglowodorowe o parzystej liczbie atomow
wegla. Jednonienasycone kwasy tluszczowe posiadaja jedno wigzanie podwojne miedzy
weglami, ktére moze wystgpowaé w roznych pozycjach. Jednonienasycone kwasy
thuszczowe maja najczesciej dlugos¢ tancucha od 16 do 22 atomow wegla 1 podwodjne
wiazanie w konfiguracji cis. To znaczy, ze atomy wodoru po obu stronach podwdjnego
wigzania sg ustawione w tym samym kierunku. Izomery trans moga by¢ wytwarzane
podczas przemystowego przetwarzania (uwodornienia) nienasyconych olejow oraz
w przewodzie zoladkowo-jelitowym przezuwaczy. Obecno$¢ podwodjnego wigzania typu
cis powoduje zmiany konformacji czasteczki kwasu thuszczowego. Powoduje zatamanie
fancucha weglowego czasteczki 1 sprawia, ze kwasy tluszczowe z tego typu podwdjnymi

wigzaniami sg termodynamicznie mniej stabilne niz formy trans, przez co majg tez nizsza
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temperature topnienia niz formy trans lub ich nasycone odpowiedniki (Rustan i wsp.,
2005).

Wielonienasycone kwasy tlhuszczowe (PUFA) charakteryzuja si¢, co najmniej
dwoma podwojnymi wigzaniami typu cis (Kim i wsp., 2014). W zalezno$ci od pozycji
pierwszego podwdjnego wigzania liczac od grupy metylowej, PUFA mozna podzieli¢ na
dwie gltéwne rodziny: omega-6 i omega-3. Dhlugotancuchowe wielonienasycone kwasy
thuszczowe (LC-PUFAS; ang. long-chain polyunsaturated fatty acids) sg zbudowane z co
najmniej 18 atoméw wegla (Abedi i wsp., 2014). Z kolei te, ktore zawieraja powyzej lub
rowno 20 atoméw wegla (C20-C22) sa juz nazywane bardzo dhlugotancuchowymi
wielonienasyconymi kwasami tluszczowymi (VLC-PUFAs; ang. very-long-chain
polyunsaturated fatty acids) (Abedi i wsp., 2014). Podwojne wigzania sg wiaczane do
fancucha czasteczki kwasu tluszczowego w okreslonych pozycjach. Najczesciej
wystepujacy uklad wigzan podwojnych w PUFA wyglada nastepujaco -C=C-C-C=C-,
podwdjne wigzania s3 W nim oddzielone grupa metylenowa. Rzadziej spotykang struktura
jest -C=C-C=C-, w ktorej wigzania podwodjne nie sg oddzielone przez grup¢ metylenowa
(Valenzuela i wsp., 2013).

Zgodnie z oficjalnie ustanowiong nomenklaturg przez IUPAC (ang. International
Union of Practical and Applied Chemistry) atomy wegla kwasow tluszczowych powinny
by¢ numerowane kolejno od atomu wegla grupy karboksylowej (C1) do atomu wegla
grupy metylenowej (Cn). Pozycja podwojnego wigzania oznaczana jest symbolem delta
(A) razem z numerem wegla gdzie podwdjne wigzanie si¢ rozpoczyna. Zgodnie z tg
nomenklaturg 18:1 A® oznacza, ze podwdjne wiazanie jest pomiedzy 9 a 10 weglem.
Istnieje réwniez drugi sposdb nazewnictwa kwasoéw ttuszczowych zaproponowany przez
R. Holmana w 1958 r., ktory jest czgsto uzywany przez naukowcoéw z obszaru nauk
biochemicznych i1 zywienia. Polega on na numerowaniu atomow wegla czasteczki kwasu
thuszczowego zaczynajac od drugiego jej konca tj. grupy metylenowej. Pierwszym weglem
(C1) nazywa si¢ ten najbardziej oddalony od grupy karboksylowej 1 oznacza si¢ go jako
L7, ,,0” lub ,,omega”. | tak np. lokalizacja podwdjnego wigzania zapisana jako 18:1 A°
zbiega si¢ z jego druga forma zapisu 18:1 ®-9. Jednakze zapis w tej formie np. kwasu
thuszczowego 18:2 A% 2 nie bedzie sie pokrywat z jego pierwsza forma zapisu i bedzie
wygladal nastepujgco: 18:2 -6, (Valenzuela i wsp., 2013). W Tabeli 1 zostaty
przedstawione nazwy zwyczajowe i systematyczne niektorych kwasow tluszczowych oraz

ich skrocone formy zapisu.
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Najczgsciej spotykane kwasy tluszczowe w lipidach bton komorek roslinnych to:
kwas palmitynowy (16:0), kwas stearynowy (18:0), kwas oleinowy (18:1), kwas linolowy
(18:2) i kwas linolenowy (18:3), (Somerville i wsp., 2000). U drozdzy sktad kwasow
thuszczowych w porownaniu do wyzszych eukariontow jest do$¢ prosty bo sktada si¢
przewaznie z 16:0, 16:1, 18:0 i 18:1 (Anaokar i wsp., 2018). Zwykle 80% tych kwasow
thuszczowych stanowia kwasy jednonienasycone (Tehlivets i wsp., 2007). U P. tricornutum
w profilu kwasow tluszczowych dominuje 16:0, 16:1(n-7) i 20:5(n-3). Kwas tluszczowy
omega-3 - 20:5 - budzi szczegodlne zainteresowanie poniewaz jego udzial w diecie jest

korzystny dla zdrowia cztowieka (Popko, 2016).
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Tabela 1. Nazwy kwasow tluszczowych i stosowane skroty.

Nazwa zwyczajowa Nazwa systematyczna Symbol
Kwas kaprynowy Kwas dekanowy 10:0
Kwas laurynowy Kwas dodekanowy 12:0
Kwas mirystynowy Kwas tetradekanowy 14:0
Kwas palmitynowy Kwas heksadekanowy 16:0
Kwas stearynowy Kwas oktadekanowy 18:0
Kwas oleopalmitynowy Kwas cis-A%-heksadekenowy 16:1
Kwas oleinowy Kwas cis-A%-oktadekenowy 18:1
Kwas linolowy Kwas cis-A%12-oktadekadienowy 18:2
Kwas a-linolenowy Kwas cis-A>1215-oktadekatrienowy 18:3
Kwas y —linolenowy Kwas cis-A%°12-oktadekatrienowy 18:3
Kwas stearydynowy Kwas cis-A®°1215-oktadekatetraenowy 18:4
Kwas arachidowy Kwas eikozanowy 20:0
Kwas eikozadienowy Kwas cis-A%1-eikozadienowy 20:2
Kwas eikozatrienowy Kwas cis-A1417-ejkozatrienowy 20:3
Kwas dihomo-gamma linolenowy Kwas cis-A%!114-eikozatrienowy 20:3
Kwas arachidonowy Kwas cis-A>%1114-ejkozatetraenowy 20:4
Kwas eikozatetraenowy Kwas cis-A% 1+ 14 17 ejkozatetraenowy 20:4
Kwas eikozapentaenowy Kwas cis-A>®111417_ejkozapentaenowy 20:5
Kwas erukowy Kwas cis-A3-dokozenowy 22:1
Kwas adrenowy Kwas cis-A7- 10 13.16_dokozatetraenowy 22:4
Kwas klupanodonowy Kwas cis-A 7 10:13,16,19_dokozapentaenowy  22:5
Kwas osbondowy Kwas cis-A% 71013, 16_dpokozapentaenowy 22:5
Kwas cerwonowy Kwas cis-A% 710,13, 16, 13_dokozaheksaenowy 22:6

1.3.2. Biosynteza kwaséw tluszczowych

We wszystkich typach komoérek synteza kwasow thuszczowych de novo polega
zasadniczo na takich samych reakcjach. Natomiast pomigdzy réznymi gatunkami
prokariotycznymi i eukariotycznymi dos$¢ zroznicowana jest struktura molekularna

enzymow przeprowadzajacych synteze i wydtuzanie tych kwasow tluszczowych (Tehlivets
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I wsp., 2007). U rosliny modelowej A. thaliana biosynteza kwasow ttuszczowych zostata
szczegodlowo zbadana. Przypuszcza sig, ze u okrzemek synteza kwasow tluszczowych de
novo jest podobna do tej u Arabidopsis (Sayanova i wsp., 2017). U mikroalg i ro$lin
biosynteza kwasow tluszczowych ma miejsce gléwnie w plastydach (Lupette i Benning,
2020).

Proces biosyntezy kwasow ttuszczowych rozpoczyna si¢ od karboksylacji acetylo-
CoA, do malonylo-CoA (gtéwny donor wegla do syntezy kwasow thuszczowych). Reakcja
ta jest zalezna od ATP. Nastepnie zachodzi transport grupy malonylowej do biatkowego
nosnika reszt acylowych (ACP; ang. acyl carier protein). Powstaly malonylo-ACP ulega
kondensacji z acetylo-CoA. W ten sposob czgsteczka wydtuza si¢ o dwa atomy wegla
dajac 3-ketobutyrylo-ACP. Kolejne, nastepujace po sobie trzy reakcje to: redukcja,
dehydratacja oraz ponownie redukcja. Prowadza one do utworzenia nasyconej czasteczki
acylo-ACP (butyrylo-ACP). Czasteczki syntetyzowanych kwaséw ttuszczowych sg kolejno
wydtuzane 0 dwa atomy wegla poprzez reakcje kondensacji z malonylo-ACP i nastepujaca
po tej kondensacji seri¢ reakcji: redukcji, dehydratacji i kolejnej redukcji; taka seria reakcji
jest nazywana pojedynczym cyklem. Synteza acylo-ACP zawierajacego 16 atomow wegla
wymaga (oprocz cyklu pierwszego prowadzgcego do powstania butyrylo-ACP) 7 takich
cykli. U roslin, koenzymami obu reakcji redukcji sa NADPH i NADH, przy czym
w pierwszej redukcji gtdéwna izoforma reduktazy 3-ketoacylo-ACP wykorzystuje NADPH,
a w drugiej redukcji glowna izoforma reduktazy enoilo-ACP wykorzystuje NADH.
Podczas biosyntezy kwasu tluszczowego 18-to weglowego zuzywane jest 16 czasteczek
NADPH/NADH. U ro$lin gtownymi produktami koncowymi syntezy de novo kwasow
thuszczowych sg: kwas palmitynowy (16:0) i kwas stearynowy (18:0) (Somerville i wsp.,
2000).

W syntezie kwasow thuszczowych biorg udziat dwa uklady enzymatyczne:
karboksylaza acetylo-CoA (ACCase; ang. acetyl-CoA carboxylase) i syntaza kwasow
thuszczowych (FAS; ang. fatty acid synthase). U ro$lin i alg karboksylaza acetylo-CoA jest
zlokalizowana w chloroplastach i w cytozolu. Zidentyfikowano dwie rézne formy
molekularne tego enzymu tworzace kompleks wielobiatkowy (MS; ang. multisubunit) —
forma prokariotyczna i biatko wielofunkcyjne (MF; ang. multifunctional) — forma
eukariotyczna. Kompleks MS jest obecny w plastydach wszystkich roslin z wyjatkiem
Poaceae (Gramineae). Natomiast kompleks MF u wszystkich roslin jest zlokalizowany
w cytozolu natomiast u Poaceae w cytozolu i plastydach. ACCasy wystepujace

w plastydach biorg udzial wylacznie w biosyntezie de novo kwasow thuszczowych
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natomiast malonylo-CoA begdacy produktem karboksylaz acetylo-CoA wystepujacych
w cytozolu bierze udzial w biosyntezie bardzo dlugo tancuchowych kwasow thuszczowych
i w innych procesach np. w biosyntezie flawonoidow i antocyjanow (Somerville i wsp.,
2000).

Drugim kompleksem enzymatycznym bioracym udzial w syntezie de novo
kwasow thuszczowych jest FAS. Wystepujace w naturze uklady enzymatyczne ,,syntazy
kwasow tluszczowych” mozna podzielic na dwie grupy: typu | i typu Il. FAS typu |
charakteryzuje si¢ duzymi wielofunkcyjnymi biatkami za$§ FAS typu II sklada si¢
z oddzielnych bialek funkcjonujacych jak szlak metaboliczny. FAS typu 1 jest
charakterystyczny dla drozdzy i ssakow za$ FAS typu II wystepuje u prokariontéw i roslin.
Wystepowanie FAS typu II u ro$lin, tlumaczy si¢ hipoteza 0 endosymbiozie
fotosyntetycznych prokariontow z roslinami i przeksztatceniu tych prokariontow w trakcie
ewolucji w plastydy. Komponenty FAS to syntaza 3-ketoacylo-ACP (KAS; ang. ketoacyl-
ACP synthase), reduktaza 3-ketoacylo-ACP, dehydrogenaza 3-hydroksyacylo-ACP
i reduktaza enoiloacylo-ACP. Do enzyméw nalezacych do FAS zalicza si¢ rowniez:
malonylo-CoA: ACP transacylazg, acetylo-CoA: ACP transacylaz¢ oraz odpowiednie
tioesterazy konczace reakcje syntezy. Do komponentow FAS zalicza si¢ rowniez biatko
przenoszace acyle (ACP). Wszystkie reakcje syntezy de novo tancucha weglowego
kwasow tluszczowych wymagaja substratoéw polaczonych z ACP. Poszczegélne enzymy
wchodzace w sktad FAS moga wystgpowaé w wiecej niz jednej izoformie (Fatiha, 2020;
Somerville i wsp.,, 2000). U okrzemek aktywnos$ci/specyficznos¢ substratowa
poszczegdlnych enzymdéw mogacych bra¢ udziatl biosyntezie kwasow tluszczowych nie
zostata jeszcze (lub zostata stabo) scharakteryzowana (Sayanova i wsp., 2017).

Kluczowe dla szlaku syntezy kwasow thuszczowych reakcje kondensacji, sa
przeprowadzane przez enzymy KAS (syntaza 3-ketoacylo-ACP). U ros$lin mozna wyrdznic¢
trzy izoformy tych enzymow, roznigce si¢ specyficznoscia w stosunku do dlugosci
tancucha acylowego. Pierwszg reakcje kondensacji pomig¢dzy acetylo-CoA i malonylo-
ACP Kkatalizuje KAS I1ll. KAS I wydhluza acylo-ACP zawierajace od 2 do 14 wegli.
W ostatnim cyklu KAS II przeprowadza konwersj¢ acylo-ACP o dtugosci Cis do Cisg
(Winter i wsp., 1997).

Zsyntetyzowany kwas stearynowy (18:0) przylaczony do ACP wchodzi gldwnie
w reakcj¢ desaturacji katalizowang przez enzym desaturaze stearoilo-ACP (SAD, ang.
stearoyl-ACP desaturase) w wyniku czego powstaje kwas oleinowy (18:1). Jednakze

dalsze reakcje desaturacji prowadzace do syntezy wielonienasyconych kwasow
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thuszczowych (C18 PUFA) przeprowadzane sg na kwasach tluszczowych wchodzacych
w sktad glicerolipidéw btonowych (He i wsp., 2020).

1.3.3. Wykorzystanie de novo zsyntetyzowanych kwasow tluszczowych przez komoérke
(szlak prokariotyczny i eukariotyczny)

Powstate de novo kwasy tluszczowe 16:0, 18:0 i 18:1 moga dalej uczestniczy¢
w syntezie glicerololipidow w szlaku: prokariotycznym i eukariotycznym. Szlak
prokariotyczny dotyczy szeregu reakcji syntezy lipidow w plastydach. Szlak eukariotyczny
reprezentuje szereg reakcji syntezy lipidow w retikulum endoplazmatycznym, ale tez
transport niektorych lipidow pomiedzy retikulum a plastydem oraz dalsza modyfikacje
tych lipidow w plastydach (Somerville i wsp., 2000).

W szlaku prokariotycznym kwasy oleinowy i palmitynowy sa przytaczane do
glicerolo-3-fosforanu odpowiednio w pozycji sn-1 i sn-2. Reakcje te Kkatalizuje
acylotransferaza  glicerolo-3-fosforanu (GPAT) I acylotransferaza  kwasu
lizofosfatydowego (LPAAT). Natomiast w szlaku eukariotycznym kwasy tluszczowe
wyprodukowane w plastydach sg eksportowane do retikulum endoplazmatycznego gdzie
rowniez sg przyltaczane do G3P. Zanim to si¢ jednak stanie odpowiednie tioesterazy (FAT;
ang. fatty acyl-ACP thioesterases) odlaczaja je od ACP (hydroliza wigzania tioestrowego
wystepujacego w acylo-ACP) w wewnetrznej blonie chloroplastow (He i wsp., 2020).
Wolne kwasy tluszczowe sa nastgpnie eksportowane do cytozolu i przytaczane do
koenzymu A (CoA, ang. coenzyme A) przez syntaze dlugotancuchowych acylo-CoA
(LACS; ang. long-chain acyl-CoA synthase). Cytozolowe acylo-CoA sa nastepnie
wykorzystywane, miedzy innymi, do biosyntezy fosfolipidow poprzez odpowiednie
acylotransferazy. W fosfolipidach (glownie w fosfatydylocholinie; PC), moga by¢ poddane
dalszym modyfikacjom np. reakcji desaturacji. Powstale w PC wielonienasycone kwasy
tluszczowe moga by¢ udostepniane do syntezy innych lipidow membranowych lub
zapasowych (triacylogliceroli; TAG) w wyniku dziatania np. acylotransferaz acylo-
CoA:lizofosfatydylocholina (Sayanova i wsp., 2017; Klinska i wsp., 2019).

Oba szlaki (prokariotyczny i eukariotyczny) rozpoczynajg si¢ od syntezy kwasu
fosfatydowego (PA). Jednak acylotransferazy zlokalizowane w plastydach rdznig si¢
specyficznos$cig substratowa od tych zlokalizowanych w retikulum endoplazmatycznym.
Dlatego PA wyprodukowany w szlaku prokariotycznym charakteryzuje si¢ obecnoscig

kwasu 16:0 w pozycji sn-2. Kwas fosfatydowy powstaty za§ w szlaku eukariotycznym
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W pozycji sn-2 posiada gtownie 18-t0 weglowe kwasy tluszczowe, a 16:0 obecny jest tylko
w pozycji sn-1 (Somerville i wsp., 2000). W szlaku prokariotycznym w chloroplastach
syntetyzowane sg nastepujace lipidy: PA, PG, DAG, galaktolipidy takie jak
monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG, ang. monogalactosyldiacylglycerol),
digalaktozylodiacyloglicerol (DGDG; ang. digalactosyldiacylglycerol)
I sulfochinowozylodiacyloglicerol (SQDG, ang. sulfoquinovosyldiacylglycerol), (Sayanova
I wsp., 2017). DAG wykorzystywany do biosyntezy tych galaktolipidow moze jednakze
pochodzi¢ roéwniez z eksportu z cytoplazmy i by¢ pierwotnie syntetyzowany w szlaku
eukariotycznym. W szlaku eukariotycznym syntetyzowane sg za$ gltdwne glicerolipidy
cytoplazmatyczne: PA, DAG, PC, PE, PG, PI, PS (Somerville i wsp., 2000).

Chloroplasty u okrzemek otoczone sg przez cztery membrany, z ktorych ta
najbardziej zewng¢trzna  prawdopodobnie  zapewnia polaczenie z  retikulum
endoplazmatycznym. Z uwagi na to dokladna lokalizacja syntezy lipidow w tych
organizmach poprzez szlak prokariotyczny jest trudna do ustalenia (Sayanova i wsp.,
2017).

1.4. Charakterystyka i biosynteza fosfolipidow
1.4.1. Budowa, funkcja i znaczenie fosfolipidow

Fosfolipidy dzieli si¢ na rdzne klasy, ktore definiuje grupa polarna dotgczona do
reszty fosforanowej z pozycji n-3 fosfolipidu (Rys. 1). W kazdej klasie fosfolipidow
mozna znalez¢ liczne roznice molekularne okre§lone przez tancuchy acylowe
zestryfikowane do szkieletu glicerolowego w pozycji sn-1 i sn-2, ktore to réznig si¢
dtugoscia 1 stopniem nienasycenia. Kazda klasa fosfolipidow ma specyficzne
fizykochemiczne wtasciwosci determinowane przez kompozycje kwasow tluszczowych
| wlasciwosci grupy polarnej. Kompozycja kwasow tluszczowych rozni si¢ miedzy
poszczegolnymi klasami fosfolipidow. Np. u drozdzy PE i kardiolipina (CL) sa bogate
w nienasycone grupy acylowe, a Pl posiada przewage nasyconych grup acylowych. Sktad
klas fosfolipidow i ich kompozycja kwasow tluszczowych w duzym stopniu determinuje
fizyczne wlasciwosci membran, w tym ich tadunek powierzchniowy oraz ptynnos¢ (Renne
I wsp., 2015).

Fosfatydylocholina (PC, ang. phosphatidylocholine) i fosfatydyloetanoloamina
(PE, ang. phosphatidyloethanolamine) stanowig ponad 50% wszystkich klas fosfolipidow

w btonach komorek eukariotycznych. Fakt ten powoduje, ze odgrywaja one zaréwno
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wazng role w budowie jak i w funkcjonowaniu tych bton (Gibellini i Smith, 2010; Cowan,
2006). Czasteczka PC ma cylindryczny ksztalt, dzigki czemu spontaniczne wbudowuje si¢
w btony dwuwarstwowe. Dlatego idealnie nadaje si¢ na element strukturalny membran
komorkowych. Oprocz petnienia funkcji budulcowej membran biologicznych tworzacych
selektywna barier¢ pomiedzy Srodowiskiem zewngtrznym a wewnegtrznym, PC bierze
udziat w licznych specyficznych procesach biologicznych komorki. Jest prekursorem
lipidowych czasteczek sygnalizacyjnych takich jak LPC, kwas fosfatydowy (PA)
i diacylglicerol (DAG), dlatego pelni wazng rol¢ w przekazywaniu sygnalu w komorce.
U roslin, w PC przebiega modyfikacja syntetyzowanych de novo kwasow thuszczowych
W tym wprowadzanie wigzan podwojnych. Wszelkie nieprawidtowosci na drodze
biosyntezy PC u drozdzy prowadza do tworzenia niewydolnych oddechowo komorek,
ktore tworza malenkie kolonie w pozywce z dodatkiem glukozy.

Fosfatydyloetanoloamina jest zazwyczaj druga, co do zawarto$ci klasg
fosfolipidow  wystepujacych w  tkankach zwierzgcych 1 ro$linnych, natomiast
u mikroorganizméw przewaznie jest gtdéwna klasag (Christie i Han, 2012). PE przyjmuje
ksztatt stozkowy, na co wptywa stosunkowo mata czasteczka etanoloaminy. Taka budowa
PE powoduje, ze fosfolipidy te moga tworzy¢ jednowarstwowe struktury membranowe
oraz struktury nazywane heksagonalnymi (Ball i wsp., 2017). Uwaza sig¢, ze dzigki
zdolnosci do tworzenia struktur btonowych innych niz dwuwarstwowe, PE odpowiada za
wlaczanie biatek w blony, ruch biatek w ptaszczyznie blony, faldowanie i stabilizacje
kompleksow biatkowych w btonach, tworzenie pg¢cherzykéw btonowych oraz transport
bialek za pomoca tych pecherzykow (Birner i wsp., 2001). Dodatkowo PE jest
odpowiedzialne za fatldowanie si¢ bton i aktywnos$¢ biatek zwigzanych z btong (Gibellini
i Smith, 2010). Badania nad komorkami E. coli oraz komorkami ssakow wskazuja, ze PE
odgrywa kluczowa rol¢ podczas podziatu komdrkowego, zapewniajac wlasciwy przebieg
cytokinezy (Mileykovskaya i Dowhan, 2005).

U wyzszych eukariontéw oraz drozdzy fosfolipidy wystepuja w podobnej
kompozycji ztozonej gtownie z: PC, PE, PI, PS, oraz kardiolipiny (CL; ang. cardiolipin).
Szlaki biosyntezy fosfolipidow u roslin i drozdzy sa dobrze poznane i w duzej mierze sa do
siebie podobne (Kroon, 2007). PI, PS oraz fosfatydyloglicerol (PG) sa drugorzednymi
komponentami cytoplazmatycznych blon komoérkowych. Za to w chloroplastach PG jest
glownym fosfolipidem zaréwno w tylakoidach jak i otoczce membranowej (Cowan, 2006).
Czasteczki PG lokalizuja si¢ blisko centrow reakcji fotosystemu I (PSI) i fotosystemu II
(PSII), gdzie odgrywaja kluczowa role strukturalng i funkcjonalng w procesie fotosyntezy
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(Wada 1 Murata, 2007). Ponadto, zlokalizowany w plastydach PG bierze udziat
W transporcie biatek z cytoplazmy do zewngtrznej blony chloroplastu (Kim i wsp., 2014).
PG odgrywa rowniez role w regulacji biosyntezy MGDG poprzez aktywacje enzymu
syntazy monogalaktozylodiacyloglicerolu — gléwnego enzymu biosyntetyzujacego MGDG

w roslinach (Dubots i wsp., 2010).
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Rys. 1. Struktura chemiczna powszechnie wystepujacych fosfolipidow.

Fosfatydyloseryna u roslin stanowi do 2% wszystkich klas fosfolipidow
| wystepuje prawdopodobnie wylacznie w wewngtrznej warstwie btony komorkowe;.
Pomimo niewielkiej zawarto$§ci PS w komorkach roslinnych czasteczka ta petlni wazne
funkcje strukturalne oraz bierze udziat w procesach biologicznych komorki. Utrzymuje
ona asymetri¢ btony komodrkowej. Transport PS do zewnegtrznej warstwy blony
komorkowej powoduje zaburzenie asymetrii lipidow bton co prowadzi do $mierci komorki
(Rani i wsp., 2020). Dodatkowo wykazano, ze PS jest niezbedna do prawidtowego
funkcjonowania niektérych enzymoéw np. dobrze poznano funkcje PS jako kofaktora

podczas aktywacji biatka kinazy C. Bialka te pelnig wazng role w réznych szlakach
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transdukcji sygnalu w komorce podczas takich procesow jak wzrost komorkowy,
morfogeneza czy egzocytoza (Vance i Steenbergen, 2005; Nishizuka, 2003).

PI jest trzecim najczgsciej wystepujacym fosfolipidem w niefotosyntetyzujacych
strukturach membranowych ros§lin. W komoérkach eukariotycznych PI pelni dwie gléwne
funkcje. Oproécz tego, ze stanowi jeden z gléwnych fosfolipidow budujacych btony
biologiczne jest réwniez waznym prekursorem w syntezie polifosfoinozytydow - roznie
ufosforylowanych czasteczek PI biorgcych udzial w procesie transdukcji sygnatu
w komorce podczas np. transportu pecherzykowego czy regulacji proliferacji komorki
(Collin i wsp., 1999).

Glowne fosfolipidy wystepujace u P. tricornutum to PC, PE i PG, jednak ich
wzgledny udziat moze si¢ r6zni¢ w zalezno$ci od warunkéw hodowli (Yang i wsp., 2017).
Okrzemki syntetyzuja rowniez glicerolipidy niefosforowe, tzw. lipidy betainowe (BL),
ktore nie wystepuja w roslinach wyzszych. BL zawieraja polarng grupe amino-acylowa,
polaczong wigzaniem estrowym w pozycji sn-3 szkieletu glicerolowego (Rys. 2),
(Sayanova i wsp., 2017). Najczgséciej wystepujacym lipidem betainowym wsrod krolestw
takich jak bakterie, pierwotniaki, chromisty czy grzyby jest
diacylglicerolotrimetylohomoseryna (DGTS, ang. diacylglyceryltrimethylhnomoserine). Do
tej pory nie udato si¢ w pelni pozna¢ funkcji petnionej przez BL. Przypuszcza sig, ze
DGTS odgrywa kluczowa rolg¢ w adaptacji alg podczas niedoboru fosforu w srodowisku
naturalnym.  Niedobor  fosforu powoduje  degradacj¢  fosfolipidow  poprzez
wykorzystywanie zawartego w nich fosforu do innych szlakow metabolicznych.
Wykazano, ze podczas degradacji fosfolipidow zawartos¢ lipidow betainowych wzrasta, co
sugeruje, ze mogg one zastgpowac funkcje fosfolipidow w membranach komorkowych. BL
moga rowniez petni¢ funkcje w procesie adaptacji do niskich temperatur, poniewaz DGTS
charakteryzuje si¢ wysoka zawartoScia EPA  bedacego  wielonienasyconym
dtugotancuchowym kwasem tluszczowym. Takie wielonienasycone kwasy thuszczowe
dotaczane do lipidow membranowych przyczyniajg si¢ do utrzymania pltynnosci membran,

zwlaszcza w niskich temperaturach (Murakami i wsp., 2018).
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Rys. 2. Struktura chemiczna dwoéch lipidow betainowych.

1.4.2. Szlaki biosyntezy fosfolipidéw

U okrzemek mechanizm biosyntezy poszczegolnych klas lipidow nie jest na
chwile obecng do konca poznany. Przypuszcza si¢, ze jest on podobny do biosyntezy
lipidow u roslin wyzszych (Sayanova i wsp., 2017). U eukariontow prekursorem
wszystkich fosfolipidow jest kwas fosfatydowy. Powstaje on w wyniku sekwencyjnego
przylaczenia dwu kwasow thuszczowych do grup hydroksylowych glicerolo-3-fosforanu.
Z kolei pozostate fosfolipidy powstaja badz w szlaku ,,CDP-diacyloglicerolu” (PG, CL,
PS, PI) badz w szlaku ,,diacyloglicerolu” (PC, PE) przy wykorzystaniu metabolitow kwasu
fosfatydowego (Somerville i wsp., 2000). U roslin synteza PA zachodzi w plastydach oraz
w strukturach poza-plastydowych. Przytaczenie pierwszej grupy acylowej do glicerolo-3-
fosforanu w pozycji sn-1 jest katalizowana przez acylotransferaze glicerolo-3-fosforanu
(GPAT, ang. glycerol-3-phosphate acyltransferase), (Botella i wsp., 2017). U ro$lin
I niektorych alg zidentyfikowano dwa typy enzyméw GPAT: plastydowy i poza-
plastydowy, co sugeruje, ze reakcje te u okrzemek réwniez mogg zachodzi¢ zard6wno
w plastydach jak i w retikulum endoplazmatycznym (Sayanova i wsp., 2017).
Acylotransferaza acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy (LPAAT; ang. lysophosphatidic acid
acyltransferase) konczy syntez¢ PA poprzez przylaczenie drugiego kwasu thuszczowego
do kwasu lizofosfatydowego (LPA, ang. lysophosphatidic acid) w pozycji sn-2.
Acylotransferazy plastydowe i poza- plastydowe wykazuja wyrazne réznice w budowie
I specyficznosci substratowej (Botella i wsp., 2017).

Powstaly kwas fosfatydowy moze ulega¢ defosforylacji przeksztalcajac sig
w diacyloglicerol (DAG). Reakcja katalizowana jest przez fosfatazg kwasu fosfatydowego
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(PAP). PA moze by¢ tez przeksztatlcany do CDP-diacyloglicerolu w reakcji katalizowanej
przez CDP:diacyloglicerol cytydylotransferaze¢ wykorzystujaca do tej reakcji CTP.
Zarowno CDP-diacyloglicerol jak i DAG moga by¢ prekursorami fosfolipidow,
galaktolipidow i TAG (Somerville i wsp., 2000).

U wigkszosci komoérek eukariotycznych w tym u drozdzy i roslin Synteza de novo
PC i1 PE zachodzi w retikulum endoplazmatycznym, gtéwnie poprzez szlak
,diacyloglicerolu” przy wykorzystaniu, jako aktywnych metabolitow CDP-choliny i CDP-
etanoloaminy. Synteza rozpoczyna si¢ od fosforylacji choliny/etanoloaminy; powstaje
fosfocholina/fosfoetanoloamina. Reakcja ta katalizowana jest przez zalezna od ATP kinazg
cholinowa/kinaze etanoloaminows, a produktem ubocznym jest ADP. W drugim etapie
cytydylotransferaza CTP:fosfocholina/cytydylotransferaza CTP:fosfoetanoloamina
wykorzystuje fosfocholing/fosfoetanoloaming 1 CTP do wytworzenia
wysokoenergetycznego zwigzku CDP-cholina/CDP-etanoloamina;  uwolniany  jest
pirofosforan. Finalng reakcje syntezy PC/PE katalizuje CDP-cholina:1,2-diacyloglicerol
fosfocholinotransferaza/ CDP-etanoloamina:1,2-diacylglicerol
fosfoetanoloaminotransferaza, a substratami sg CDP-cholina/CDP-etanoloamina i DAG;
produktem ubocznym reakcji jest CMP (Somerville i wsp., 2000; Gibellini i Smith, 2010).
U drozdzy i roslin pozostate fosfolipidy tj. PS, Pl, PG i CL syntetyzowane sg w szlaku
CDP-diacyloglicerolu. CDP-DAG jest przeksztalcany do PS przez syntaze
fosfatydyloseryny wykorzystujaca jako drugi substrat wolng seryng. Syntaza ta
zlokalizowana jest w retikulum endoplazmatycznym wystepujacym w cytozolu oraz
W jego subdomenie blonowej zwigzanej z mitochondrium (MAM, ang. mitochondria
associated membrane). Zsyntetyzowane w szlaku ,,CDP-diacyloglicerolu” PS moze ulegaé¢
dekarboksylacji dajac PE (fosfolipid, ktorego gtéwny szlak biosyntezy de novo zachodzi
w ,,;szlaku diacyloglicerolu”). Reakcja przeprowadzana jest przez dekarboksylazg PS
zlokalizowang w wewngtrznej blonie mitochondrium oraz w aparacie Golgiego (Kroon,
2007). Synteza Pl zachodzi w reakcji CDP-DAG z myo-inozytolem katalizowanej przez
syntaze fosfatydyloinzoytolu. PG powstaje zas w reakcji CDP-DAG z glicerolo-3-
fosforanem katalizowanej przez syntaze fosfatydyloglicerolo-fosforanowa. Tworzy si¢
wtedy fosforan fosfatydyloglicerolu, ktory jest przeksztalcany do PG przez fosfataze
fosfatydyloglicerolo-fosforanowa. CL powstaje za§ w reakcji PG z CDP-DAG
katalizowanej przez syntaze difosfatydyloglicerolowa (Cowan, 2006; Carman i Han,
2011).

35



U drozdzy dodatkowo istnieje szlak metylacji PE do PC (Renne i wsp., 2015).
Gdy cholina jest dostarczana z zewnatrz synteza PC zachodzi poprzez szlak
diacyloglicerolu z wykorzystaniem CDP-choliny. Natomiast w warunkach braku
egzogennej choliny, produkcja PC polega na metylacji PE (Renne i wsp., 2015). Enzymy
przeprowadzajace proces metylacji to fosfolipidowe N-metylotransferazy (PLMT, ang.
phospholipid N-metyltransferase) zlokalizowane w retikulum endoplazmatycznym, ktore
wykorzystuja s-adenozylometioning (SAM) jako donor grupy metylowej. Aktywno$¢
enzymatyczng PLMT odnotowano rowniez u roslin, jednak ich rola w biosyntezie PC jest
mniej poznana, poniewaz wickszo$¢ roslin moze wytwarza¢ grupe cholinowa caltkowicie
za posrednictwem metylacji fosfoetanoloaminy (Keogh i wsp., 2009).

Metylacja PE do PC przez PLMT u drozdzy przeprowadzana jest w trzech
krokach. Pierwsza metylacja daje fosfatydylomonometyloetanoloaming (PMME, ang.
phosphatidylmonomethylethanolamine). Druga i trzecia reakcja metylacji daje kolejno
fosfatydylodimetyloetanoloaming (PDME, ang. phosphatidyldimethylethanolamine) i PC
(Kroon, 2007).

U niektorych ro$lin obserwuje si¢ konwersj¢ PE do PS przy udziale enzymu
katalizujgcego wymiang zasady seryny (ang. serine Base Exchange enzyme) na
etanoloaming. Cze$¢ PS wchodzacego w sktad bton komodrkowych jest syntetyzowana
in situ. Duza jednak czg¢$¢ PS syntetyzowana w retikulum endoplazmatycznym (albo przez
syntaze PS albo przez enzym katalizujacy wymiane zasady seryny), jest transportowana do
mitochondrium gdzie zachodzi jej dekarboksylacja do PE (Cowan, 2006).

Na ponizszym Rys. 3 przedstawiono uproszczony schemat biosyntezy

fosfolipidow.
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Rys. 3. Uproszczony schemat biosyntezy fosfolipidow wg. Kroon (2007) oraz Keogh
I wsp. (2009) z modyfikacjami. Szlaki zaznaczone ciggtymi strzatkami zachodza zaréwno
u ro$lin jak i u drozdzy. Pogrubiong strzatka zostata zaznaczona reakcja charakterystyczna

tylko dla drozdzy, a strzatkami przerywanymi tylko dla ro$lin.

CDP-DAG, cytydynodifosfoglicerol; PC, fosfatydylocholina; PE, fosfatydyloetanoloamina; PS,
fosfatydyloseryna; Pl, fosfatydyloinozytol; PG, fosfatydyloglicerol; CL, kardiolipina; PtdMMEtn,
fosfatydylomonometyloetanoloamina; PtdDMEtn, fosfatydylodimetyloetanoloamina; G3PAT,
acylotransferaza glicerolo-3-fosforanu; LPAAT, acylotransferaza acylo-CoA:kwas
lizofosfatydowy; PAP, fosfataza kwasu fosfatydowego, PSS, syntaza fosfatydyloseryny; PSD,
dekarboksylaza fosfatydyloseryny; CDS, syntaza CDP-diacylglicerolu; ETNK, Kkinaza
etanoloaminowa; CK, kinaza cholinowa; ECT, cytydylotransferaza CTP:fosfoetanoloaminy; CCT,
cytydylotransferaza ~ CTP:fosfocholiny; EPT,  CDP-etanoloamina: 1,2-diacyloglicerol
fosfoetanoloaminotransferaza; CPT, CDP-cholina: 1,2-diacyloglicerol fosfocholinotransferaza;
PIS, syntaza fosfatydyloinozytolu; CLS, syntaza Kkardiolipiny; PGS, syntaza fosforanu
fosfatydyloglicerolu + fosfataza fosforanu fosfatydyloglicerolu; PLMT, fosfolipidowa N-

metylotransferaza; PEAMT, N-metylotransferaza fosfoetanoloaminy.
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1.5. Charakterystyka i biosynteza triacylogliceroli
1.5.1. Budowa, funkcja i znaczenie triacylogliceroli

Triacyloglicerole (TAG; ang. triacylglycerols) zawieraja trzy czasteczki kwasow
tluszczowych zwigzanych ze szkieletem glicerolowym. TAG sg obecne u wszystkich
eukariontow, w tym u zwierzat, roslin wyzszych, alg, grzyboéw, protistow i niektorych
prokariontow. U roslin sg gtownymi lipidami magazynujacymi energi¢. Gromadzone sa
W rozwijajacych sie nasionach, platkach kwiatow, ziarnach pytku i owocach. Te
zgromadzone w nasionach dostarczaja sktadniki odzywcze potrzebne do kietkowania
I rozwoju siewek (Cagliari 1 wsp., 2011). U réznych mikroalg w tym u P. tricornutum
TAG jest najobficiej wystepujacym lipidem. W warunkach hodowli z ograniczonym
dostepem azotu organizmy te moga produkowaé nawet wyzsze jego ilosci niz
w normalnych warunkach, przekraczajace 70% wszystkich lipidow (Yang i wsp., 2017).
Po hydrolizie TAG przez odpowiednie lipazy, uwolnione kwasy tluszczowe moga by¢
dalej metabolizowane w procesie B-oksydacji dostarczajac energii lub substratow dla
glukoneogenezy. Moga tez by¢ przeksztalcane do acylo-COA i stanowié¢ substrat dla
reakcji acylacji np. w celu biosyntezy fosfolipidow (Athenstaedt i Daum, 2006).
U wigkszosci nasion TAG jest zbudowany z tych samych grup acylowych co lipidy
membranowe: kwas palmitynowy (16:0), kwas stearynowy (18:0), kwas oleinowy (18:1),
kwas linolowy (18:2), kwas a-linolenowy (18:3). Te kwasy tluszczowe sg czesto
nazywane, jako powszechne/zwyczajne kwasy tluszczowe.

Triacyloglicerole stanowig roéwniez wartoSciowy material energetyczny w diecie
czlowieka, szczegolnie te pochodzace z olejow roslinnych (Cagliari i wsp., 2011). Staja si¢
rowniez coraz wazniejszym surowcem w przemysle chemicznym gdzie wykorzystywane
sg do produkcji farb, detergentow, smardéw, biopaliw oraz nylonu. Z uwagi na szybko
wyczerpujace si¢ zasoby ropy naftowej ich znaczenie w tym sektorze gospodarki bedzie

si¢ tylko zwiekszato (Lung i Weselake, 2006).

1.5.2. Szlaki biosyntezy triacylogliceroli

Mozna wyrézni¢ dwie drogi syntezy TAG: szlak zalezny od acylo-CoA i szlak
niezalezny od acylo-CoA. Szlak zalezny od acylo-CoA nazywany jest szlakiem
Kennedy’ego, ktory u eukariontow zachodzi prawdopodobnie w retikulum
endoplazmatycznym. Rozpoczyna si¢ on od stopniowej acylacji glicerolo-3-fosforanu do

PA. Reakcje te zostaty opisane w rozdziale wczesniejszym. Powstalty PA moze bra¢ dalej
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udziat w syntezie TAG, poprzez dziatanie fosfatazy kwasu fosfatydowego (PAP), ktora
uwalnia grupe fosforanowa z czasteczki PA i produkuje DAG. Nastgpnie acylotransferaza
acylo-CoA:diacyloglicerol (DGAT, ang. diacylglycerol acyltransferase) katalizuje reakcje
acylacji DAG do TAG przy uzyciu acylo-CoA.

Alternatywnie TAG powstaje poprzez szlak niezalezny od acylo-CoA. W tym
wypadku nowo zsyntetyzowane kwasy tluszczowe sg najpierw wlaczane do lipidow
retikulum endoplazmatycznego, a potem akumulowane w TAG. Nowo zsyntetyzowane
kwasy tluszczowe mogg by¢ wprowadzane bezposrednio do PC poprzez cykl Lands’a lub
cykl LPLAT (Lands, 1958; Klinska i wsp., 2020), a posrednio przez PA i DAG. Dalej
kwasy thuszczowe z PC moga by¢ wilaczane do TAG poprzez dziatanie acylotransferazy
fosfolipid:diacylglicerol (PDAT, ang. phospholipid: diacylglycerol acyltransferase). Ten
enzym przenosi acyl z pozycji sn-2 fosfolipidow do DAG. Jego aktywno$é
zidentyfikowano we frakcjach mikrosomalnych drozdzy i niektorych roslinach oleistych.
Wykazano, ze PDAT z A. thaliana moze wykorzystywa¢ kwasy tluszczowe roznych
fosfolipidow, wykazujac jednak najwyzsza aktywno$¢ w stosunku PE i PC. Moze
przenosi¢ kwasy tluszczowe 0 dhugosci tancucha acylowego od C10 do C22 wykazujac
jednak najwyzszg aktywno$¢ w stosunku do wielonienasyconych kwasow tluszczowych
I kwasow thuszczowych posiadajacych grupe hydroksylowg czy epoksydows (Stahl i wsp.,
2004; Cagliari i wsp., 2011).

Wigkszos¢ organizmoéw eukariotycznych posiada geny kodujace dwie glowne
izoformy enzymow typu DGAT: DGAT1 i DGAT2. Kazda z tych gléwnych izoform
DGATu moze by¢ kodowana przez kilka genow (Demski i wsp., 2019). W okrzemce
Fragilariopsis cylindrus zidentyfikowano cztery przypuszczalne geny kodujace enzymy
typu DGATZ2, a u P. tricornutum pig¢ gendow kodujacych ten typ enzymow. W warunkach
standardowych VLC-PUFA u P. tricornutum wystepuja gltownie w galaktolipidach. Ich
akumulacja w TAG rozpoczyna si¢ dopiero w warunkach niskiej zawartosci fosforanow
I zwigzkéw azotu. W warunkach tych nastepuje tez zwiekszona produkcja TAG.
Wykorzystywany do biosyntezy triacylogliceroli DAG powstaje najprawdopodobniej
w szlaku Kennedy’ego, a w koncowy etap syntezy TAG wiaczone sa (prawdopodobnie)
zarowno enzymy typu DGAT jak 1 enzymy typy PDAT chociaz ich wzgledny udziat nie
jest okre$lony (szlak Kennedy’ego przedstawiono na Rys. 4). Podobny mechanizm
wlaczania EPA (nalezy do VLC-PUFA) do TAG zaobserwowano u Fiistulifera solaris
(Sayanova i wsp., 2017).
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1.6. Enzymy typu LPLAT (acyloransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid)

Acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLATY) sg wszechobecna grupa
enzymow, ktorg mozna znalez¢ u zwierzat, roslin i grzyboéw. Moga one wykorzystywaé
szerokie spektrum zarowno lizofosfolipidow jak i acylo-CoA do produkcji réznych
rodzajow fosfolipidow. Specyficzno$¢ substratowa LPLATOw jest zréznicowana.
Nazewnictwo poszczegolnych grup LPLATOw zalezy od preferowanego przez nie
lizofosfolipidu. Najlepiej poznane LPLATy to: LPCAT, LPEAT i LPAAT, ktore
preferencyjnie wykorzystujag LPC, LPE i LPA. U drozdzy scharakteryzowano dwa rodzaje
LPLATOw: jeden z najwyzsza specyficznoscia substratowa do LPA i drugi z najwyzsza
specyficznoscig substratowa do LPC. Pierwszy z nich jest kodowany przez gen SLCI,
kolejny przez gen YOR175c (inne jego nazwy: ALE1l, SCL4, LPT1). W genomie
A. thaliana znaleziono dwa geny: At1g12640 i At1g63050, kodujace acylotransferazy:
AtLPCAT1 i AtLPCAT?2 wykazujace preferencje do LPC, jako substratu. Sklonowano tez
geny: At1g80950 i At2g45670 kodujace enzymy: AtLPEAT1 i AtLPEAT2 specyficzne do
LPE. Geny kodujace LPLATy 0 wysokiej specyficznosci substratowej w stosunku do LPC
zostaly sklonowane rowniez z innych organizméw: Ricinus communis, Hiptage
benghalensis, Lesquerella fendleri i Carthamus tinctorius (Jasieniecka-Gazarkiewicz
i wsp., 2016; Klinska i wsp., 2019). LPLATy u mikroalg nie zostaly jeszcze dobrze
scharakteryzowane.

Badania nad specyficznoscig substratowg poznanych LPLATOw wykazaty, ze
pochodzace z A. thaliana enzymy LPCATI1 i LPCAT2 katalizujg acylacje i deacylacje
obydwu pozycji: sn-1 i sn-2 w PC, ale wykazuja wicksza preferencj¢ do pozycji sn-2.
W reakcji odwrotnej, reszty acylowe z pozycji sn-2 w PC takie jak oleyoyl, linoleoyl
i linolenoyl byty przenoszone do puli acylo-CoA z podobna intensywnos$cig. Te oraz inne
wyniki badan nad metabolizmem lipidow przyczynily si¢ do wysnucia hipotezy, ze
roslinne LPCATYy pelnig wazng role¢ w regulacji kompozycji acylo-CoA w komorkach
roslinnych poprzez przenoszenie wielonienasyconych kwasow tluszczowych z PC, czyli
miejsca ich syntezy, do puli acylo-CoA (Lager i wsp., 2013; Jasieniecka-Gazarkiewicz
I wsp., 2016; Klinska i wsp., 2019).

Biologiczne funkcje enzymoéw typu LPLAT moga znacznie ro6zni¢ si¢ migdzy
roznymi tkankami 1 organizmami. Badania przeprowadzone na komoérkach drozdzy
z nokautem jednego z dwu genéw kodujacych LPLATy wykazaly, ze do zachowania
zywotno$ci drozdzy wystarczajaca jest obecno$¢ jednego aktywnego genu kodujacego te

enzymy; ,.knockout” obu gendéw byl dla drozdzy letalny (Stahl i wsp., 2007). Jak
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dotychczas istnieje niewiele doniesien na temat skutkow ,,wytaczenia” gendow kodujacych
roslinne LPLATy. Wang i wsp. (2012) wykazali, ze “knockout” obu genéw Arabidopsis
(At1g12640 i At1g63050) kodujagcych LPCAT1 i LPCAT?2 nie miat wyraznego wplywu na
wzrost ro$lin i rozw6j ich nasion. Z drugiej strony, homozygotyczny mutant A. thaliana
z wylaczonym genem kodujacym plastydowy LPAAT zamieral na wczesnym etapie
embriogenezy (Kim i Huang, 2004). Wytaczenie genéw kodujacych LPEATy w roslinach
Arabidopsis (mutanty insercyjne T-DNA) powodowalo za$ powazne zaburzenia we
wzroscie 1 rozwoju tych roslin. Szczegélnie wyrazne efekty fenotypowe odnotowywano
U podwojnego mutanta (Ipeatl Ipeat2) i mutanta z nieaktywnym genem kodujacym

LPEAT2 (Jasieniecka-Gazarkiewicz i wsp., 2017).

1.7. Remodelowanie fosfolipidéow

Mechanizm remodelowania fosfolipidow byt znany dotychczas jako cykl Lands’a
(Lands 1958). Wykazano, ze zachodzi on u roslin, grzybéow i ssakow. Polega on na
deacylacji i reacylacji fosfolipidu w pozycji sn-2. Cykl ten zaktada, ze w reakcjach tych
biorg udziat dwa typy enzymow; enzymy ktore przeprowadzajg deacylacj¢ fosfolipidow
np. fosfolipazy i enzymy typu LPLAT ktore przeprowadzaja acylacje powstalych
lizofosfolipidow. Uwazano/uwaza si¢, ze cykl Lands’a odgrywa wazng role w utrzymaniu
optymalnych funkcji bony. Bierze on bowiem udziat w redystrybucji wielonienasyconych
kwasow thuszczowych (PUFA) w roslinach. Rosliny wytwarzaja PUFA przez desaturacjg
prekursorowych kwasow tluszczowych, ktore sa estryfikowane do galaktolipidow
w chloroplastach 1 fosfolipidow w pozaplastydowych przedziatach komorkowych. Uwaza
sig, ze cykl Lands’a promuje wymiane kwasoéw tluszczowych pomiedzy fosfolipidami
a pula acylo-CoA. PUFA sa nastgpnie przenoszone do innych lipidow, takich jak TAG
przez bezposrednig transacylacje lub przeniesienie do puli acylo-CoA (cykl Lands’a), albo
przez wymiane grupy fosfocholinowej miedzy PC a DAG (Stahl i wsp., 2007). Ostatni
proces zachodzi poza cyklem Lands’a przy udziale enzymu transferazy fosfocholinowej
PC-DAG (PDCT, ang. PC-DAG phosphocholine transferase). Edycja grup acylowych
w PC 1 nastgpnie wymiana fosfocholiny migdzy PC a DAG kontroluje wigkszo$¢
przeptywu PUFA przez PC do dalszej syntezy TAG (Bates i wsp., 2013). Ostatnio
zaproponowano, ze obok cyklu Lands’a w remodelowaniu acylo-lipidow bierze udziat
inny cykl nazwany ,,cyklem LPLAT” (Klinska i wsp., 2020). W cyklu tym odwracalno$é
reakcji katalizowanej przez enzymy typu LPLAT odgrywa kluczowa role — enzymy te
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przeprowadzaja zarowno deacylacje fosfolipidow, jak 1 reacylacje powstatych
lizofosfolipidéw. Wzgledny udziat cyklu Lands’a i cyklu LPLAT w remodelowaniu acylo-
lipidow in vivo nie zostal jak dotychczas ustalony. Ostatnio Klinska i wsp. (2019)
dostarczyli pewnych dowodoéw dotyczacych remodelowania PC frakcji mikrosomalnych
uzyskanych z nasion Camelina sativa w warunkach in vitro poprzez LPCATY (cykl
LPLAT) i dzialanie innych enzymoéw (zwigzanych z cyklem Lands’a) i wykazali, ze
intensywno$¢ obu cykli zmieniata si¢ podczas rozwoju nasion z tym, ze W cykl LPLAT byt
zawsze cyklem dominujgcym. Cykl Lands’a oraz jego oddzialywanie ze szlakiem
Kennedy’ego przedstawiono na Rys. 4.

Nie wiadomo, czy proces remodelowania acylo-lipidow w okrzemkach zachodzi
tak samo jak w ros$linach wyzszych, poniewaz w okrzemkach wystepuja dodatkowo lipidy
betainowe (BL) ktérych nie ma w roslinach, i nie wiadomo czy moga one rowniez by¢

donorem lub akceptorem grup acylowych (Sayanova i wsp., 2017).
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Rys. 4. Uproszczony schemat przedstawiajacy gtéwne etapy cyklu Lands’a, wg Wang
iwsp. (2012) przy udziale enzymu LPCAT, oraz jego oddzialywanie ze szlakiem
Kennedy’ego. Pula acylo-CoA oznaczona litera A to glowna pula de novo
zsyntetyzowanych acylo-CoA w chloroplastach. Z puli A gtéwnie 18:1, jest kierowany do
cyklu Lands’a do sn-2 pozycji w LPC. Kwasy tluszczowe pochodzace z deacylacji PC

mieszajg si¢ z pulg nowo powstajacych kwasow ttuszczowych i tworza pule B.

LPCAT, acylotransferaza acylo-CoA:lizofosfatydylocholina; PC, fosfatydylocholina; LPC,
lizofosfatydylocholina; TAG, triacyloglicerol; DAG, diacyloglicerol; PLA, fosfolipaza A; PA,
kwas fosfatydowy; G3P, glicerolo-3-fosforan; PAP, fosfataza kwasu fosfatydowego; LPAAT,
acylotransferaza acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy; GPAT, acylotransferaza acylo-CoA:3-
fosfoglicerol; PDAT, acylotransferaza fosfolipid:diacyloglicerol; DGAT, acylotransferaza acylo-

CoA:diacyloglicerol; PDCT, cholinofosfotransferaza fosfatydylocholina:diacyloglicerol.

1.8. Charakterystyka i biosynteza VLC-PUFA (bardzo dlugotancuchowych
wielonienasyconych kwasow tluszczowych)
1.8.1. Rola VLC-PUFA w diecie czlowieka

Gloéwne kwasy omega-3 wystepujace w pozywieniu to kwas a-linolenowy (ALA;
18:3, A% 1219 kwas eikozapentaenowy (EPA; 20:5; A> 8 1114.17) ‘kwas dokozapentaenowy
(DPA; 22:5; A" 10 13.16.19) "}wag dokozaheksaenowy (DHA; 22:6; A* 7 10. 13,16, 19) "(Rysg,
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5.). Gtéwne kwasy omega-6 wystepujace w pozywieniu to kwas linolowy (LA; 18:2; A% 12)
i kwas arachidonowy (AA; 20:4; A> 81114 (Abedi i wsp., 2014).

W————

0

Kwas eikozapentaenowy (20:5 A>&11.1417)

OH

o

Kwas dokozaheksaenowy (22:6 A%710:13,1619)

Rys. 5. Struktura chemiczna dwoéch bardzo dlugotancuchowych wielonienasyconych

kwasow ttuszczowych omega-3.

Najbogatszym zrodtem kwaséw tlhuszczowych EPA 1 DHA s3 ryby i owoce
morza, ale to algi sg gldéwnymi producentami de novo tych kwasow (Innis, 2007).
Natomiast ALA i LA wystepujg glownie w zielonych warzywach i niektorych olejach
ro$linnych (olej rzepakowy, sojowy, Iniany). Ro$liny w stanie naturalnym (nie
modyfikowane genetycznie) nie zawieraja VLC-PUFA (Kim i wsp., 2014).

Ludzki organizm podobnie jak reszta ssakow moze syntetyzowa¢ EPA i DHA ale
z bardzo niskg wydajno$cia, niewystarczajaca, aby pokry¢ jego zapotrzebowanie na te
kwasy (Harwood, 2019). Ponadto nie jest w stanie syntetyzowa¢ LA i ALA z kwasu
oleinowego (Abedi i wsp., 2014). Dla zachowania prawidtowych funkcji organizmu
ludzkiego konieczne jest, wiec dostarczanie tych kwasow tluszczowych wraz
z pozywieniem (Tocher i wsp., 2019). Rekomenduje si¢, aby stosunek omega-6/0mega-3
w diecie wynosit okoto 4/1. Wynika to z faktu, ze kwasy omega-6 powodujg wzrost
mediatorow stanow zapalnych, podczas gdy omega-3 sg prekursorami zwigzkow
przeciwzapalnych. Uwaza si¢, ze wigkszo$¢ ,diet zachodnich” charakteryzuje sig
wspotczynnikiem o wartosci okoto 15-20/1. Takie spozywanie kwasow omega-6
w nadmiarze moze powodowa¢ przewlekty stan zapalny, ktory ma zwigzek z powaznymi
chorobami takimi jak: zapalenie stawoéw, demencja lub choroby sercowo-naczyniowe

(Harwood, 2019).
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Gltowng rolg nienasyconych kwasow tluszczowych jest utrzymanie prawidlowej
ptynnosci bton i struktury komorek eukariotycznych. Pelniag one réwniez funkcje
sygnatowe w komorce (Domergue i wsp., 2005). Omega-3 PUFA takie jak DHA i EPA
wykazujg wazne funkcje biologiczne promujace ludzkie zdrowie. Badania na zwierzetach
ujawnily, ze DHA po spozyciu jest tatwo wiaczany do lipidow osocza, komorek krwi
I moézgu. Jego zawarto§¢ w btonach lipidowych mozgu jest regulowana w zalezno$ci od
ilosci 1 rodzaju kwasow ttuszczowych dostarczanych z pozywieniem, ale zalezy rowniez
od wieku. Zawarto$¢ ta rosnie w okresie rozwoju osobniczego i obniza si¢ W okresie
starzenia si¢ organizmu (Innis, 2007). Szczegolnie wazne jest dostarczanie odpowiednich
ilosci EPA i DHA do organizmu podczas jego rozwoju plodowego i w okresie
niemowlgcym poniewaz brak tych kwasow w tym okresie moze powodowac
nieprawidtowy rozwdj mézgu i wptywaé niekorzystnie na procesy zwigzane z widzeniem
(Castejon i wsp., 2020). Znajomos¢ tych faktow doprowadzita do szerokiej produkcji
preparatoéw zawierajacych DHA, przeznaczonych dla niemowlat (Petrie i wsp., 2012).
Ponadto kwasy te reguluja ci$nienie krwi, krzepliwos¢ krwi, tolerancj¢ na podwyzszong
zawarto$¢ glukozy i procesy zapalne, dzigki czemu tagodza wiele stanow patologicznych
(Gammone i wsp., 2018, Tocher i wsp., 2019). Badania kliniczne wskazuja, ze niskie
spozycie omega-3 VLC-PUFA jest zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem powstawania
zaburzen poznawczych lub demencja. Spozywanie tych kwaséw w odpowiednich ilo$ciach
daje korzysci neuroprotekcyjne i whasciwosci neuromodulacyjne, ktore moga zapobiegaé
umystowemu uposledzeniu postepujacemu wraz z wiekiem (np. choroba Alzheimera), oraz
zmniejszaé czesto$¢ chorob psychicznych takich jak depresja lub neurodegeneracja
(Castejon i wsp., 2020).

Obecnie, nawet gdyby ludzie chcieli spozywa¢ wigcej EPA i DHA, zapewnienie
odpowiednio zrownowazonej ich podazy jest utrudnione. Gtéwnym zroédtem EPA i DHA
w diecie cztowieka sg ryby morskie np. tunczyk i makrela (Ruiz-Lopez i wsp., 2012).
Jednak nadmierna eksploatacja towisk powoduje, ze zasoby ryb na caltym $wiecie maleja,
przez co ich potowy moga nie by¢ w stanie sprosta¢ zapotrzebowaniu stale rosnacej
populacji ludzkiej na kwasy tluszczowe omega-3 (Cheng i wsp., 2010). UN FAO (Food
and Agriculture Organisation of the United Nations, 2010) w 2008 roku podato dane, ze
z puli monitorowanych grup towisk rybnych, 53% byto w petni wykorzystywane, 28%
byto nadmiernie eksploatowanych a 3% byto wyczerpanych. Tylko 15% obserwowanych
grup ‘towisk sklasyfikowano, jako nie w pelni wykorzystywane i zdolne do

wyprodukowania wigkszej ilo$ci ryb niz wynosity potowy. Ponadto oleje rybne z powodu
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zanieczyszczenia ekosystemow morskich, zawierajg potencjalnie toksyczne substancje
takie jak: metale cigzkie czy dioksyny, przez co kwestionuje si¢ zdrowotne korzysci
wynikajace z konsumpcji ryb. Nalezy tez wzia¢ pod uwage, ze problem z pozyskaniem
kwasow omega-3 nie moze by¢ rozwigzany poprzez rozwoj uprzemystowionej
akwakultury. Pomimo, ze ryby morskie sg gtownym zrodlem kwaséw omega-3 w diecie
czlowieka nie sg one ich producentem. Pierwotnym zrédlem omega-3 sa mikroalgi morskie
(np. okrzemki), dostarczajace te kwasy tluszczowe kolejnym organizmom morskim na
drodze tancucha pozywienia, na koncu ktorego sg ryby. Akwakultura nie jest
rozwigzaniem samym w sobie, wymaga raczej udoskonalenia poprzez wzbogacenie paszy
dla ryb o zrédto VLC-PUFA, co jest kolejnym wyzwaniem przy malejacych zapasach
omega-3 (Ruiz-Lopez i wsp., 2012). Dlatego istnieje zapotrzebowanie na trwaty zamiennik
zrodla kwasow omega-3 w diecie cziowieka (Graham i wsp., 2007). W tym celu
w ostatnich latach przeprowadzono wiele badan nad naturalnie wystepujacymi szlakami
biosyntezy EPA i DHA w algach oraz nad wykorzystaniem genéow z tych
mikroorganizméw morskich do tworzenia roslin transgenicznych syntetyzujacych
i akumulujacych VLC-PUFA (np. EPA i DHA) (Harwood, 2019). Mozliwo$¢ rozwinigcia
produkcji lipidow zawierajacych kwasy omega-3 u roslin ma wiele zalet. Takie
rozwigzanie moze zlagodzi¢ presj¢ wywierang na przemyst akwakultury 1 zmniejszy¢
rybotéwstwo. Ograniczyloby to rowniez problemy zdrowotne zwigzane z obecno$cia

dioksyn i polichlorowanych bifenyli (PCB) w paszach dla ryb (Ruiz-Lopez i wsp., 2012).

1.8.2. Szlaki biosyntezy VLC-PUFA

Kwas linolowy (LA, 18:2 A%!?) i o-linolenowy (ALA, 18:3 A%121%) g3
syntetyzowane przez rosliny w duzych ilosciach, lecz u ludzi i innych ssakow obserwuje
si¢ brak ich syntezy. Organizm czlowieka potrafi syntetyzowa¢ ARA, DHA i EPA
z prekursorow LA i ALA przy wykorzystaniu szeregu enzymoéw desaturaz i elongaz.
Jednak ta konwersja jest na tyle niska i niewystarczajaca, ze konieczne jest dostarczanie
tych kwasoéw wraz z pozywieniem (Abedi 1 wsp., 2014).

U okrzemek syntetyzowane de novo nasycone kwasy tluszczowe — palmitynowy
(16:0) i stearynowy (18:0) moga podlega¢ dalszym modyfikacjom przy udziale desaturaz
zlokalizowanych w plastydach lub retikulum endoplazmatycznym (Sayanova i wsp.,
2017). Zlokalizowana w stromie chloroplastow desaturaza A%-stearylo-ACP (SAD) oraz

zwigzana z retikulum endoplazmatycznym desaturaza A°-acylo-CoA (ADS) przeksztalcaja
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kwas stearynowy (18:0) w kwas oleinowy (OA, 18:1 A®). Reakcje zachodza w miejscu
wystepowania tych enzyméw czyli odpowiednio w chloroplastach albo w cytozolu
(Sayanova i wsp., 2017). Powstaly kwas oleinowy jest substratem dla A desaturazy, ktora
przeksztatca go w kwas linolowy (LA; 18:2 A®'?) a ten moze by¢ dalej konwertowany
przez A¥® desaturaze do kwasu a-linolenowego (ALA, 18:3 A%'?1%) Desaturazy A i A
wystepujace w ER wykorzystuja jako substraty odpowiednio kwas linolowy i1 kwas
linolenowy z pozycji sn-2 fosfolipidow, gtéwnie fosfatydylocholiny (Sayanova i wsp.,
2017).

LA i ALA jako prekursory kwasow omega-6 oraz omega-3, nalezg do grupy
niezb¢dnych nienasyconych kwasow tluszczowych (EFA, ang. essential fatty acid).
Biosynteza VLC-PUFA z LA i ALA moze zachodzi¢ na dwa sposoby. Sg nimi ,,5zlak A6”
(konwencjonalny) wystepujacy u wigkszosci organizméw syntetyzujacych PUFA oraz
,»Szlak A8” alternatywny (Rys. 6), (Sayanova i wsp., 2017). Pomimo, ze okrzemki (w tym
P. tricornutum) charakteryzuja si¢ wysoce aktywnym ,,szlakiem A6” przypuszcza si¢, ze
,»szlak A8” rowniez u nich zachodzi (Sayanova i wsp., 2017). U P. tricornutum wyr6znia
si¢ 5 genoéw prawdopodobnie zaangazowanych w synteze EPA: FAD2 (desaturaza A?),
PTD6 (desaturaza A®), PTD5B (desaturaza A® beta), PTD5A (desaturaza A® alpha),
ELOG6b2 (elongaza A® b2). Maja one wysoko wspotregulowane wzorce ekspresji (Muhlroth
i wsp., 2013).

Biosynteza LC-PUFA opiera si¢ na naprzemiennych reakcjach desaturacji
i elongacji. Pierwszym etapem ,szlaku A6” jest A® desaturacja wykorzystujaca jako
substraty zarowno LA jak i ALA, czego efektem jest synteza odpowiednio kwasu y-
linolenowego (GLA, 18:3 A®%12) i stearydynowego (SDA, 18:4 A5%121%) powstate GLA
i SDA sa kolejno substratami ,,A® elongazy” ktéra wydtuza je o dwa wegle, co daje
odpowiednio kwas dihomo-y-linolenowy (DGLA,; 20:3 A%114) i eikozatetraenowy (ETA;
20:4 ABL1417) AP elongaza wykazuje jedynie aktywno$¢ w stosunku do kwasow
thuszczowych zbudowanych z 18 wegli i posiadajacych podwojne wigzanie w pozycji A°.
Koficowym etapem jest synteza kwasu arachidonowego (ARA; 20:4 A>®1114) i EPA przy
udziale enzymu A® desaturazy (Cheng i wsp., 2010). Przypuszcza sie, ze u okrzemkow
elongacja EPA do kwasu dokozapentaecnowego (DPA; 22:5 A710131819) 7achodzi przy
udziale specyficznej A® elongazy. Z kolei DPA jest konwertowany do DHA przez A*
desaturaze (Sayanova i wsp., 2017). Wspomniane desaturazy wykorzystuja odpowiednie

kwasy tluszczowe zwigzane gtownie z pozycja sn-2 odpowiednich glicerolipidow zas
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wspomniane elongazy odpowiednie kwasy tluszczowe potaczone z CoA (Domergue
I wsp., 2003; Napier, 2007)

Niektore organizmy morskie 1 protisty wykorzystuja druga droge zwanag
,szlakiem A8”. W tym wypadku LA i ALA sa najpierw wydtuzane przez A° elongaze
produkujgca odpowiednio kwas eikozadienowy (EDA; 20:2 A4 i eikozatrienowy (ERA;
20:3 A4 EDA i ERA sa za$ substratami dla nastepujacych kolejno po sobie dwu
desaturacji katalizowanych przez A® oraz A® desaturaze. Efektem tych reakcji sa ARA
i EPA podobnie jak w szlaku ,.konwencjonalnym” (Sayanova i wsp., 2017).

Kwasy tluszczowe, aby przeszly etap elongacji musza by¢ w postaci acylo-CoA.
Wydtuzone kwasy tluszczowe sa z powrotem na drodze estryfikacji przylaczane do
szkieletu glicerolowego fosfolipidow przy udziale odpowiednich acylotransferaz. Do
reakcji  przedtuzania kwasow tluszczowych elongazy wykorzystuja malonylo-CoA
I NADPH (Muhlroth i wsp., 2013).

U P. tricornutum desaturazy zwigzane z retikulum endoplazmatycznym (PtD6,
PtD5) wykorzystuja jako substraty kwasy tluszczowe wchodzace w sktad PC. Pozycja
zwigzania kwasu tluszczowego do czasteczki glicerolu wptywa na przebieg reakcji. PtD5
I PtD6 wykazuja najwyzsza aktywnos¢ w stosunku do kwasow ttuszczowych z pozycji sn-
2 PC. Natomiast desaturaza A2 (FAD2) charakteryzuje sie podobna aktywnoscia zardwno
w stosunku do PC jak i MGDG oraz wykazuje wysoka specyficzno$¢ substratowa do
kwasu oleinowego (18:1 A®). Acylotransferazy znajdujace sie¢ w ER przeprowadzajg
estryfikacje kwasow tluszczowych do odpowiedniej pozycji czasteczki glicerolu. Jest
bardzo prawdopodobne, ze acylotransferazy bioragce udzial w przylaczaniu LC-PUFA
omega-3 u P. tricornutum podczas syntezy odpowiednich gliero-lipidéw sg podobne do
tych u roslin (LPLAT, GPAT, LPAAT). Acylotransferazy u mikroalg nie zostaty jednak
dobrze scharakteryzowane i nie jest pewne jak daleko ich specyficzno$¢ substratowa
pokrywa si¢ z tg obserwowang u ich odpowiednikow u roslin wyzszych (Muhlroth i wsp.,
2013).

Po serii reakcji elongacji i desaturacji VLC-PUFA moga uczestniczy¢ w réznych
szlakach metabolicznych, w zaleznosci od tego czy wystepuja w postaci acylo-CoA czy
zwigzanej z tancuchem glicerolowym acylo-lipidow (Zulu i wsp., 2018). Gtéwne miejsce
syntezy EPA nie jest dobrze poznane i wymaga dalszych badan. Proces ten jest dos¢
ztozony szczegdlnie w przypadku glonow z grupy Chromista, u ktorych chloroplasty maja
cztery membrany. EPA w postaci wolnej jest wlaczany do PE, PC albo lipidow
betainowych, poprzez acylotransferazy szlaku Kennedy’ego. (Muhlroth i wsp., 2013).
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VLC-PUFA syntetyzowane w cytozolu moga by¢ tez transportowane do plastydow przez
nieznany jeszcze mechanizm gdzie s3 wbudowywane do glikolipidow: SQDG, MGDG
oraz DGDG. Zawartos¢ VLC-PUFA w tych lipidach moze sigga¢ nawet do 50%. VLC-
PUFA moga by¢ rowniez wiaczane do TAG podczas przebudowy lipidow blonowych,
kiedy to VLC-PUFA s3 uwalniane z glikolipidow (Zulu i wsp., 2018).
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Rys. 6. Schemat przedstawiajacy Dbiosynteze¢ =~ VLC-PUFA u  okrzemek
z wyszczegblnieniem szlaku konwencjonalnego A6 i alternatywnego A8. Przewazajacy
szlak biosyntezy EPA u P.tricornutum jest zaznaczony wytluszczonym tekstem
I strzatkami (Hamilton i wsp., 2014).

LA, kwas linolowy; GLA, kwas y —linolenowy; DGLA, kwas dihomo-y-linolenowy; ARA, kwas
arachidonowy; DTA, kwas dokozatrienowy; DPAN-6, kwas dokozapentaenowy; ALA, kwas a-
linolenowy; SDA, kwas stearydynowy; ETA, kwas eikozatetraenowy; EPA, kwas

eikozapentaenowy; DPA, kwas dokozapentaenowy; DHA, kwas dokozaheksaenowy; EDA kwas
eikozadienowy; ERA, kwas eikozatrienowy.
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1.9. Wykorzystanie inzynierii genetycznej do produkcji VLC-PUFA w roSlinach
wyzszych

Aby wytworzy¢ rosling zdolng do syntetyzowania kwaséw omega-3 VLC-PUFA
metodami inzynierii genetycznej, trzeba wprowadzi¢ do niej geny z innych organizméw
kodujace biatka biorgce udzial w szlaku ich biosyntezy. Begda to geny kodujace
komponenty odpowiedzialne za pierwotng synteze, ukierunkowany transport substratu jak
i zwigzkéw posrednich w kierunku ostatecznego ich umicjscowienia w TAG. Geny te
wymagajg skoordynowanej ekspresji specyficznej tkankowo w rozwijajacych si¢
nasionach transgenicznego gospodarza (Ruiz-Lopez i wsp., 2013). Aby zaszla konwersja
wystepujacych naturalnie w ros§linach ALA do EPA, potrzeba trzech nastepujacych po
sobie etapow: A® desaturacji, A® elongacji i A® desaturacji. Na tej drodze enzymatycznej
z LA moze réwniez powsta¢ kwas tluszczowy omega-6 ,,ARA”. Nastgpnymi etapami
prowadzacymi do uzyskania produkcji kolejnych omega-3 VLC-PUFA w roélinach sg A®
elongacja EPA do DPA oraz A* desaturacja DPA (22:5 47-10-13:16:19) dajaca DHA (Robert
i wsp., 2005).

W ciagu ostatnich lat nastagpil znaczny postep w ilosci zidentyfikowanych genow
wyzej opisanego Szlaku biosyntezy VLC-PUFA u réznych organizmoéw takich jak: glony,
grzyby, mchy, rosliny i ssaki (Ruiz-Lopez i wsp., 2012). Uzyskanie wysokiego poziomu
akumulacji kwasow EPA czy DHA bylo jednak czgsto trudne do zrealizowania pomimo
wielu prob optymalizacji ich biosyntezy. Przyczyny tych niepowodzen doszukiwano sig
mig¢dzy innymi w fakcie, ze w sktad konstruktu genetycznego wchodzity geny pochodzace
z réznych organizmoéw akumulujacych n-3 VLC-PUFA (Ruiz-Lopez i wsp., 2013). To
przypuszczenie potwierdzaja badania wskazujace, ze na intensywno$¢ biosyntezy VLC-
PUFA wplywat nie tylko gatunek rosliny ale réwniez zastosowana kombinacja genow
w konstrukcie wykorzystywanym do transformacji (Cheng i wsp., 2010).

Pomimo wspomnianych trudnosci, do tej pory przeprowadzono wiele udanych
eksperymentéw, w wyniku ktorych wudato si¢ uzyska¢ ro$liny transgeniczne
przeprowadzajace biosynteze VLC-PUFA w nasionach i organach wegetatywnych. Jeden
z takich eksperymentéw polegal na wprowadzeniu do Inu (Linum usitatissimum) i tytoniu
(Nicotiana tabacum) genow z okrzemka (P. tricornutum) kodujacych A® desaturaze i A°
desaturaze oraz gen z grzyba (Physcomitrella patens) kodujacy A® elongaze. U Inu
uzyskano produkcje ARA i EPA w ilosci odpowiednio 1,5% oraz 1% wszystkich kwasow
thuszczowych. U tytoniu udalo si¢ uzyskaé syntez¢ ARA (2% wszystkich kwasow

thuszczowych), natomiast syntezy EPA nie zaobserwowano (Abbadi i wsp., 2004).
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Pomimo, ze udato si¢ w przypadku Inu uzyska¢ synteze EPA to zawartos¢ tego kwasu
thuszczowego byta jednak stosunkowo niska. Przypuszczalne czynniki, z ktorych mogto to
wynika¢ zostaly szeroko omowione W wyzej cytowanej publikacji. Autorzy podkreslaja, ze
wykorzystane w procesie transformacji geny pochodzace z alg, kodujg desaturazy
wykorzystujace kwasy tluszczowe wchodzace w sktad PC, natomiast substratem
w procesie elongacji sa kwasy tluszczowe przytaczone do koenzymu A (acylo-CoA).
Kwasy ttluszczowe LA i ALA, sa substratami dla A® desaturazy, tylko gdy sa zwigzane
z PC. Odpowiednie acylotransferazy moga je jednak efektywnie przenosi¢ bezposrednio
do TAG (enzymy typu PDAT) lub do puli acylo-CoA (enzymy typu LPCAT) gdzie
acylotransferazy typu DGAT wykorzystywac je moga do wlaczenia do TAG. W wyniku
tych procesow ilos¢ LA i ALA w PC dostepnych dla A® desaturazy moze byé znaczaco
zredukowana, a to z kolei moze powodowaé¢ zmniejszong produkcje EPA i ARA.
Dodatkowo niska wydajnos¢ biosyntezy EPA i ARA moze wynika¢ z braku naturalnie
wystepujacych  w  roslinach acylotransferaz  wydajnie  wiaczajacych powstajace
w fosfatydylocholinie kwasy GLA i SDA (z LA i ALA odpowiednio, w wyniku dziatania
APdesaturazy) do cytoplazmatycznej puli acylo-CoA, gdzie mogtyby ulec elongacji. Dalszy
problem moéglby by¢ zwiazany z brakiem odpowiednich acylotransferaz wiaczajacych
powstajace W procesie elongacji kwasy DGLA i ETA z puli CoA do PC, aby mogly ulec
kolejnej desaturacji (Abbadi i wsp., 2004).

Wyzsza, niz w omowionych powyzej transgenicznych ro$linach Inu, produkcje
ARA i EPA udalo si¢ uzyska¢ w transgenicznych roslinach A. thaliana (wynoszaca
odpowiednio 6,6% 1 3,0% calkowitej ilosci kwasow tluszczowych nasion) Qi
I wspotpracownikom (Qi i wsp., 2004). W tym do$wiadczeniu do transformacji uzyto
genéw kodujacych komponenty ,,szlaku A®” — szlaku alternatywnego. Wykorzystany zostat
gen z mikroalgi (1. galbana) kodujacy A° elongaze, gen z protista (E. gracilis) kodujacy A®
desaturaze i gen z grzyba (M. alpina) kodujacy A® desaturaze. Dwa pierwsze geny
pochodzity z organizméw wykorzystujacych szlak alternatywny do biosyntezy VLC-
PUFA. Natomiast gen kodujacy A® desaturaze pochodzit z organizmu, w ktorym zachodzi
prawdopodobnie szlak konwencjonalny ,,A®” biosyntezy VLC-PUFA (Qi i wsp., 2004).

Kinney i wsp. (2004) uzyskali jeszcze wyzsza produkcje EPA (okoto 9,3%
wszystkich kwasoéw tluszczowych) w transgenicznych zarodkach somatycznych soi. Do
transformacji wykorzystali geny kodujace A’ desaturaze, A® desaturaze oraz A® elongaze
z M. alpina. Dodatkowo konstrukty zawieraly A7 desaturaze z Saprolegnia diclina oraz

A desaturaze z A. thaliana. W wyniku dziatania tych dodatkowych desaturaz PUFA
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omega 6 mogly by¢ przeksztalcane w omega-3. Poszczegélne geny byly pod kontrola
roznych specyficznych dla nasion promotorow. Po zamianie A® desaturazy z M. alpina na
Ab desaturaze z S.diclina wspomnianym autorom udato si¢ dodatkowo, chociaz
nieznacznie, zwigkszy¢ poziom EPA w tego typu transgenicznych zarodkach soi. Niektore
rosliny, pochodzace od tych zarodkow, wytwarzaty jednak nasiona o stosunkowo duzej
zawartosci EPA, dochodzacej do prawie 20% wszystkich kwasow thuszczowych ich
glicerolipidow. Wspomniane transgeniczne zarodki soi zawieraty rowniez okoto 4% DPA;
efekt dziatania elongazy z M. alpina specyficznej w stosunku do kwasow ttuszczowych
0 dhugosci C20 (Kinney i wsp., 2004).

Wu i wsp. (2005) badali synteze DHA w roslinach transgenicznych B.juncea,
poprzez stopniowe jej transformowanie konstruktami zawierajacymi geny ze szlaku
biosyntezy VLC-PUFA. Dzi¢ki temu mozliwe bylo obserwowanie poszczegdlnych etapow
szlaku. Pierwszy konstrukt zawieral tylko minimalny zestaw genow potrzebnych do

wytworzenia ARA i EPA, a mianowicie A® desaturaze z Thraustochytrium sp., A°

desaturaze z P. irregulare i A® elongaze z P. patens. W roslinach transformowanych takim
konstruktem genowym obserwowano produkcj¢ ARA na poziomie 7,3% i produkcje EPA
w ilosci 0,8% wszystkich kwaséw thuszczowych glicerolipidow nasion tych
transformantow. W celu zwigkszenia biosyntezy ~wspomnianych VLC-PUFA
wprowadzono do uzyskanych wczesniej transformantéw dodatkowo gen A'? desaturazy
z Calendula officinalis spodziewajac si¢ zwigkszenia biosyntezy poczatkowego substratu
szlaku: kwasu linolenowego (LA). Doprowadzito to do znacznego wzrostu ARA (do
17,7%) oraz EPA (do 1,3%). W kolejnej transformacji dodano do omawianych
transformantéw gen kodujacy elongaze z Thraustochytrium sp. Spowodowato to jednak
tylko nieznaczny wzrost poziomu EPA i ARA. Znaczacy wzrost EPA zaobserwowano
dopiero po dodatkowym wprowadzeniu do wczesniej omawianych transformantow genu
kodujacego Al" desaturaze z Phytophtora infestans. W tego typu transformantach
zawarto$¢ EPA wynosila $rednio 8,1%, a zawarto§¢ ARA zmniejszyla si¢ w pordwnaniu
do wczesniejszych transformantéw. Dodatkowy wzrost zawartosci EPA (do 15%) przy
jednoczesnej znacznej produkcji DHA (produktu elongacji i kolejnej desaturacji EPA) -
okoto 15% wszystkich kwasow tluszczowych, uzyskano gdy do wczesniejszych
transformantéw dodano gen AS/AS elongazy z O.mykiss, gen A* desaturazy i gen
acylotransferazy  kwasu lizofosfatydowego (LPAAT) z Thraustochytrium  sp.
Syntetyzowane VLC-PUFA w tych transformantach B.juncea byly obecne prawie
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wylacznie w  triacyloglicerolach (TAG) nasion. Nasiona te wykazywaly normalng
morfologi¢ 1 brak widocznych probleméw z kietkowaniem. Badania te wykazaty rowniez,
ze etapy elongacji (szczeg6lnie EPA do DHA) zwykle byly znacznie mniej wydajne niz
etapy desaturacji. Wszystkie uzyte geny byly pod kontrolg tego samego promotora
specyficznego dla nasion. Znajdowat si¢ on przed kazdym genem. Taki zabieg mial
wplyna¢ na wysoka i jednolita ekspresje wszystkich wprowadzanych genéw. Te doskonate
wyniki przeprowadzonych transformacji niestety nie zachowaly si¢ w takiej samej
intensywno$ci w potomstwie wspomnianych transformantow; w kolejnych pokoleniach
poziom VLC-PUFA spadat. Wedtug Vrinten i wsp. (2007) powodem obserwowanego
spadku produkcji VLC-PUFA w kolejnych pokoleniach mogto by¢ wyciszanie transkrypcji
wprowadzonych genow spowodowane obecnoscig wprowadzonej sekwencji promotorowej
w wielu kopiach.

W badaniach przeprowadzonych przez Petrie i wsp. (2012) udalo si¢ uzyskaé
transgeniczng A. thaliana, w ktorej akumulacja DHA siggata (podobnie jak w opisanych
wczesniej doswiadczeniach dotyczacych B. juncea) takze do 15% wszystkich kwasow
tluszczowych glicerolipidow nasion. Taki poziom VLC-PUFA przekracza poziom tych
kwasow wystepujacy ogélnie w oleju rybnym (okoto 12%). Stosunek w3/w6, przy
uwzglednieniu naturalnie wystepujacych kwasow LA i ALA, wynosit 8/1 w oleju tych
transformantow lub az 16/1 przy ich pominigciu. Jest to niezwykle pozadana jako$¢ oleju z
punktu widzenia prozdrowotnego ze wzgledu na niskg zawartos$¢ kwasoéw thuszczowych
®6 o dziataniu prozapalnym. Warto rowniez zwrdci¢ uwage, ze w tym eksperymencie
udato si¢ uzyskaé niski poziom produktéw posrednich biosyntezy DHA tj. EPA i DPA
(odpowiednio 1,8% i 1,5%) w produkowanym przez nasiona oleju. W badaniach ktore
doprowadzily do produkcji oleju (przez uzyskane rosliny transgeniczne) o tak pozadanych
parametrach prozdrowotnych najpierw zwigkszono poziom produkcji ALA, a dopiero
potem zwiekszano przeksztalcanie ALA do DHA na drodze szlaku konwencjonalnego A®
obserwowanego u mikroalg. W przeprowadzonych transformacjach uzyto genu desaturazy
A" pochodzacej z Lachancea kluyveri, desaturazy A'® z Pichia pastoris, desaturazy A°
z Micromonas pusilla, elongazy A® i A® z Pyramimonas cordata oraz desaturazy A® i A*
z Pavlova salina (Petrie i wsp., 2012).

Zademonstrowane wyzej dotychczasowe osiggni¢cia wydajg si¢ potwierdzac
stuszno$¢ koncepcji zaktadajacej przeniesienie produkcji VLC-PUFA do roslin wyzszych

metodami inzynierii genetycznej. Celem ktory stoi obecnie przed badaczami zajmujgcymi
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si¢ tym zagadnieniem jest osiggni¢cie wysokich poziomoéw tych kwasow ttuszczowych
W nasionach wybranych roslin oleistych przy jednoczesnym wyeliminowaniu lub
zmniejszeniu niepozagdanych produktéw posrednich/ubocznych (omega-6) tego procesu,
tak aby oleje tego typu mogly by¢ produkowane w roslinach na skale przemystowa.

Identyfikacja nowych genoéw kodujacych desaturazy i elongazy, majace wigksza
aktywno$¢ badz bardziej pozadang specyficzno$¢ substratowa, nadal petni potencjalnie
gtowng rola w zwigkszaniu wydajnosci produkcji VLC-PUFA w roslinach. Nawet
niewielka réznica w wydajnosci na ktoryms$ z etapow szlaku ich biosyntezy, szczegdlnie
na etapie poczatkowym, moze przetozy¢é si¢ na znaczne zwigkszenie ilosci produktu
koncowego. W badaniach tych nalezy jednak bra¢ pod uwage fakt, ze
wydajno$¢/specyficzno$¢ substratowa poszczegdlnych enzymoéw moze zmieniaé sie
w zaleznoéci od organizmu do ktoérego zostana wprowadzone. Np. elongaza A°
z Isochrysis wykazywata podobng wydajnos¢/specyficznos¢ substratowg w stosunku do
LA i ALA w systemie drozdzowym (podobny procent obu kwaséw ulegat wydtuzaniu),
natomiast po wprowadzeniu do A. thaliana wydtuzany byt wyzszy procent LA niz ALA.
U Arabidopsis zawartos¢ LA w tkankach lisci jest jednak nizsza niz zawarto$¢ ALA
(Vrinten i wsp., 2007).

Jedna z mozliwosci podwyzszenia produkcji VLC-PUFA w ro$linach wydaje si¢
by¢ wprowadzenie do nich genéw, kodujacych enzymy posiadajace aktywnos¢
acylotransferaz typu acylo-CoA:lizofosfolipid (np. enzyméw typu LPCAT) z organizmoéw
produkujagcych kwasy tluszczowe omega-3 naturalnie. LPCATY Kkatalizujg nie tylko
wilgczanie acylo-CoA do PC, ale rowniez reakcje odwrotng, czyli przeniesienie kwasow
thuszczowych z pozycji sn-2 PC na koenzym A, a wigc synteze nowych acylo-CoA
wlaczanych do puli cytoplazmatycznego acylo-CoA. Enzymy tego typu charakteryzujace
si¢ duza specyficznoscig substratowg w stosunku do kwasow tluszczowych omega-3
w reakcjach odwrotnych, moglyby zwigksza¢ wydajnosci przeptywu tego typu kwasow
thuszczowych migdzy pulami fosfolipidow i acylo-CoA, co mogloby poprawi¢ wydajnosé¢
elongacji A® (Graham i wsp., 2007).

Przedmiotem zainteresowan sa rowniez desaturazy wykorzystujace jako substraty
acylo-CoA. Badania nad mozliwoscia uzyskania ro$lin transgenicznych u ktorych
substratami zar6wno do procesu elongacji jak 1 desaturacji sg kwasy thuszczowe polaczone
z CoA s3 obecnie prowadzone. Do roélin wprowadzane sa np. geny kodujace A°

desaturazy wykorzystujace acylo-CoA jako substraty. Takie desaturazy zostaty
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zidentyfikowane u ssakow oraz u mikroalgi Ostreococcus tauri. Nie wystgpuja one jednak
powszechnie ani w algach ani bezkrggowcach, grzybach czy roslinach nizszych.
Wystepujace w tych organizmach A® desaturazy wykorzystuja zazwyczaj jako substraty
kwasy tluszczowe z pozycji sn-2 fosfatydylocholocholiny (Domergue i wsp., 2005).

Zwigkszenie catkowitego poziomu produktu koncowego przy jednoczesnym
zmniejszeniu niepozadanych produktow posrednich wydaje si¢ mie¢ wieksze szanse
powodzenia w doswiadczeniach nakierowujacych syntezy VLC-PUFA na jedng galaz
szlaku ich biosyntezy niz w do$wiadczeniach promujacych oba szlaki. Jedng z mozliwoS$ci
uzyskania tylko jednego szlaku biosyntezy VLC-PUFA moze by¢ przeksztatcanie kwasow
tluszczowych omega-6 w kwasy tlhuszczowe omega-3, poprzez wprowadzanie do
konstruktéow genetycznych dodatkowo desaturaz A i A (Wu i wsp., 2005; Kinney
I wsp., 2004; Eckert i wsp., 2006).

Zwigkszenie produkcji VLC-PUFA omega-3 w olejach roslinnych teoretycznie
moze dokonywac si¢ takze na etapie przeptywu produktéw koncowych szlaku omega-3 do
TAG. W tym celu nalezatoby zidentyfikowa¢ enzymy syntetyzujace TAG, wykazujace
wysoka specyficzno$¢ substratowa w stosunku do EPA i DHA. W koncowy etap
biosyntezy triacylogliceroli wlaczone sa enzymy typu DGAT (acylotransferazy acylo-
CoA: diacyloglicerol) oraz enzymy typu PDAT (acylotransferazy
fosfolipid:diacyloglicerol). Na obecnym etapie trudno wnioskowaé ktory rodzaj
wspomnianych klas enzymow o potencjalnej wysokiej specyficznosci w stosunku do EPA
i DHA (gdyby takie izoformy zostaty zidentyfikowane) bylby bardziej skuteczny. Enzymy
typu PDAT wydaja si¢ mie¢ jednak tg przewage, ze przenosza kwasy thuszczowe z pozycji
sn-2 odpowiednich fosfolipidow bezposrednio na diacyloglicerol a wigc z pominigciem

etapu przeniesienia ich najpierw na CoA (Graham i wsp., 2007).
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2. MATERIALY

2.1. Sklonowane geny z okrzemka Phaeodactylum tricornutum potencjalnie kodujace
acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLATY)

W celu znalezienia enzymu typu LPCAT pochodzacego z Phaeodactylum
tricornutum wytypowano sze$¢ genow (Tabela 2) z genomu P. tricornutum na podstawie
podobienstwa sekwencji do enzymoéw typu LPCAT pochodzacych z Arabidopsis thaliana
i Saccharomyces cerevisiae. Sklonowane geny wprowadzono do komoérek drozdzy szczepu
AALEI (z wylaczonym genem kodujgcym glowny enzym typu LPCAT). Klonowanie
genow 1 transformacje komorek drozdzowych przeprowadzita grupa naukowcow z ,,0il
Crops Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Wuhan, China”

biorgca udziat w projekcie SHENG w ramach, ktérego powstala niniejsza praca doktorska.

Tabela 2. Wytypowane geny kodujace potencjalnie acylotransferazy acylo-
CoA:lizofosfolipid (LPLATY) z P. tricornutum w celu znalezienia genu/gendéw kodujacych
enzym/enzymy typu LPCAT.

Gen Numer akcesji (GenBank)
Phatr3_J54709 EEC46868.1
Phatr3_J11916 EEC48861.1
Phatr3_J40461 EEC44215.1
Phatr3_J43099 EEC51356.1
Phatr3_J20460 EEC48011.1
Phatr3_J48640 EEC45318.1

2.2. Szczepy drozdzy

Aktywno$¢ oraz specyficzno$¢ substratowa enzyméw kodowanych przez
wytypowane geny pochodzace z Phaeodactylum tricornutum, potencjalnie mogace
kodowac biatka o aktywnosci typu LPLAT, badano poprzez ekspresj¢ tych gendéw
w systemie drozdzowym. Do transformacji wykorzystano mutanty szczepu drozdzy
piekarniczych (Sacharomyces cerevisiae) Y02431 z delecja genu ALE1l kodujacego
glowny enzym o aktywnosci LPCAT (Tabela 3). Drozdze Y02431 (4ALEI)
stransformowane  plazmidami pYES2/CT niosgcymi  sze$¢ roznych  genow

(Phatr3_J54709, Phatr3 J11916, Phatr3 J40461, Phatr3 J43099, Phatr3_J20460,
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Phatr3_J48640) pochodzacych z P. tricornutum otrzymano od prof. Yangmin Gong z ,,0il
Crop Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences. Wuhan, China”. Jako
kontrole do testow aktywno$ci i specyficzno$ci substratowej in Vvitro enzymow
kodowanych przez badane geny stosowano powyzszy szczep drozdzy (AALEI) niosacy
pusty plazmid pYES2/CT. Dodatkowo transformacj¢ szczepu drozdzy Y02431 (AALEI)
przeprowadzano réwniez W naszym laboratorium w ramach niniejszej pracy doktorskiej,
plazmidami pYES2/CT niosgcymi geny Phatr3 J54709, Phatr3 J11916, Phatr3_J40461,
Phatr3_J43099 oraz pustym plazmidem pYES2/CT.

Tabela 3. Szczep S. cerevisiae:

Szczep Genotyp

Y02431 (4ALET) alel: (Y02431; MATa alel his3A1 leu2A0
metl SAO ura3A0; YOR175¢c::kanMX4)

2.3. Szczepy bakterii

Plazmidy wykorzystywane w procesie konstrukcji, metoda Golden Gate, kaset
ekspresyjnych niosgcych geny szlaku biosyntezy EPA namnazano i przechowywano
w chemokompetentnych komorkach E. coli - One ShotTM TOP10 Chemically Competent
Cells (Thermo Fisher Scientific). Szczep ten jest oporny na antybiotyk streptomycyne.

W celu wprowadzenia genow kodujacych enzymy szlaku biosyntezy EPA do
A. thaliana wykorzystano szczep Agrobacterium tumefaciens GV3101, ktory jest oporny

na antybiotyk rifampicyne oraz gentamycyng.

Tabela 4. Szczepy bakterii

Szczep Genotyp

Szczep E. coli F — ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF)
U169 recAl endAl hsdR17 (rk-,
mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96
relAl

Szczep A. tumefaciens genotyp w ,,Koncz i Schell (1986)”
,GV3101 (pMP90)”
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2.4. Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik pospolity)

Do wprowadzenia genow (przeprowadzenia transformacji) kodujacych enzymy
szlaku biosyntezy EPA wykorzystano rosliny typu ,,dzikiego” (WT; ang. wild type)
A. thaliana z ekotypu Columbia-O0.

2.5. Podloza hodowlane

YPD - Yeast extract Peptone Dextrose, pH 6,5 (g/l H20 destylowanej)
e YPD Broth —50 g (Sigma-Aldrich)
e Agar (lub bez agaru) — 20 g (Sigma-Aldrich)

SD-URA — Synthetic Defined (g/l H20 destylowanej):
e Yeast Nitrogen Base (bez aminokwasoéw) — 6,7 g (Sigma-Aldrich)
e CSM-URA -0,77 g (MP Biomedicals)
e Glukoza/Galaktoza — 20 g (Sigma-Aldrich)
e Agar (lub bez agaru) — 20 g (Sigma-Aldrich)

LB — Luria-Bertani (g/l H20O destylowanej)
e LB Broth — 20 g (Sigma-Aldrich)
e Kanamycyna/ampicylina — 0,05 g (MP Biomedicals)
e Agar (lub bez agaru) — 20 g (Sigma-Aldrich)

Y4 MS — Murashige and Skoog, pozywka zestalona agarem (g/l H20 destylowanej)
e MS (z witaminami) — 1,468 g (Sigma-Aldrich)
e Sacharoza — 10 g (Sigma-Aldrich)
e Kanamycyna — 0,05 g (MP Biomedicals)
e Agar—8g (Sigma-Aldrich)
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2.6. Startery

Tabela 5. Startery do amplifikacji genéw podczas konstruowania kaset ekspresyjnych.

Nazwa Sekwencja m
OtD6 Fwd 5’-ATGTGCGTGGAGACG-3’ 54 °C
(A6-desaturaza z Ostreococcus tauri)
OtD6 Rev 5’-TTACGCCGTCTTTCCG-3’ 54 °C
(A6-desaturaza z Ostreococcus tauri)
PtD6 Fwd 5’-ATGGGCAAAGGAGGGGAC-3’ 58 °C

(A6-desaturaza z Phaeodactylum
tricornutum)
PtD6 Rev 5’-TTACATGGCGGGTCCATCG-3’ 58 °C
(A6-desaturaza z Phaeodactylum
tricornutum)

PSE1 Fwd 5’-ATGGAGGTCGTGGAGAGATTC-3’ 58 °C
(A6-elongaza z Physcomitrella patens)

PSE1 Rev 5’-TCACTCAGTTTTAGCTCCCTTTTG-3> | 58°C
(A6-elongaza z Physcomitrella patens)

PtD5 Fwd 5’-ATGGCTCCGGATGCG-3’ 57 °C

(A5-desaturaza z Phaeodactylum
tricornutum)
PtD5 Rev 5’-TTACGCCCGTCCGGTC-3’ 57°C
(AS5-desaturaza z Phaeodactylum
tricornutum)

KanR Fwd 5’-ATGGTTGAACAAGATGGATTGC-3’ 57 °C
(oporno$¢ na kanamycyne)

KanR Rev 5’-CTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG-3’ 57 °C
(opornos$¢ na kanamycyne)

PtLPCAT1 Fwd 5’-GAGGCTCTCACTAAGGTG-3’ 59 °C

(enzym typu LPCAT z Phaeodactylum
tricornutum)
PtLPCAT1 Rev 5-TTCTTTCTTCGGCGTCGG-3’ 59 °C
(enzym typu LPCAT z Phaeodactylum
tricornutum)

promotor NOS Fwd 5’-AGCCGTTTTACGTTTGGAAC-3’ 56 °C
(syntaza nopaliny)

promotor NOS Rev 5’-CTAATTGGATACCGAGGGGAAT-3’ 56 °C
(syntaza nopaliny)

terminator OCS Fwd 5’-CTGCTTTAATGAGATATGCGAG-3’ 55°C
(syntaza oktopiny)

terminator OCS Rev 5’-TCGTCCACTGAAGAGCC-3’ 55°C

(syntaza oktopiny)
Tm — temperatura przytaczania startera
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Tabela 6. Startery do przylaczania sekwencji flankujacych do genoéw wchodzacych
w sktad kaset ekspresyjnych. Podkreslona sekwencja oznacza sekwencje dodang do genu,

czerwonym kolorem zaznaczono miejsce ci¢cia enzymu Bsal, a niebieskim kierunkowos$¢

sekwencji.

Nazwa Sekwencja Tm
XOtD6 | 5°-ACTCAGGGTCTCAAATGATGTGCGTGGAGACG-3’ 54 °C
Fwd

XOtD6 | 5’-ACTCAGGGTCTCAAAGCTTACGCCGTCTTTCCG-3’ 54 °C
Rev

XPtD6 | 5>-ACTCAGGGTCTCAAATGATGGGCAAAGGAGGGGAC-3’ 58 °C
Fwd

XPtD6 | 5°>-ACTCAGGGTCTCAAAGCTTACATGGCGGGTCCATCG-3’ 58 °C
Rev

XPSE1 | 5°-ACTCAGGGTCTCAAATGATGGAGGTCGTGGAGAGATTC-3’ 58 °C
Fwd

XPSE1 | 5°-ACTCAGGGTCTCAAAGCTCGACTAGAATAGTAAATTGTAATG-3’ | 58 °C
Rev

XPtD5 | 5°-ACTCAGGGTCTCAAATGATGGCTCCGGATGCG-3’ 57 °C
Fwd

XPtD5 | 5°-ACTCAGGGTCTCAAAGCTTACGCCCGTCCGGTC-3? 57°C
Rev

XNOS | 5’-ACTCAGGGTCTCAGGAGAGCCGTTTTACGTTTGGAAC-3’ 56 °C
Fwd

XNOS | 5’-ACTCAGGGTCTCACATTCTAATTGGATACCGAGGGGAAT-3’ 56 °C
Rev

XOCS | 5>-ACTCAGGGTCTCAGCTTCTGCTTTAATGAGATATGCGAG-3’ 55°C
Fwd

XOCS | 5>-ACTCAGGGTCTCAAGCGTCGTCCACTGAAGAGCC-3’ 55°C

Rev
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Tabela 7. Startery do mutagenezy klonowanych sekwencji wchodzacych w sktad kaset

ekspresyjnych tworzonych systemem klonowania Golden Gate.

Nazwa Sekwencja m
3129 Fwd | 5’-GGCGGCGCTGGCGAAAACGTTCGCGAGGCGG-3’ 82 °C
(OtD6)
3_129 Rev | 5’-CCGCCTCGCGAACGTTTTCGCCAGCGCCGCC-3° 82 °C
(OtD6)
3 627_Fwd | 5>-CACAGCCGGGTTCGGCCTCGCCGGTAGCGGC-3’ 82 °C
(OtD6)
3_627_Rev | 5’-GCCGCTACCGGCGAGGCCGAACCCGGCTGTG-3? 82 °C
(OtD6)
3_753 Fwd | 5’-CAACACCGCGGTGGAGGACAATCGTCCCCGT-3’ 82 °C
(OtD6)
3_753_Rev | 5’-ACGGGGACGATTGTCCTCCACCGCGGTGTTG-3” 82 °C
(OtD6)
4 93 Fwd 5’-CCACGCGTCTCCGGAGGACGCCTGGATCATT-3’ 80 °C
(PtD6)
4 93 Rev | 5’-AATGATCCAGGCGTCCTCCGGAGACGCGTGG-3° 80 °C
(PtD6)
4 852 Fwd | 5°-ACTCAAGGCCAAGGGCCTCCAGTACCCCCTT-3’ 80 °C
(PtD6)
4 852 Rev | 5-AAGGGGGTACTGGAGGCCCTTGGCCTTGAGT-3’ 80 °C
(PtD6)
6_45 Fwd 5’-GTTGGATGGGAAGGTATCGCAGGGCGTGAAT-3” 72 °C
(PSE1)
6_45 Rev 5’>-ATTCACGCCCTGCGATACCTTCCCATCCAAC-3’ 72 °C
(PSE1)
7 1182 Fwd | 5>-TTGCTTCACGGGAGGCCTCAACTTTCAGGTT-3’ 70 °C
(PtD5)
7 1182 Rev | 5’-AACCTGAAAGTTGAGGCCTCCCGTGAAGCAA-3’ 70 °C
(PtD5)
2.7. Wektory

Wektor pYES2/CT — jest to wektor wahadlowy o wielkosci 5,9 kb, przeznaczony do
ekspresji genéw w Sacharomyces cerevisiae pod kontrolag promotora galaktozowego
(GALL1). Zawiera gen syntezy uracylu (URA3) stanowiacy marker selekcyjny utrzymujacy
plazmid w komorkach drozdzy oraz gen odpornosci na ampicyling do prowadzenia selekcji

transformowanych komorek E. coli podczas przygotowywania konstruktu.

PEASY-T Simple — wektor o wielkosci 3,8 kb posiadajacy gen odporno$ci na kanamycyng
1 ampicyling do selekcji transformowanych komorek bakterii. Posiada promotor T7 oraz

miejsca przylaczania si¢ starteréw SR i M13 do sekwencjonowania klonowanych gendw.
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Plazmid na ktorym zostaly dostarczone geny kodujace PtD6, OtD6, PSE, PtD5 od
wspotpracownikéw z Chin. Wykorzystany na pierwszych etapach klonowania metoda

Golden Gate podczas przeprowadzania reakcji mutagenezy sekwencji genow.

pK2GW?7 — wektor binarny o wielkosci 11,2 kb, przeznaczony do transformacji roslin.
W niniejszej pracy zostal wykorzystany do sklonowania sekwencji kodujacej promotor
NOS wilaczony do kasety ekspresyjnej szlaku biosyntezy EPA. Posiada gen odpornosci na
spektynomycyne do selekcji transformowanych komorek bakteryjnych.

Wektory bedace czescig zestawu ,,Golden Gate Modular Cloning (MoClo) Plant Tool Kit”
oraz ,,Golden Gate Plant Parts Kit” do klonowania genéw podczas tworzenia
wielogenowych kaset ekspresyjnych systemem Golden Gate. Wektory te mogg utrzymac
si¢ i replikowa¢ w E. coli i w Agrobacterium, maja charakter binarny i sg przeznaczone do
przekazania T-DNA komodrkom roslinnym podczas transformacji za pomoca

Agrobacterium (Engler i wsp., 2014).

pLCSL70004 — wektor, z ktorego sklonowano gen opornosci na antybiotyk kanamycyng
do selekcji transformowanych roslin wraz z promotorem NOS i terminatorem OCS, ktore
uzyto do konstrukcji kasety ekspresyjnej szlaku biosyntezy EPA. Plazmid ten posiada

oporno$¢ na spektynomycyne do selekcji transformowanych komorek bakteryjnych.

Wektory poziomu pierwszego do konstrukeji jednostek transkrypcyjnych sktadajacych sie
z promotora NOS, danego genu (kodujacego enzym ze szlaku biosyntezy EPA lub
opornos¢ na antybiotyk kanamycyng) i terminatora OCS.

e pICH47732 — do wprowadzenia i nastgpnie klonowania roslinnego genu
kodujacego KanR (opornos$¢ na antybiotyk kanamycyng), posiada opornos$¢ na
antybiotyk ampicyline do selekcji transformowanych komoérek bakterii.

e pICHA47742 — do wprowadzenia i nastepnie klonowania genu kodujagcego OtD6 lub
PtD6, posiada oporno$¢ na antybiotyk ampicyling do selekcji transformowanych
komorek bakterii.

e pICH47751 — do wprowadzenia i nastgpnie klonowania genu kodujacego PSE,
posiada oporno$¢ na antybiotyk ampicyling do selekcji transformowanych komoérek

bakterii.
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pICH47761 — do wprowadzenia i nast¢pnie klonowania genu kodujacego PtD5,
posiada opornos$¢ na antybiotyk ampicyling do selekcji transformowanych komoérek
bakterii.

pICH47772 — do wprowadzenia i1 nast¢gpnie klonowania genu kodujacego
PtLPCAT1, posiada oporno$s¢ na antybiotyk ampicyling do selekcji
transformowanych komorek bakterii.

Powyzsze wektory wymieniono w takiej kolejnosci, w jakiej utozg si¢ jednostki
transkrypcyjne niesione przez te wektory podczas ich klonowania do wektora

poziomu drugiego.

PAGM4673 — przeznaczony do ztozenia jednostek transkrypcyjnych (promotor, dany gen

| terminator) zawierajacych klonowane geny szlaku biosyntezy EPA z poziomu pierwszego

w wielogenowy konstrukt. Posiada opornos$¢ na antybiotyk kanamycyne.

End-linkers czyli laczniki koncowe uzywane do taczenia konca ostatniej jednostki

transkrypcyjnej z wektorem do klonowania poziomu drugiego. Moga by¢ zastapione przez

dodatkowe jednostki transkrypcyjne. W pracy wykorzystano nast¢gpujace dwa zakonczenia

,.end-link”:

pICH41780 — end-link 4, do taczenia cztero-genowego konstruktu, posiada
oporno$¢ na antybiotyk spektynomycyne do selekcji transformowanych komoérek
bakterii.

pICH41800 — end-link 5, do taczenia pigcio-genowego konstruktu, posiada
oporno$¢ na antybiotyk spektynomycyne do selekcji transformowanych komoérek

bakterii.

2.8. Odczynniki do reakcji PCR
Tag DNA Polymerase Recombinant (Thermo Fisher Scientific):

10 x PCR Bufor
50 mM MgCl;
Polimeraza DNA Taq

Phusion Hot Start 1l High Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific):

5x Bufor Phusion GC
2 U/ul Polimeraza Pfu
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10 mM roztwér ANTPs (GeneON)
10 uM roztwory starterow (Serwis Sekwencjonowania i Syntezy DNA I1BB PAN)

2.9. Odczynniki do mutagenezy i skladania kaset ekspresyjnych tworzonych
systemem klonowania Golden Gate
Bsal - HF®v2 (BioLabs)
Bbsl - HF (BioLabs)
rCutSmart™ Buffer (BioLabs)
GeneArt® Site — Directed Mutagenesis PLUS Kit (Thermo Fisher Scientific)
e 200 x SAM
e Metylaza DNA
e 10 x Enhancer
e 05MEDTA

2.10. Antybiotyki
Zakupione antybiotyki rozpuszczano w wodzie destylowanej - wyjatkiem byta

rifampicyna ktorg rozpuszczano w DMSO, w celu przygotowania roztworéw wyjsciowych
o stezeniu 50 mg/ml lub 25 mg/ml (dla rifampicyny). Roztwory antybiotykow
sterylizowano przy uzyciu filtrow strzykawkowych o porowatosci 0,22 pum. StezZenie
koncowe antybiotykow w jatowych pozywkach wynosito 50 pg/ml lub 25 pg/ml
w przypadku rifampicyny.

e Ampicylina (MP Biomedicals)

e Kanamycyna (MP Biomedicals)

e Gentamycyna (MP Biomedicals)

e Spektynomycyna (MP Biomedicals)

e Rifampicyna (MP Biomedicals)

2.11. Odczynniki do izolacji DNA genomowego
Bufor do ekstrakcji (1 litr H2O destylowanej):
e 1M Tris-HCI, pH 8,0 — 100 ml (MP Biomedicals)
e 0,5MEDTA —100 ml (Sigma-Aldrich)
e NaCl-5,8 g (Sigma-Aldrich)
e 10% SDS — 100 ml (Duchefa Biochemie)
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Fenol/CHCls/izoamylalkohol (25/24/1), (Sigma-Aldrich)
75% etanol (Sigma-Aldrich)
99% etanol (Sigma-Aldrich)
Chloroform (Sigma-Aldrich)

2.12. Odczynniki do elektroforezy w zelu agarozowym

Agaroza (Prona)

10 x Bufor TAE (Sigma-Aldrich)

10000 x GelRed (GeneON)

6 x Bufor obcigzajacy Loading Dye Solution (Thermo Fisher Scientific)
Gene Ruler 1kb DNA Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific)

2.13. Bufor do transformacji Arabidopsis thaliana
Bufor do infiltracji Arabidopsis thaliana (pH 5,7):
e MS (pozywka Murashige and Skoog) z witaminami — 2,2 g (Sigma-Aldrich)
e Sacharoza — 50 g (Sigma-Aldrich)
e MES [kwas 2-(N-morfolino) ethanesulfonowy] — 0,5 g (Sigma-Aldrich)
e BAP (benzyloaminopuryna; 1mg/ml DMSO) — 10 pl (Sigma-Aldrich)
e Silwet® L-77 (surfaktant) — 50 pl (Phyto Technology Laboratories)
e H>O (destylowana) — 1 litr

2.14. Odczynniki do transformacji bakterii
One Shot® MAX Efficiency® DH5a™-T1R Chemically Competent Cells (Thermo Fisher
Scientific) — do mutagenezy sekwencji genow kodujacych OtD6, PtD6, PtD5 i PSE.

One Shot™ TOP10 Chemically Competent Cells (Thermo Fisher Scientific) — do
przechowywania i namnazania plazmidow niosacych kasety ekspresyjne konstruowane

metoda Golden Gate.

Pozywka LB ptynna lub zestalona agarem (Sigma-Aldrich)
Pozywka S.O.C. (Thermo Fisher Scientific)
Odpowiedni antybiotyk (MP Biomedicals)
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2.15. Odczynniki do transformacji drozdzy
10 mg/ml DNA ze spermy tososia (Thermo Fisher Scientific)

Roztwér PEG (glikolu polietylowego):
e 100 mM octan litu (Sigma-Aldrich)
e 1mMEDTA, pH 7,5 (Sigma-Aldrich)
e 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 (MP Biomedicals)
e 40% PEG 3350 (Sigma-Aldrich)

2.16. Odczynniki do ekstrakcji lipidow, chromatografii cienkowarstwowej
i chromatografii gazowej

Chloroform (Merck)

Metanol (Merck)

Heksan do analizy (Merck)

Heksan do chromatografii gazowej (Merck)

Kwas octowy lodowaty (Merck)

Mieszanina chloroform:metanol (1:2)

Mieszanina metylacyjna (100 ml):
e Metanol suszony — 98 ml (Merck)

e Kwas siarkowy stezony — 2 ml (Merck)

Roztwor prymuliny 0,05%:
e Prymulina (Sigma-Aldrich)
e Aceton (Merck)

Ester metylowy kwasu heptadekanowego (17:0-Me), (Sigma-Aldrich)
Standardy lipidow (Avanti Polar Lipids)

2.17. Odczynniki do reakcji cigcia fosfolipaza A2
Eter dietylowy (Merck)
Kwas octowy lodowaty (Merck)

Bufor do reakcji:
e 0,1 M Tris-HCI pH 8,9 (MP Biomedicals)
e 5 mM MgCl; (Sigma-Aldrich)

Fosfolipaza A2 z jadu pszczoty (Sigma-Aldrich)
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2.18. Odczynniki do izolacji frakeji mikrosomalnych z drozdzy

Bufor do homogenizacji komoérek drozdzy (Glass Bead Disruption Buffer):
e 20 mM Tris-HCI, pH 7,9 (MP Biomedicals)

10 mM MgCl. (Sigma-Aldrich)

1 mM EDTA (Sigma-Aldrich)

0,3 M siarczek amonu (Sigma-Aldrich)

5% glicerol (Sigma-Aldrich)

Inhibitory proteaz (Protease Inhibitor Coctail Tablets; Roche)
0,1 M bufor fosforanowy pH 7,2 (Sigma-Aldrich)

2.19. Odczynniki do syntezy [**C]acylo-CoA oraz acylo-CoA
Benzen (Merck)

Etyloamina (Merck)
Dichlorometan (Merck)
Tetrahydrofuran (Merck)
Chloromrowczan etylu (Merck)
Eter dietylowy (Merck)
Koenzym A (Sigma-Aldrich)

1 M HCI (POCH)

0,1 M HCI (POCH)

1 M KHCO3 (Sigma-Aldrich)

2.20. Odczynniki do reakcji enzymatycznych in vitro

Lizofosfolipidy (Sigma-Aldrich lub Avanti Polar Lipids): sn-1-18:1-LPC, sn-1-16:0-LPC,
sn-1-18:0-LPC, sn-1-20:0-LPC, sn-1-18:1-LPE, sn-1-18:1-LPA, sn-1-18:1-LPG, sn-1-
18:1-LPS

Lizofosfolipidy znakowane *C (zsyntetyzowane w labolatorium): sn-1-[*4C]18:1-LPC
Eterowe analogi lizofosfatydylocholiny (Sigma-Aldrich): sn-1-18:1-O-GPC, sn-2-18:1-O-
GPC

[“*CJAcylo-CoA (zsyntetyzowane w labolatorium): [**C]16:0-CoA, [**C]18:0-CoA,
[**C]18:1-CoA, [**C]18:2-CoA, [**C]18:3-CoA, [**C]20:0-CoA i [**C]22:1-CoA
Acylo-CoA (zsyntetyzowane w labolatorium): 14:0-CoA, 16:0-CoA, 16:1%°-CoA, 18:0-
CoA, 18:1%°-CoA, 18:24%12-CoA, 18:3%1215.CoA, 18:326%12.CoA, 18:425%1215.CoA,
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20:0-CoA, 20:121-CoA, 20:37LI417_CopA,  20:48581L14.CoA,  20:4281L1417_CoA,
20:540581LIGIT. CoA - 22:0-CoA, 22:1%°-CoA, 22:624710.131619_CoA  24:0-CoA, 24:1%°-
CoA, 26:0-CoA

0,1 M bufor fosforanowy pH 6,0 — 8,0 (Sigma-Aldrich)

0,1 M Tris-HCI pH 8,0 — 10,0 (MP Biomedicals)

0,1 M bufor NaHCO3-NaOH pH 10,0 — 11,0 (Sigma-Aldrich)
0,1 M bufor NaHPO4-NaOH pH 11,0 — 12,0 (Sigma-Aldrich)
MgCl2 (Sigma-Aldrich)

CaClz (Sigma-Aldrich)

KCI (Sigma-Aldrich)

Koenzym A (Sigma-Aldrich)

BSA (Sigma-Aldrich)

DTNB (Sigma-Aldrich)

2.21. Gotowe zestawy
GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit (Thermo Fisher Scientific)
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific)

2.22. Aparatura

Licznik scyntylacyjny LS 6000 T (Beckman)

Chromatograf gazowy GC 2010 (Shimadzu)

Elektroporator Gene Pulser XCell (BioRad)

Ultrawirowka L-70 (Beckman)

Homogenizator Mini Bead Beater-8 (Biospec Products)
Elektroniczny autoradiograf Instant Imager (Packard Instrument Co.)
Grzewcze mieszadlo magnetyczne VMS-A (VWR)

pH metr FiveEasy (Mettler Toledo)

Plyta grzewcza z taznig piaskowa Yellow MAG Hp 7 (IKA Yellow Line)
Sonikator Bransonic M1800-E (Branson Instruments Company)
Spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Scientific)

Termocykler C1000 Touch Thermal Cycler (BioRad)

Termoblock Dogital Heat Block (VWR)

Termomikser ThermoMixer F1.5 (Eppendorf)
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Waga analityczna XA 60/220/X (Radwag)

Wiréwka Rotofix 32 A (Hettich)

Wiréwka Centrifuge 5415 C (Eppendorf)

Wiréwka, MiniSpin Plus (Eppendorf)

Wytrzasarka Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)
Wytrzasarka z inkubacjg IST-4075R (Lab Companion)
Molecular Imager ChemiDoc XRS Imaging System (Bio-Rad)
Aparat do elektroforezy Mupid One (Advance)

2.23. Programy komputerowe
GCsolution Analysis 2.31.00 (LabSolutions)
Quantity One (BioRad)
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3. METODY

3.1. Hodowla Arabidopsis thaliana

Hodowle A. thaliana w warunkach in vitro rozpoczynano od wyjatowienia nasion.
W tym celu nasiona umieszczano w probowkach typu Eppendorf o objgtosci 1,5 ml
I poddawano wstepnej sterylizacji 3% podchlorynem sodu przez 15 min. Po tym czasie
nasiona plukano w jalowej wodzie destylowanej przez 1 min. Nastepnie stosowano
sterylizacje 70% etanolem przez 1 min 1 plukano nasiona czterokrotnie w jatowej wodzie
destylowanej, kazdorazowo przez 1 min. Nasiona poddane sterylizacji trzymano dwa dni
w temperaturze 4 °C w celu wernalizacji. Wysterylizowane i zwernalizowane nasiona
hodowano na szalkach Petriego na pozywce statej (zestalonej agarem) 1/3 MS. Zrédtem
cukru byta 1% sacharoza. Przygotowane szalki Petriego z nasionami inkubowano
w pomieszczeniach fitotronowych w warunkach standardowych: 16-godzinny fotoperiod,
wilgotnos¢ wzgledna 60%, temperatura 23 °C; przez dwa tygodnie.

Hodowle A. thaliana w doniczkach z glebg zaktadano rozpoczynajac od
wernalizacji niesterylizowanych nasion przetrzymujac je w temperaturze 4 °C na wilgotne;j
bibule filtracyjnej (POCH) w szalkach Petriego. Zwernalizowane nasiona przenoszono na
powierzchni¢ gleby (podtoze hodowlane COMPO SANA®) wypetniajacej 0,5 litrowe
doniczki, ktore nastgpnie umieszczano w fitotronie w warunkach standardowych: 16-

godzinny fotoperiod, wilgotno$¢ wzgledna 60%, temperatura 23 °C.

3.2. Transformacja Arabidopsis thaliana metodg ,,floral dip”

Procedure rozpoczynano od zatozenia hodowli A. tumefaciens niosgcych
poszczegolne plazmidy zawierajace 4 rozne wielogenowe konstrukty do biosyntezy kwasu
eikozapentaenowego w komorkach roslinnych. Hodowlg komorek A. tumefaciens
zaktadano poprzez zaszczepienie 25 ml pozywki LB odpowiednig kolonig bakteryjng.
Pozywka LB zawierala antybiotyki: kanamycyne, gentamycyng i rifampicyne. Hodowle
prowadzono przez noc w wytrzasarce przy 220 obrotach/minutg w 28 °C.

Nastepnego dnia 1 ml uzyskanej hodowli bakterii przenoszono do nowych kolb
stozkowych o objetosci 2800 ml zawierajacych 400 ml pozywki LB z antybiotykami
(kanamycyna, gentamycyna i rifampicyna). Hodowlg prowadzono w wytrzasarce przy 220
obrotach/minutg¢ w 28 °C do momentu osiggnigcia ODgoo hodowli wynoszacego 1,8 - 2,0.
Kolejnym krokiem byto wirowanie hodowli przez 10 minut przy 5000 obr/min. Osadzone

komorki zawieszano w niewielkiej ilosci buforu do transformacji (rozdziat 2.13)
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I przenoszono do zlewek 500 ml po czym dolewano buforu do transformacji do objgtosci
400 ml.

Rosliny A. thaliana (hodowane w warunkach opisanych w rozdziale 3.1)
umieszczano okoto godzine przed transformacja w laboratorium aby mogly si¢
zaaklimatyzowa¢. Do transformacji wybierano rosliny, ktore mialy stosunek otwartych
pakow kwiatowych do zamknietych pakéw kwiatowych okoto 50%. Gorne czesci roslin
zanurzano w buforze do transformacji z zawieszonymi bakteriami A. tumefaciens
niosgcymi wielogenowe konstrukty. Po infiltracji rosliny owijano folig 1 pozostawiano na
noc w ciemnos$ci. Kolejnego dnia umieszczano je w fitotronie odpowiednio izolujac od
siebie poszczegodlne linie roslin, aby unikngé¢ krzyzowania pomie¢dzy nimi. Ro$liny byty
hodowane do czasu rozwini¢cia si¢ nasion (F1), ktore nastgpnie zbierano i poddawano

kilkuetapowej selekcji w celu uzyskania homozygotycznych linii.

3.3. Selekcja nasion po transformacji Arabidopsis thaliana

Wysterylizowane nasiona pokolenia F1 wyktadano na szalki Petriego ze stalg
pozywka 5 MS zawierajaca antybiotyk kanamycyne (50 pg/ml). Szalki z nasionami
umieszczano w fitotronie na okolo dwa tygodnie do momentu rozwinigcia si¢ siewek
odpornych na kanamycyne, ktore nastepnie przenoszono do gleby. Siewki pokolenia F1
hodowano w fitotronie w celu uzyskania nasion F2, ktére nastepnie wysiewano do gleby
(1 nasiono na doniczke). Rosliny pokolenia F2 hodowano do czasu rozwinigcia si¢ nasion
pokolenia F3, ktore zbierano odpowiednio dla kazdej rosliny. Wysterylizowane nasiona
pokolenia F3 wysiewano na szalki z pozywka tak jak to opisano wyzej 1 hodowano do
czasu rozwinigcia si¢ siewek. Po dwdch tygodniach inkubacji, dokonywano analizy ilo$ci
wykietkowanych siewek na ptytce, wykazujacych odporno$¢ na kanamycyne¢. Nasiona
pokolenia F3, z ktérych wszystkie siewki byly odporne na kanamycyne traktowano jako

linie homozygotyczne.

3.4. 1zolacja DNA genomowego z Arabidopsis thaliana

Jeden lub dwa S$wieze liscie odcinano od ro$liny i1 wktadano do probdwki
Eppendorfa (1,5 ml), zalewano 300 pl buforu do ekstrakcji DNA (rozdziat 2.11) i ucierano
przy uzyciu mikrohomogenizatora recznggo (NeolLab). Shomogenizowany materiat
ro$linny zalewano 300 pl mieszaniny fenol/chloroform/izoamyloalkohol (25/24/1; v/v/v)
| ostroznie mieszano poprzez odwracanie probowki. Po wymieszaniu zawartosci, probowki

wirowano przez 1 min przy 9000 rpm (wirowka Eppendorf MiniSpin Plus). Gérng warstwe
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odpipetowywano do nowej probowki Eppendorfa i dodawano do niej 300 ul chloroformu,
po czym ostroznie mieszano. Probowke ponownie wirowano przez 1 min przy 9000 rpm
(wiréwka Eppendorf MiniSpin Plus) aby odseparowa¢ gorng warstwe, ktora przenoszono
do nowej probowki. Do gbérnej warstwy dodawano 99% etanolu schtodzonego w lodowce
w objetosci réwnej objetosci pobranej gornej warstwy pomnozonej razy dwa. Nastgpnie
proboéwke trzymano przez co najmniej godzing na stole laboratoryjnym. Po tym czasie
probowke wirowano przez 10 min przy 14000 rpm (wiréwka Eppendorf MiniSpin Plus).
Supernatant odrzucano a osad przemywano 2 razy 75% etanolem (500 pl); po kazdym
ptukaniu osadu probowke¢ wirowano przez 1-2 min. Po ostatnim ptukaniu, probowke
pozostawiano na stole do czasu az resztki etanolu odparuja. Wysuszony ,pellet”
zawieszano w 30 pl wody destylowanej. Stezenie wyizolowanego DNA mierzono za

pomocg spektrofotometru.

3.5. Transformacja komérek kompetentnych Escherichia coli

Probowki zawierajace komorki kompetentne E. coli (One Shot™ TOP10
Chemically Competent Cells) wyjmowano z -80 °C i rozmrazano je trzymajac w lodzie.
Do rozmrozonych komorek bakterii dodawano 5 pl odpowiedniego plazmidu
I pozostawiano na minimum 30 min w lodzie. Nastepnie inkubowano komorki doktadnie
30 s w 42 °C w celu wywotania szoku cieplnego i trzymano na lodzie przez 2 min. Po tym
czasie dodawano 250 pl pozywki LB lub S.0.C i inkubowano komorki przez 60 min w 37
°C z wytrzgsaniem 700 rpm/min (Thermomixer Compact 5350, Eppendorf). Po inkubacji
komorki wysiewano na podtoze state LA z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku (aby

wyselekcjonowacé transformanty) i hodowano w 37 °C przez okoto 20 godzin.

3.6. Transformacja Saccharomyces cerevisiae

Hodowle drozdzy odpowiednich linii prowadzone przez noc w pozywce plynnej
YPD rozcienczano do ODgoo wynoszacego 0,1 1 hodowano do momentu uzyskania ODgoo
pomiedzy 0,4 a 0,8. Pobierano po 1 ml takiej hodowli i przenoszono do probowek typu
Eppendorf 1,5 ml i wirowano przez 10 min przy 12000 rpm, aby oddzieli¢ komorki
drozdzowe od pozywki. Osady ptukano w 1 ml H>O destylowanej, poprzez ponowne ich
zawieszenie 1 wirowano (10 min, 12000 rpm, wirowka Eppendorf MiniSpin Plus). Po
zlaniu supernatantu, bezposrednio na ,,pellet” dodawano 100 ng plazmidu oraz 100 pg
DNA ze spermy tososia (Thermo Fisher Scientific) ogrzanego przed uzyciem przez

Sminut w 95 °C. Probowke krotko wytrzagsano na wytrzasarce typu Vortex, dodawano
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500 ul roztworu PEG i ponownie wytrzagsano. W kolejnym etapie przeprowadzano
inkubacje przez 15 min w 23 °C oraz nast¢png inkubacj¢ 15 min w 42 °C. Probowki
poddawano wirowaniu (10 min, 12000 rpm, wirowka Eppendorf MiniSpin Plus),
supernatant usuwano, a osad drozdzowy przemywano woda destylowang. Komorki
drozdzowe wysiewano na stale podloze selekcyjne SD-URA z 2% glukoza, ktore
pozwalato na przezycie tylko tych komorek drozdzy ktére zawieraly wprowadzony
plazmid z genem do syntezy uracylu. Wysiane komorki drozdzy hodowano przez

48 godzin w 30 °C.

3.7. Ekstrakcja lipidow z komorek roslinnych

Ekstrakcje lipidow 2z komodrek roslinnych przeprowadzano za pomoca
zmodyfikowanej metody Bligh i Dyer (1959). W celu ekstrakcji lipidow z lisci roslin
hodowanych w doniczkach z gleba odcinano $wieze jeden/dwa liscie, wazono i ucierano
w szklanym homogenizatorze razem z 3,75 ml mieszaniny chloroform:metanol (1:2) oraz
1,25 ml 0,15 M kwasu octowego. Gdy tkanka roslinna zostata dobrze utarta dodawano do
niej 1,25 ml chloroformu i 1,25 ml wody. Powstala mieszaning przelewano do 15 ml
probowek szklanych, intensywnie mieszano na wytrzasarce typu Vortex i wirowano przez
3 min przy 3500 rpm (wirdéwka Hettich ROTOFIX 32 A) aby rozdzieli¢ warstwe
metanolowo-wodng od chloroformowej. Dolng warstwe chloroformowa przenoszono za
pomoca szklanej pipety Pasteura do nowej probowki. Ekstrakty chloroformowe
zawierajace lipidy wykorzystywano od razu do kolejnych etapéw analizy badz
przechowywano w -20 °C przez pewien okres czasu.

Ekstrakcje lipidow z nasion wykonano wedtug tej samej metodyki co ekstrakcje

lipidéw z lisci.

3.8. Chromatografia cienkowarstwowa

Do rozdziatu mieszaniny lipidow na poszczegdlne ich klasy wykorzystywano
metode chromatografii cienkowarstwowej, ktdrg przeprowadzano na szklanych plytkach
(20x20 cm lub 10x20 cm) wylozonych zelem krzemionkowym (Silica Gel 60, Merck).
Rozdzial przeprowadzano w ukladzie ,,polarnym” lub ,neutralnym” w zaleznosci od
pozadanego rozdzielenia lipidow tzn. lipidéw polarnych lub neutralnych/oboj¢tnych. Sktad
uktadu rozwijajacego lipidy polarne (,,uktad polarny”) stosowanego do rozdziatu lipidow
z mieszanin po reakcjach enzymatycznych (in vitro) oraz do okreslenia zawarto$ci

fosfatydylocholiny we frakcjach mikrosomalnych wyizolowanych z drozdzy byt
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nastepujacy: “chloroform: metanol: kwas octowy: woda (90:15:10:2,5 lub 85:15:10:2;
v:viviv)”. Ukladu ,neutralny” zawieral zas: heksan: eter di-etylowy: kwas octowy
(70:30:1; v:v:v). Stosowany byl miedzy innymi do sprawdzania czysto$ci/oczyszczania
kwasow tluszczowych wykorzystywanych do syntezy acylo-CoA. Rozdziat w tym
uktadzie oddziela wszystkie lipidy polarne (pozostaja na starcie) od lipidow obojetnych
(diacyloglicerole, wolne kwasy tluszczowe, triacyloglicerole, estry steroli i estry woskow)
1 pozwala te ostatnie rozdzieli¢ pomiedzy soba.

Probowki zawierajace lipidy rozpuszczone w chloroformie przeznaczone do
rozdziatu metoda chromatografii cienkowarstwowej podgrzewano na tazni piaskowej (35 -
40 °C) pod strumieniem azotu w celu odparowania rozpuszczalnika. Wysuszone osady
rozpuszczano w 50 pl chloroformu i naktadano na ptytki w porcjach po 5 pl az do
wyczerpania ekstraktu. Tak przygotowane ptytki rozwijano w szklanej komorze
chromatograficznej wysyconej oparami wlanego wczesniej uktadu ,,polarnego” lub
»heutralnego”. Gdy faza ruchoma (uktad rozpuszczalnikow) podniosta si¢ odpowiednio
wysoko na fazie stacjonarnej (warstwa krzemionki) plytke wyjmowano z komory
chromatograficznej i czekano az wyschnie. Rozdzielone klasy lipidow wybarwiano
poprzez umieszczenie plytki na krotki okres czasu w komorach szklanych wysyconych
parami jodu (lub w przypadku rozdzielania mieszanin poreakcyjnych zawierajacych lipidy
znakowane weglem *C poddawano analizie przy pomocy autoradiografu; rozdziat 3.13).
Po wyjeciu ptytki z komory przeprowadzano identyfikacj¢ rozdzielonych klas lipidow
poprzez poréwnywanie ich lokalizacji na plytce z lokalizacja odpowiednich wzorcow.
Wybarwiong plytke pozostawiano na okoto 20 minut, az jod odparuje z plytki.
W nastepnym etapie spryskiwano ptytke wodg, aby méc zdrapa¢ pozadane lipidy z plytki
i podda¢ je dalszym analizom. W niektorych przypadkach lokalizacj¢ lipidow
przeprowadzano poprzez spryskanie ptytki TLC woda; niektore lipidy (np. lizolipidy)

wybarwiajg si¢ wtedy na biato.

3.9. Chromatografia gazowa

Rozdziat na ptytkach TLC pozwala na wyodrgbnienie poszczegdlnych klas
lipidow z rozdzielanej mieszaniny i1 pozwala jedynie w sposob bardzo przyblizony okresli¢
ich wzgledng zawarto$¢. Do dokladnego okre§lenia zawartosci poszczegodlnych lipidow
W rozdzielanej mieszaninie oraz do okreslenia sktadu ich kwasow tluszczowych stuzy za$
chromatografia gazowa (GC). Zanim jednak dana probka zawierajaca rozdzielone

poszczegdlne klasy lipidow (lub nie rozdzielony ekstrakt chloroformowych) zostanie
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poddana/y analizie na GC musi zosta¢ przeprowadzona procedura ,,metylacji” powodujaca
przeksztalcenie kwasow tluszczowych zawartych w poszczegolnych acylo-lipidach lub
wystepujacych jako wolne kwasow tluszczowe, w ich estry metylowe. Pozwala to na
obnizenie temperatury przechodzenia poszczegdlnych kwasow thuszczowych w stan lotny
I ich rozdzial metoda GC. Aby przeprowadzi¢ procedurg ,,metylacji” rozdzielonych na
ptytkach TLC lipidéw (np. fosfatydylocholiny przy okre§laniu jej zawarto$ci
W przygotowanych frakcjach mikrosomalnych) zdrapywano z ptytki zel krzemionkowy
W obrebie wybarwionej plamki zidentyfikowanej jako dany lipid 1 umieszczano go
W szklanej probdwce. Zdrapany zel krzemionkowy zalewano nastgpnie niewielkg ilo$cia
suszonego metanolu (aby pozby¢ si¢ z niego wody) i trzymano pod strumieniem azotu, az
do catkowitego wysuszenia. Nastgpnie wysuszony zel krzemionkowy zawierajacy
czasteczki analizowanego lipidu zalewano mieszaning metylacyjng (2% kwas siarkowy
w metanolu; 2 ml) i inkubowano w bloku grzewczym w 90 °C przez 40 minut w celu
zajécia transmetylacji. W przypadku analizy sktadu i zawarto$ci kwasow ttuszczowych
W nierozdzielanych ekstraktach chloroformowych, okreslone objetosci tych ekstraktow
przenoszono do probowek ,,metylacyjnych” (15 ml probowki z nakretkami z teflonowa
membrang; takie probowki stosowano réwniez przy metylacji rozdzielonych lipidéw),
odparowywano chloroform pod strumieniem azotu, zalewano 2 ml mieszaniny
metylacyjnej i inkubowano 40 min w 90°C. Po wystygnieciu probek dodawano do kazdej
z nich 3 ml heksanu, 2 ml wody i 50-100 nmol wewnetrznego standardu (ester metylowy
kwasu heptadekanowego; 17:0-Me). Mieszaniny doktadnie wytrzgsano i wirowano przez
3 min przy 4000 rpm (wiréwka Hettich ROTOFIX 32 A) w celu oddzielenia si¢ fazy
heksanowej zawierajacej estry metylowe kwasow thuszczowych (gornej) od fazy
metanolowo-wodnej (dolnej). Faze heksanowa przenoszono szklang pipeta Pasteura do
nowej probowki i odparowywano na tazni piaskowej (38 °C) pod strumieniem azotu.
Powstate osady zalewano niewielka iloscig heksanu (od 50 do 100 pl) i przenoszono do
Hinsertow”, ktore umieszczano w matych probdéwkach przystosowanych do
automatycznego podajnika wspotpracujacego z chromatografem gazowym GC-2010
(Shimmadzu) na ktérym rozdzielano przygotowane probki. Wykorzystywany do analiz
chromatograf gazowy posiadat detektor plomieniowo-jonizujagcy z kolumng 60 m x
0.25 mm CP-WAX 58 CB (Agilent Technologies). Chromatograf ten ,,wspotpracowat”
z komputerem wyposazonym w program GCsulutions Analysis 2.31.00 (LabSolutions),
ktéry automatycznie identyfikowal poszczegdlne estry metylowe kwasoéw thuszczowych

poprzez poréwnywanie ich czaséw retencji z czasami retencji wzorcow. Program ten
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mierzyl réwniez stgzenie poszczegodlnych kwasoéw ttuszczowych poprzez porownywanie
powierzchni ich pikéw z powierzchnig piku standardu wewngtrznego dodawanego

w znanym stezeniu do kazdej badanej probki.

3.10. Izolacja frakcji mikrosomalnej z Saccharomyces cerevisiae

Do izolacji frakcji mikrosomalnej z komorek drozdzowych wykorzystywano 100
ml hodowli ptynnej tych komorek. Procedurg izolacji przeprowadzano w chtodni
0 temperaturze okoto 4 °C, w celu ograniczenia aktywnosci niektorych enzymow w tym
enzymow hydrolitycznych powodujacych degradacje biatek. Najpierw hodowle ptynng
poddawano wirowaniu (10 min, 4000 rpm, wiréwka Hettich ROTOFIX 32 A) w celu
odseparowania komorek drozdzowych od pozywki. Osadzone komorki drozdzowe
zawieszano w buforze Tris-HCI (25 mM) aby przeptuka¢ je z pozostatej pozywki
I ponownie wirowano (10 min, 3500 rpm, wirowka Hettich ROTOFIX 32 A). Osad
zawieszano w 1 ml buforu do homogenizacji drozdzy (wzbogaconego o inhibitory proteaz)
1 przenoszono do 2 ml zakrecanych probdéwek typu Eppendorf wypelionych wczesniej
1 ml szklanych kulek (o $rednicy 0,45 — 0,5 mm). Nastgpnie przeprowadzano procedure
homogenizacji poprzez wytrzasanie przy uzyciu Mini Beat Beater-8 (Biospec Product).
Przygotowane probki do homogenizacji wytrzasano 10 razy po 30 s, z 30 s przerwami po
kazdym 30 s okresie wytrzasania 1 5 minutowg przerwa po 5 razach wytrzasania.
Zawarto$¢ probowek przelewano do 50 ml probdéwek typu Falkon i uzupeiano do
objetosci 20 ml buforem do homogenizacji drozdzy. Probowki wirowano (10 min,
4000 rpm, wiréwka Hettich ROTOFIX 32 A), a uzyskane supernatanty przesgczano
dodatkowo przez gaze¢ typu Miracloth zanim umieszczono je w probowkach
ultrawirdéwkowych. Kolejnym etapem byto 2 godzinne wirowanie w 4 °C przy 42000 rpm
(100000xg) w ultrawirowce Beckman L-70 (Beckman). Supernatanty odrzucano, a frakcje
mikrosomalne, ktére osadzity si¢ na dnie proboéwek przemywano buforem fosforanowym
(0,1 M; pH 7,2), a nastgpnie zawieszano je w tym buforze poprzez doktadne rozcieranie
w homogenizatorach szklanych.

Koncowym etapem byto sprawdzenie zawartosci fosfatydylocholiny w jednostce
objetosci przygotowanych zawiesin frakcji mikrosomalnych aby okresli¢ ,,stezenie” tych
frakcji. W tym celu pobierano po 50 pl zawiesin 1 ekstrahowano z nich lipidy metoda
Bligh i Dyer (1959). Ekstrakt lipidowy rozdzielano za pomocg techniki chromatografii

cienkowarstowej  (rozdziat  3.8); zidentyfikowang na zelu krzemionkowym
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fosfatydylocholing zdrapywano z plytek TLC i okres$lano jej zawarto$¢ przy pomocy
chromatografii gazowej (rozdziat 3.9).

3.11. Synteza acylo-CoA oraz [**C]acylo-CoA na potrzeby przeprowadzenia reakcji
enzymatycznych

Synteze acylo-CoA oraz [**CJacylo-CoA przeprowadzano na podstawie
zmodyfikowanej procedury opisanej przez Sanchez 1 wsp. (1973). 5 umol kwasu
tluszczowego (nieznakowanego lub znakowanego weglem ['*C]) rozpuszczonego
W chloroformie podgrzewano na tazni piaskowej (30 °C) pod strumieniem azotu w celu
odparowania calego rozpuszczalnika. Nastepnie powstaly osad rozpuszczano w 100 pl
chloroformu i kolejno rozpuszczalnik odparowywano. Osad ponownie rozpuszczano
w takiej samej objetosci chloroformu i ponownie rozpuszczalnik odparowywano pod
strumieniem azotu (procedura pozbywania si¢ resztek wody mogacych zalegad
w probowce/osadzie). Uzyskany osad kwasu tluszczowego rozpuszczano w 500 pl
dichlorometanu. Do uzyskanego roztworu dodawano 6 pl etyloaminy, mieszano,
przedmuchiwano strumieniem azotu i pozostawiano probowke w temperaturze pokojowe;j
na 30 min. Po tym czasie dodawano 4 pl chloromrowczanu etylu, przedmuchiwano azotem
1 ponownie inkubowano w temperaturze pokojowej (kwasy tluszczowe nasycone i kwas
oleinowy) lub w lodowce (kwasy tluszczowe nienasycone) przez 2 godziny. Kolejnym
etapem byto odparowanie calej mieszaniny do sucha pod strumieniem azotu. Osad
rozpuszczano w 1,5 ml tetrahydrofuranu poprzez sonifikacje (1 min), po czym probowke
wirowano przez 4 min przy 4000 rpm (wirowka Hettich ROTOFIX 32 A). Supernatant
przenoszono do nowej proboéwki, a do osadu dodawano 1 ml tetrahydrofuranu i ponownie
przeprowadzano krotka sonifikacje, po ktorej nastgpowalo wirowanie. Supernatant
przenoszono do probowki zawierajacej wczesniejsza porcj¢ supernatantu, a nast¢pnie
zawarto$¢ probowki odparowywano pod strumieniem azotu. Do osadu dodawano 300 pl
tetrahydrofuranu, zawarto$¢ probowki doktadnie mieszano i dodawano 1 ml 0,1 M KHCO3
zawierajacego 20 mg koenzymu A. Nastgpnie mieszaning poddawano 90 minutowej
inkubacji na mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowej. Po inkubacji
tetrahydrofuran odparowywano pod strumienieniem azotu. W celu zobojetnienia roztworu
pozostatego po odparowywaniu tetrahydrofuranu powoli wkraplano do probowki 2 M
kwas solny (HCIl). Podczas zobojetniania obserwowano powstanie zmgtnienia
(zanikajacego po wymieszaniu), a po uzyskaniu pH lekko kwasnego nastgpowalo

wytworzenie precypitatu, ktory zawierat zsyntetyzowany acylo-CoA. Kolejnym krokiem
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byto oczyszczenie zsyntetyzowanego acylo-CoA. Powstaty osad byt najpierw plukany
dwukrotnie 2 ml 0,1 M HCI, a nastgpnie rowniez dwukrotnie 2 ml eteru dietylowego. Po
kazdym ptukaniu roztwor/zawiesing wirowano, supernatant odrzucano a powstaty osad
rozpuszczano/zawieszano w kolejnej porcji roztworu wykorzystywanego do plukania. Po
ostatnim plukaniu, resztki eteru dietylowego odparowywano pod strumieniem azotu,
aosad rozpuszczano w wodzie destylowanej (zazwyczaj w 1-3 ml; w zalezno$ci od
wzrokowo oszacowanej wielkosci osadu). Stezenie uzyskanego acylo-CoA okreslano
metoda chromatografi gazowej (rozdziat 3.9). W tym przypadku metylacje badanych porcji
acylo-CoA przeprowadzano przy zastosowaniu 0,1 M NaOH rozpuszczonego w metanolu
(5 min inkubacja w 90 °C; pozostata procedura taka jak to opisano wcze$niej dla metody
metylacji przy wykorzystaniu 2% H»>SOs w metanolu; rozdziat 3.9). Radioaktywnos¢
zsyntetyzowanych [**C]Jacylo-CoA okre§lano przy pomocy licznika scyntylacyjnego
Beckam LS6000TA (Beckam). Specyficzna radioaktywno$é zsyntetyzowanych [**Clacylo-
CoA wyliczano wykorzystujac dane z GC 1 licznika scyntylacyjnego. Znakowane
i nieznakowane acylo-CoA przechowywano w -80 °C w czasie gdy nie byly

wykorzystywane do przeprowadzania reakcji enzymatycznych in vitro.
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3.12. Przygotowanie  [**C]18:1-LPC na potrzeby przeprowadzenia rekcji
enzymatycznych

Chloroformowy roztwoér fosfatydylocholiny (2 pmol) znakowanej weglem 4C —
di-[**C]18:1-PC, odparowywano pod strumieniem azotu w tazni piaskowej podgrzanej do
45 °C. Nastepnie do probowki dodawano 500 pl eteru dietylowego, 1 ml buforu Tris-HCI
(pH 8,9) z 5 mM CaClz> i 5 U fosfolipazy Az z jadu pszczoty. Cato$é przedmuchiwano
krotko azotem 1 wumieszczano probowke na mieszadle magnetycznym w celu
nieprzerwanego mieszania zawartych w niej sktadnikow. Reakcj¢ prowadzono w ten
sposob przez godzing, po czym stopowano ja dodajac 20 ul lodowatego kwasu octowego.
Po zakonczeniu reakcji proboéwke umieszczano pod strumieniem azotu w celu
odparowania eteru dietylowego tworzacego gérng warstw¢ mieszaniny. Frakcje lipidowe
izolowano z mieszaniny poreakcyjnej stosujac zmodyfikowang metod¢ Bligh i Dyer
(1959). W tym celu do probéwki zawierajacej frakcje lipidowe dodawano 3,75 ml
mieszaniny chloroform:metanol (1:2), 1,25 ml chloroformu i 1 ml wody. Mieszaning
ekstrakcyjng intensywnie wytrzasano na wytrzgsarce typu Vortex i wirowano przez jedng
minute przy 3500 rpm (wir6wka Hettich ROTOFIX 32 A). Po rozdzieleniu si¢ warstw do
nowej probowki pobierano warstwe chloroformowa dolng zawierajaca frakcje lipidowe.
Natomiast warstwe gorng poddawano kolejnej ekstrakcji metoda ,,Bligh i Dyer” poprzez
dodanie 2,5 ml chloroformu aby zwickszy¢ wydajnos$¢ odzyskiwania LPC z gornej
warstwy metanolowo-wodnej. Po doktadnym wymieszaniu zawarto$ci oraz wirowaniu
(1 minuta, 3500 rpm, wiréwka Hettich ROTOFIX 32 A), warstw¢ chloroformowsg dolng
pobierano i dodawano do tej pierwszej, ktéra uzyskano po pierwszej ekstrakcji metoda
,Bligh i Dyer”. Wyekstrahowang frakcje lipidowa rozpuszczong w chloroformie,
odparowywano do sucha pod strumieniem azotu w taZzni piaskowej podgrzanej do 45 °C.
Osad rozpuszczano w 200 ul chloroformu i poddawano rozdziatowi metoda chromatografii
cienkowarstwowej przy uzyciu uktadu polarnego przystosowanego do rozdzialu
lizofosfolipidow (chloroform: metanol: kwas octowy: woda w stosunku objetosciowym
90:17,5:10:3,5). Zidentyfikowany na plytce fragment Zelu zawierajacy [**C]18:1-LPC
(poprzez spryskanie woda) byt zdrapywany i poddawany ekstrastrakcji zmodyfikowana
metoda ,,Bligh i Dyer” w celu wyeluowania [**C]18:1-LPC. Zel zalewano 3,75 ml
mieszaniny chloroform:metanol (1:2) i poddawano 15 min sonikacja. Po tym czasie
zawarto$¢ poddawano wirowaniu (4 minuty, 3500 rpm, wiréwka Hettich ROTOFIX 32 A).
Ekstrakt przenoszono do nowej probowki, dodawano 1,25 ml chlorofomu, 1,25 ml 0,15 M

kwasu octowego 1 1,25 ml wody. Calo$¢ mieszano 1 wirowano. Warstwe chloroformowa
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(dolng) przenoszono do nowej probowki, a do warstwy goérnej dodawano 2,5 ml
chroroformu, mieszano, wirowano i uzyskang warstwe chloroformowa dodawano do
poprzedniej. Cato$¢ odparowywano i rozpuszczano w 2 ml chloroformu. Z tak uzyskanego
roztworu [**C]18:1-LPC pobierano dwie 50 pl porcje i poddawano je transmetylacji
wymaganej do dalszej analizy jego st¢zenia na chromatografie gazowym. Radioaktywno$¢
uzyskanego roztworu [**C]18:1-LPC (dwie 20 pul porcje) badano na liczniku
scyntylacyjnym.

3.13. Procedura reakcji enzymatycznych typu forward katalizowanych przez enzymy
LPLAT in vitro

Pierwszym etapem analizy bylo przygotowanie mieszaniny reakcyjnej. W tym
celu do probéwek typu Eppendorf dodawano 5 nmol odpowiedniego lizofosfolipidu
(egzogenny akceptor grup acylowych) rozpuszczonego w chloroformie. Po odparowaniu
chloroformu do osadu dodawano najcze¢sciej 0,1 M bufor fosforanowy o pH 7,2 (wyjatki
opisane sa przy odpowiednich wynikach badan), w takiej objetosci, aby uzyskaé stezenie
koncowe 40 mM. Nastepnie dodawano dH2O w takiej ilosci, aby uzyska¢ 100 pl
mieszaniny koncowej, oraz 5 nmol testowanego acylo-CoA (egzogenny donor grup
acylowych), po czym mieszaning intensywnie wytrzasano. W kazdej z przeprowadzanych
reakcji jeden z substratéw (acylo-CoA lub lizofosfolipid) byt znakowany weglem [**C].
Zrédtem enzymu byly dodawane do tak przygotowanych mieszanin reakcyjnych
wyizolowane frakcje mikrosomalne z poszczegélnych linii drozdzowych niosacych
okreslony gen. Jako rozpoczecie reakcji uznawano moment dodania frakcji mikrosomalne;j
do probowek. Reakcje¢ prowadzono w termomikserze ,,Eppendorf Thermomixer Compact”
przy wytrzasaniu 1250 obrotdw/minute przez okreSlony czas i w odpowiedniej
w temperaturze.  Zakonczeniem reakcji  bylo dodanie 375 pl  mieszaniny
chloroform:metanol (1:2; v:v), 125 ul 0,15 M kwasu octowego oraz 125 pl chloroformu.
Mieszaniny poreakcyjne dobrze wytrzagsano i wirowano (2 min, 3500 rpm, wirdwka
Hettich ROTOFIX 32 A), aby rozdzielity si¢ na dwie warstwy. Dolne warstwy
chloroformowe przenoszono do probdéwek szklanych, po czym odparowywano chloroform
pod strumieniem azotu. Osady rozpuszczano w znanej objetosci chloroformu (50 ul)
I naktadano na ptytki do chromatografii cienkowarstwowej. Plytki rozwijano w uktadzie
,polarnym” (rozdzial 3.8). Po rozwinieciu i wysuszeniu, lokalizacje oraz stezenie [1*C]
W poszczegblnych lipidach okreslano przy pomocy autoradiografu (Instant Imager;

Packard Instrument Co.). Produkty reakcji identyfikowano na podstawie lokalizacji
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wzorcow znakowanych weglem *C i rozwijanych na ptytkach razem z chloroformowymi
ekstraktami z mieszanin reakcyjnych. Od aktywnosci uzyskiwanych w testach
przeprowadzonych z mikrosomami niosgcymi enzym PtLPCATI1 odejmowano aktywnosci
uzyskiwane w testach z mikrosomami kontrolnymi (wyizolowanych z drozdzy AALEI

transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT).

3.14. Optymalizacja parametrow reakcji enzymatycznej katalizowanej przez enzymy
PtLPCAT1 obecne we frakcjach mikrosomalnych z drozdzy Y02431 (4ALEI)
transformowanych genem Phatr3_J20460

W ramach optymalizacji warunkéw reakcji enzymatycznej katalizowanej przez
enzym PtLPCATI1 zbadano wplyw na aktywno$¢ testowanego enzymu takich czynnikoéw
jak: ilos¢ frakcji mikrosomalnej (0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2 nmol mikrosomalnego PC),
czas reakcji (5, 10, 15, 30, 60, 120 min), temperature (10, 20, 30, 40, 50, 60 °C), pH buforu
(6;6,5;7,0;7,2;7,5; 8;8,5;9; 10; 11; 12) oraz obecno$¢ jonow w buforze reakcyjnym (K,
Ca?*, Mg?"). Jako substraty przeprowadzanych reakcji wykorzystywano [*4C]18:1-CoA
(5 nmol/test; donor kwasow tluszczowych) i sn-1-18:1-lizofosfatydylocholing (5 nmol/test;
akceptor kwaséw thuszczowych). W reakcjach badajacych wplyw pH na aktywno$¢
enzymu PtLPCAT wykorzystano 4 r6zne bufory, rdznigce si¢ zakresem pH: 0,1 M bufor
fosforanowy — pH 6,0-8,0; 0,1 M Tris-HCI — pH 8,0-10,0; 0,1 M NaHCO3-NaOH -
pH 10,0-11,0 i 0,1 M Na;HPO4-NaOH — pH 11,0-12,0. Testy dotyczace wplywu jondéw na
aktywnos¢ PtLPCATL przeprowadzono z zastosowaniem buforu HEPES (pH 7,2) ze
wzgledu na mozliwo$é tworzenia sie nierozpuszczalnych soli jonéw Mg?* i Ca** w buforze
fosforanowym. Pozostate reakcje optymalizacji zostaly przeprowadzone z buforem
fosforanowym (0,1 M; pH 7,2). Bufory dodawano do reakcji w takiej objetosci, aby

koncowe stgzenie w mieszaninie reakcyjnej wynosito 40 mM.

3.15. Aktywnos¢ PtLPCAT1 w stosunku do pozycji sn-1 i sn-2 odpowiednich
izomerow lizofosfatydylocholiny

Testy enzymatyczne dotyczace specyficznej aktywno$ci enzymu PtLPCAT1
w stosunku do pozycji sn-1 i sn-2 zostaty przeprowadzone przy uzyciu dwoch eterowych
analogow sn-1-18:1-LPC i sn-2-18:1-LPC (akceptoréw grup acylowych), ktorymi byty
odpowiednio sn-1-18:1-O-GPC i sn-2-18:1-O-GPC. Eterowe analogi 18:1-LPC dodawano

do mieszaniny reakcyjnej w iloéci 5 nmol wraz z 5 nmol [*4C]18:1-CoA.
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Stezenie frakcji mikrosomalnych wynosito 0,05 nmol mikrosomalnego PC. Reakcje
prowadzono w srodowisku buforu fosforanowego (40 mM; pH 7,2) w temperaturze 30 °C

przez 30 minut.

3.16. Aktywnos¢ oraz specyficzno$¢ substratowa enzymu PILPCAT w stosunku do
réznych lizofosfolipidow i réznych acylo-CoA

W testach wykorzystano kombinacje 4 réznych rodzajow LPC (sn-1-16:0-LPC,
sn-1-18:0-LPC, sn-1-18:1-LPC, sn-1-20:0-LPC) z siedmioma roéznymi acylo-CoA
([**C]18:0-CoA, [*C]18:1-CoA, ['*C]18:2-CoA, [!}C]18:3-CoA, [**C]16:0-CoA,
[**C]20:0-CoA, [¥*C]22:1-CoA). Dodatkowo przeprowadzono testy enzymatyczne
sprawdzajace aktywno$¢ PtLPCAT1 w stosunku do sn-1-18:1-LPA, sn-1-18:1-LPE, sn-1-
18:1-LPC, sn-1-18:1-LPG i sn-1-18:1-LPS w kombinacji z [**C]18:1-CoA oraz [**C]18:3-
CoA. Oprocz testow sprawdzajacych aktywnos¢ PtLPCATL w stosunku do dodawanych
do mieszanin reakcyjnych pojedynczych lizofosfolipidow, przeprowadzono rowniez testy
wykorzystywania ich przez enzym, gdy znajda si¢ razem w mieszaninie reakcyjnej; tzw.
testy selektywnos$ci substratowej. W testach tych wykorzystywano mieszaniny
nastepujacych lizofosfolipidow: sn-1-18:1-LPA, sn-1-18:1-LPE, sn-1-18:1-LPC, sn-1-
18:1-LPG i sn-1-18:1-LPS, w kombinacji z [}*C]18:1-CoA i [**C]18:3-CoA.
W przeprowadzonych testach specyficznosci substratowej, do mieszanin reakcyjnych
dodawano po 5 nmol odpowiedniego lizofosfolipidu i po 5 nmol odpowiedniego acylo-
CoA. W testach selektywnosci substratowej mieszanina lizofosfolipidow zawierata za$ po
1 nmol kazdego z nich oraz 5 nmol wykorzystywanego acylo-CoA.

Testy badajace specyficzno$¢ substratowa w stosunku do réznych donorow
kwasow ttuszczowych przeprowadzono z sn-1-[**C]18:1-LPC oraz nastepujacymi acylo-
CoA: 14:0-CoA, 16:0-CoA, 16:1%-CoA, 18:0-CoA, 18:1%-CoA, 18:2%12-CoA,
18:3%%1215.CoA, 18:346%12-CoA, 18:44%%1215.CoA, 20:0-CoA, 20:14''-CoA, 20:3A!1:1417-
CoA, 20:42581L14.CoA| 20:4481L1417_CoA| 20:54581LI417_CoA, 22:0-CoA, 22:1%°-CoA,
22:644 710131619 CoA | 24:0-CoA, 24:12°-CoA, 26:0-CoA. Mieszaniny reakcyjne zawieraty
5 nmol sn-1-[**C]18:1-LPC oraz 5 nmol testowanego acylo-CoA.

Porcje frakcji mikrosomalnych dodawanych do mieszanin reakcyjnych zawieraty
0,05 nmol mikrosomalnego PC. Reakcje prowadzono w srodowisku buforu fosforanowego

(40 mM; pH 7,2) w temperaturze 30 °C przez 30 minut.
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3.17. Procedura reakcji enzymatycznych typu backward (do tylu) katalizowanych
przez enzymy typu LPCAT in vitro

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia reakcji in vitro typu
backward rozpoczynano od dodania do probowek typu Eppendorf 1 mg BSA (w postaci
roztworu wodnego) oraz 0,2 pmol koenzymu A (w postaci roztworu wodnego). Nastepnie
dodawano 10 nmol odpowiedniego [**C]Jacylo-CoA ([**C]16:0-CoA, [**C]18:0-CoA,
[**C]18:1-CoA, [**C]18:2-CoA Ilub [**C]18:3-CoA). Czgé¢ mieszanin reakcyjnych
zawierata dodatkowo 0,5 umol DTNB (kwas 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoesowy wigzacy
wolny CoA; w celu zatrzymania reakcji backward), ktory rozpuszczano w 40 ul 0,1 M
buforu fosforanowego o pH 7,2. Do pozostatych reakcji (bez dodatku DTNB) dodawano
sam bufor fosforanowy w takiej samej objetosci. Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej (liczong
razem z obje¢toscia dodawanych na koncu porcji frakcji mikrosomalnych) uzupetniano
woda do 100 ul. Jako start reakcji uznawano moment dodania frakcji mikrosomalnej do
mieszanin reakcyjnych - porcje zawierajace 5 nmol mikrosomalnego PC. Reakcje
prowadzono w termomikserze Thermomixer Compact 5350 (Eppendorf) przez okreslony
czas w temperaturze 30 °C z wytrzasaniem ustawionym na 1250 obrotow/minutg. Reakcje
z dodatkiem [**C]18:3-CoA prowadzono przez 2, 5, 10, 30 i 60 minut. Natomiast reakcje
z dodatkiem [**C]16:0-CoA, ['*C]18:0-CoA, [}*C]18:1-CoA Ilub [**C]18:2-CoA przez
10, 30 1 60 minut. Dalsza procedura dotyczaca zatrzymania reakcji, rozdziatu produktow
reakcji z wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej oraz analiza wynikow przy
pomocy autoradiografu (Instant Imager; Packard Instruments Co.) przebiegala tak samo
jak opisano to w rozdziale 3.13. dotyczacym reakcji typu forward.

Aktywno$¢ enzymow typu LPCAT w reakcji backward obliczano poprzez odjecie
ilosci zsyntetyzowanego PC w wyniku reakcji backward z dodatkiem DTNB od ilosci
zsyntetyzowanego PC w reakcji bez dodatku DTNB. Przy okre§laniu aktywnosci
backward PtLPCATI1 (opis powyzej; mikrosomy z drozdzy transformowanych genem
PtLPCAT1), jako kontrole stosowano frakcje mikrosomalne z drozdzy transformowanych
pustym plazmidem.

W  celu okreslenia aktywnosci backward PtLPCAT1 w stosunku do
fosfatydylocholiny zawierajacej inne kwasy tluszczowe niz naturalnie wystepujace w PC
drozdzy, powyzej opisang procedur¢ okreslania tej aktywnos$ci zmodyfikowano.
W pierwszym etapie testow przeprowadzano reakcje typu forward w celu wzbogacenia
endogennej fofatydylocholiny o nowo zsyntetyzowane czasteczki PC zawierajace ,,nowe”

kwasy thuszczowe. Mieszaniny reakcyjne przygotowane tak jak opisano w rozdziale 3.13.

84



zawieraly porcje (1 nmol endogennej PC) frakcji mikrosomalnych z drozdzy
transformowanych genem PtLPCAT1, 5 nmol sn-1-18:1-LPC oraz 5 nmol acylo-CoA
ktorego jednostka acylowa planowano zmodyfikowa¢ PC drozdzowej frakcji
mikrosomalnej. Reakcje prowadzono w temperaturze 30 °C przez okres 5 min (optymalny
czas wyznaczony doswiadczalnie; metodyka przeprowadzanych reakcji opisana
w rozdziale 3.13). Po tym czasie mieszaniny reakcyjne (najczesciej z trzech powtorzen)
laczono 1 poddawano wirowaniu przy 14000 rpm (wiréwka Eppendorf MiniSpin Plus)
przez okres 20 min (chlodnia o temperaturze okoto 4 °C). Supernatanty odrzucano,
a powstate osady (zawierajace frakcje mikrosomalne wzbogacone o nowo zsyntetyzowane
PC zalewano mieszaninami reakcyjnymi i przeprowadzano okreslanie aktywnosci typu
backward tak jak to opisano powyzej. Czes$¢ uzyskanych osadow, bezposrednio po
wirowaniu wykorzystywano do ekstrakcji zawartych w nich lipidow (metoda opisana
w rozdziale 3.13). Zawartos¢ fosfatydylocholiny w uzyskanych ekstraktach oraz sktad jej
kwasow tluszczowych okreslano na GC (metodyka opisana w rozdziale 3.8. i 3.9). Do
modyfikacji mikrosomalnego PC zastosowano kwasy ttuszczowe z szlaku biosyntezy EPA.
Wykorzystano nastepujgce acylo-CoA: 18:32%1215-CoA, 18:346%12-CoA, 18:44612.15.
CoA, 20:488I1L1417_CoA i 20:56458ILI417.CoA. Dodatkowo modyfikacje mikrosomalnego
PC przeprowadzono wykorzystujac 18:12°-CoA. W reakcjach typu backward
wykorzystano za$: ['%C]16:0-CoA, [}*C]18:0-CoA, [**C]18:1-CoA, [**C]18:2-CoA
i [1*C]18:3-CoA, tak jak w przypadku reakcji typu backward z niemodyfikowang frakcja
mikrosomalng. Reakcje przeprowadzono z dodatkiem 1 bez dodatku DTNB.

3.18. Przygotowanie kasety ekspresyjnej zawierajacej geny kodujace enzymy szklaku
biosyntezy EPA metodg klonowania Golden Gate
3.18.1. Mutageneza

Pierwszym etapem pracy podczas klonowania metoda Golden Gate bylo
przeprowadzenie reakcji metylacji i mutagenezy sekwencji genow kodujacych OtD6,
PtD6, PtD5 i PSE, ktora zostala przeprowadzona zgodnie z protokotem GeneArt® Site-
Directed Mutagenesis PLUS Kit. Reakcje ta przeprowadzano, aby zmieni¢ sekwencje
nukleotydowe obecne w sklonowanych genach, ktore s3 rozpoznawane przez enzymy

restrykcyjne typu Bsal i Bbsl, wykorzystywane w kolejnych etapach klonowania.
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Mieszanina reakcyjna do metylacji i mutagenezy sekwencji genowych sktadata si¢ z:

5 x Bufor Phusion GC 4 ul

10 x Enhancer 2 ul
Matryca DNA 8 ng
Mix starterow (10 uM) 1 ul
Metylaza DNA 0,4 nl
25X SAM 0,8 ul
10 mM roztwor dANTPs 0,5 ul

2 U/ul Polimeraza Pfu 0,2 ul
Woda destylowana do 20 pul

W przypadku konieczno$ci zmutowania wigcej niz jednego miejsca w danej
sekwencji genowej konieczne byto przygotowanie odpowiednich mieszanek starteréw do
mutagenezy. Ponizej opisano schemat przygotowywania mieszanin starterow do reakcji

mutagenezy na przyktadzie mutacji w trzech miejscach sekwencji.

Wymagane startery do mutagenezy w trzech miejscach:
F1: starter forward dla pierwszego miejsca.

R1: starter reverse dla pierwszego miejsca.

F2: starter forward dla drugiego miejsca.

R2: starter reverse dla drugiego miejsca.

F3: starter forward dla trzeciego miejsca.

R3: starter reverse dla trzeciego miejsca.

Mieszaniny starterow (10 pM):
Mieszanina 1: R1i F3
Mieszanina 2: F1 i R2
Mieszanina 3: F2 i R3

Kazda mieszanina starterow zawiera odpowiedni starter przedni 1 starter wsteczny
odpowiadajace osobnym miejscom mutacji w jednej sekwencji genowej. Kazda
mieszaning tak przygotowanych starter6w dodawano do osobnych mieszanin reakcyjnych
zawierajacych tg sama matryce DNA. Takie rozwigzanie mialo na celu zapobiezeniu
laczeniu si¢ ze sobg starterow w jednej mieszaninie reakcyjnej do mutacji tej samej

sekwencji genowej w wielu miejscach.
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Po dokladnym wymieszaniu sktadnikow reakcji, przeprowadzano inkubacj¢

w termocyklerze C1000 Touch Thermal Cycler (BioRad), ktora przebiegala nastgpujaco:

Metylacja plazmidu 37°C 20 min

Wstepna denaturacja 98 °C 30s

Denaturacja 98 °C 30s

Wydtuzanie 72 °C 2 min 45 } 18 cykli
Koncowa elongacja 72 °C 5 min

Po przeprowadzeniu reakcji metylacji i mutagenezy przystepowano do kolejnego
etapu reakcji rekombinacji. Jesli sekwencja genowa wymagata mutacji tylko w jednym
miejscu reakcja rekombinacji nie byla wymagana i przechodzono od razu do etapu
transformacji bakterii.

Mieszanina reakcji rekombinacji sktadata si¢ z:

Produkt PCR z probowki 1 2 ul
Produkt PCR z probowki 2 2 ul
Produkt PCR z probowki 3 2 ul
GeneArt® 2 x Enzyme Mix 10 pul
Woda destylowana do 20 pl

Reakcje prowadzono przez 15 minut w temperaturze pokojowej, po czym stopowano ja
dodajac 1 pl 0,5 M EDTA (Thermo Fisher Scientific). Nastgpnie probowke wytrzasano,
umieszczano w tazni lodowej 1 przystgpowano do transformacji komoérek kompetentnych
One Shot® MAX Efficiency® DH5aTM-T1R (Thermo Fisher Scientific).

Pierwszym etap procesu transformacji bakterii byto rozmrozenie znajdujacych si¢
w plastikowej probéwce komodrek kompetentnych One Shot® MAX Efficiency®
DHS50TM-T1R poprzez trzymanie probowki w tazni lodowej przez okoto 5-7 minut. Po
tym czasie do probowki z komodrkami bakterii dodawano 3 pl mieszaniny uzyskanej po
zajsciu reakcji rekombinacji lub 3 pl mieszaniny po reakcji PCR (w przypadku mutacji
jednego miejsca w sekwencji genowej). Nastepnie delikatnie mieszano zawarto$¢
probowki poprzez stukanie i inkubowano ja przez 15 minut w taZni lodowej. Kolejnym
etapem byta inkubacja komoérek w temperaturze 42 °C przez 30 sekund, aby wywota¢ szok
cieplny. Po tej krotkiej inkubacji probowke umieszczano w tazni lodowej na 2 minuty, po
czym dodawano 250 ul pozywki S.O.C (Thermo Fisher Scientific) 1 inkubowano
w temperaturze 37 °C przez 60 minut z wytrzgsaniem ustawionym na 225 obrotéw/minutg

(ThermoMixer® C; Eppendorf). Kolejnym krokiem byto wysianie zawiesiny komorek za
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pomocyg glaszczki na ptytki z pozywka LB zestalong agarem z dodatkiem kanamycyny
I ampicyliny do selekcji transformantéw. Zawiesing komorek z jednej probowki
wysiewano w dwoch porcjach, pierwsza to 30 pl a druga to reszta zawiesiny ktora
pozostata, aby zapewni¢ prawidtowg gestos¢ komorek. Ptytki inkubowano w temperaturze
37 °C przez okoto 18 godzin. Wyrosnigte kolonie bakterii pobierano do hodowli na
izolacje plazmidéw, ktéra przeprowadzano wedlug instrukcji dostarczonej przez
producenta zestawu GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific).

Prawidlowe  zmutowanie  sekwencji  gendw  potwierdzano  poprzez
sekwencjonowanie korzystajac z ustug firmy: Pracownia Sekwencjonowania DNA
I Syntezy Oligonukleotydow IBB PAN.

3.18.2. Wycinanie fragmentu DNA kodujacego opornos¢ na antybiotyk kanamycyne
(do selekcji transformowanych roslin) z plazmidu pLCSL70004

Gen kodujacy oporno$¢ na antybiotyk kanamycyne zostat pozyskany z wektora
pLCSL70004 poprzez cigcie enzymem Bsal. Gen opornosci na kanamycyne po wycieciu
z powyzszego wektora posiadat juz dotagczone fragmenty typu over-hang, oraz dotaczony

promotor NOS i terminator OCS.

Mieszanina reakcyjna do wycinania genu opornosci na kanamycyng z wektora
pLCSL70004 sktadata sie z:

10 x CatSmart Bufor 10 pl
Bsal 2 ul
Wektor pLCSL70004 2ug
Woda destylowana do 100 ul

Reakcje cigcia prowadzono przez 3 godziny w 37 °C w termomikserze (Thermomixer
Compact 5350, Eppendorf). Polow¢ mieszaniny poreakcyjnej rozdzielano przy pomocy
elektroforezy agarozowej w celu potwierdzenia, ze gen kodujacy opornos¢ na kanamycyne
zostal prawidlowo wycigty.

Wyciety fragment zawierajacy gen opornosci na kanamycyne¢ oraz promotor NOS
1 terminator OCS byt nastgpnie wstawiany do plazmidu poziomu pierwszego pICH47732.
W tym celu wektor pICH47732 rowniez zostal potraktowany enzymem Bsal. Sktad
mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji byly takie same jak opisano powyzej dla

wektora pLCSL70004.
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Po reakcjach ciecia mozna bylo przystapi¢ do reakcji ligacji jednostki
transkrypcyjnej zawierajacej gen opornosci na kanamycyng¢ z wektorem pICH47732. Sktad

mieszaniny reakcyjnej do ligacji wygladat nastepujaco:

Mieszanina reakcyjna do ligacji:

10 x Bufor do ligacji 2 ul
Pocigty wektor pLCSL70004 50 ng
Pociety wektor pICH47732 50 ng
Ligaza T4 1 ul
Woda destylowana do 20 pul

Reakcje prowadzono w chlodni w termomikserze (Thermomixer Compact 5350,
Eppendorf) ustawionym na 16 °C przez noc. Reakcje stopowano poprzez 10 minutowa
inkubacje w 65 °C. Po tym czasie probéwke wstawiano do tazni lodowej 1 rozpoczynano
transformacje komoérek kompetentnych One Shot™ TOP10 (Thermo Fisher Scientific).
Transformacje¢ przeprowadzono tak jak opisano to w rozdziale numer 3.5. Selekcje

transformowanych komoérek wykonano przy uzyciu antybiotyku ampicyliny.

3.18.3. Dodanie do zmutowanych sekwencji genow, fragmentow DNA
rozpoznawanych przez enzym Bsal

Kolejnym etapem podczas tworzenia wielogenowego konstruktu metoda Golden
Gate bylo dodanie do zmutowanych sekwencji genow, promotora i terminatora,
fragmentow DNA typu over-hang rozpoznawanych przez enzym Bsal. Fragmenty over-
hang zawieraly sekwencj¢ kierunkowa okreslajacg w jakiej kolejnosci majg by¢ ztozone
geny. Dodanie tych fragmentéw DNA bylo niezbedne, aby zlozy¢ jednostki
transkrypcyjne: promotor NOS, GOI (ang. gen of interest; PtD6, OtD6, PSE, PtD5)
i terminator OCS. Po cigciu enzymem Bsal fragmenty sekwencji NOS, GOI i OCS
z dodanymi fragmentami over-hang potacza si¢ komplementarnie w plazmidzie poziomu
pierwszego w tej wilasnie kolejnosci. Wyjatkiem byl gen kodujacy opornos¢ na
kanamycyne, ktorego sekwencja wraz z promotorem NOS i terminatorem OCS, po
wycigciu enzymem Bsal z wektora pLCSL70004 posiadata juz fragmenty over-hang
pozwalajace na wstawienie tej jednostki transkrypcyjnej do plazmidu poziomu pierwszego
pICH47732. Z kolei sekwencje genu PtLPCATI1 zakupiono juz zmutowana z dodanymi
fragmentami typu over-hang korzystajac z ustug firmy Integrated DNA Technologies.
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Zakupiona sekwencja genu kodujacego PtILPCAT1 byta rowniez zoptymalizowana (codon
optimize) w kierunku jej ekspresji u A. thaliana.

Dodawanie fragmentow typu over-hang do sekwencji genéw wykonano poprzez

przeprowadzenie reakcji PCR ze specjalnie zaprojektowanymi do tego celu starterami.

Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z:

Matryca DNA 5ng

10 uM starter forward 1 ul

10 uM starter reverse I ul

10 mM roztwor dNTPs 1 pul

5 x Bufor Phusion GC 10 ul
Polimeraza pfu 0,5 ul
Woda destylowana do 50 pl

Reakcje prowadzono przy nastepujacych parametrach:

Wstepna denaturacja 98 °C 30s
Denaturacja 98 °C 10s
Przylaczanie starterow 54 -58°C 30s 9 cykli
Elongacja 72 °C 45
Denaturacja 98 °C 10's } 39 cykii
Elongacja 72 °C 27s-45s
Koncowa elongacja 72 °C 10 min
4 °C 00

Mieszaniny poreakcyjne poddawano elektroforezie agarozowej a produkty
izolowano z zelu za pomoca gotowego zestawu GeneJET Gel Extraction and DNA
Cleanup Micro Kit (Thermo Fisher Scientific) lub oczyszczano mieszaniny poreakcyjne za

pomoca zestawu GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific).

3.18.4. Zlozenie jednostek transkrypcyjnych w plazmidach poziomu pierwszego

W nastgpnym etapie tworzenia wielogenowego konstruktu metoda Golden Gate
przeprowadzano reakcje ligacji ,,oflankowanych” sekwencji NOS, GOI (and. gene of
interest; PtD6, OtD6, PSE, PtD5, PtLPCAT1) i OCS z odpowiednim plazmidem poziomu
pierwszego (pICH47732; pICH47742; pICH47751; pICH47761; pICH47772). Reakcje ta

przeprowadzono wedlug protokotu Golden Gate (24 Fragment) Assembly Protocol
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(https://www.neb.com/en/protocols/2018/06/05/golden-gate-24-fragment-assembly-
protocol).

Mieszanina reakcyjna do ligacji jednostek transkrypcyjnych:

Akceptor plazmidowy poziomu pierwszego 75 ng
Oflankowana sekwencja promotora OCS 75ng
Oflankowana sekwencja terminatora NOS 75 ng
Oflankowana sekwencja genu (PtD6; OtD6; PSE; PtD5; PtLPCAT1) 75 ng
10 x Bufor do ligacji 2,5 ul
Ligaza T4 0,5 ul
Bsal 1,5 ul
Woda destylowana do 25 ul

Reakcje prowadzono w termocyklerze C1000 Touch Thermal Cycler (BioRad) przy
nastepujacych ustawieniach:
5 minut, 37 °C )
) 30 cykli
5 minut, 16 °C
5 minut, 60 °C

Nastepnym etapem byta transformacja komoérek kompetentnych One Shot™
TOP10 (Thermo Fisher Scientific), ktéra byla przeprowadzana tak jak to opisano

w rozdziale 3.5. W celu selekcji zastosowano antybiotyk ampicyline.

Ponizej podano sklonowane jednostki transkrypcyjne i plazmidy do ktorych

zostaly wstawione:

e NOS, KanR, OCS w plazmidzie pICH47732

e NOS, OtD6 lub PtD6, OCS w plazmidzie pICH47742

e NOS, PSE, OCS w plazmidzie pICH47751

e NOS, PtD5, OCS w plazmidzie pICH47761

e NOS, PtLPCAT1, OCS w plazmidzie pICH47772
Powyzsze plazmidy sg tak zaprojektowane, aby na etapie ligacji wielogenowych
konstruktow po cigciu enzymem restrykcyjnym Bbsl, jednostki transkrypcyjne utozyly si¢

w takiej kolejnosci jak wymieniono powyzej.
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3.18.5. Z1ozenie wielogenowych konstruktéw w plazmidzie poziomu drugiego
Nastgpnym krokiem byto przeprowadzenie reakcji cigcia i ligacji w celu zlozenia
czterech réznych wielogenowych konstruktow przy pomocy plazmidu poziomu drugiego

PAGM4673.

Ponizej podano geny wchodzace w skiad wielogenowych konstruktow, w tej samej
kolejnosci, w jakiej ulozyly si¢ one w plazmidzie pAGM4673.

e Konstrukt A — KanR; PtD6; PSE; PtD5

e Konstrukt A’ — KanR; PtD6; PSE; PtD5; PtLPCAT1

e Konstrukt B — KanR; OtD6; PSE; PtD5

e Konstrukt B’ — KanR; OtD6; PSE; PtD5; PtLPCAT1

Reakcje ztozenia wielogenowych konstruktow przeprowadzano wedtug protokotu
Golden Gate (24 Fragment) Assembly Protocol
(https://www.neb.com/en/protocols/2018/06/05/golden-gate-24-fragment-assembly-
protocol), tak samo jak w przypadku sktadania jednostek transkrypcyjnych w plazmidach
poziomu pierwszego. Sktad mieszaniny reakcyjnej byt nastepujacy:
e Plazmid pAGM4673 75 ng

e Plazmid End-linker 4
(w przypadku konstruktow zawierajacych cztery geny) 75 ng

e Plazmid End-linker 5
(w przypadku konstruktéw zawierajacych pig¢ genow) 75 ng

(W zaleznosci od sktadu wielogenowego konstruktu ponizsze plazmidy dodawano
w r6znych kombinacjach).

e Plazmid pICH47732

(niosacy gen kodujacy opornos¢ na kanamycyne) 75 ng
e Plazmid pICH47742

(niosacy gen kodujacy PtD6 lub OtD6) 75 ng
e Plazmid pICH47751

(niosacy gen PSE) 75 ng
e Plazmid pICH47761

(niosacy gen PtD5) 75 ng
e Plazmid pICH47772

(niosacy gen PtLPCAT1) 75 ng
o Ligaza T4 0,5ul
e 10 x Bufor do ligacji 2,5 ul

92



e Enzym restrykcyjny Bbsl 1,5 pl
e Woda do 25 ul

Reakcje prowadzono w termocyklerze przy tych samych ustawieniach jak w przypadku
reakcji skladania jednostek transkrypcyjnych w plazmidach poziomu pierwszego.
Procedura transformacji komorek bakteryjnych One Shot™ TOP10 (Thermo Fisher
Scientific) rowniez przebiegata tak samo. Jedyng roznica byl zastosowany antybiotyk;

w tym przypadku byta to kanamycyna.

3.18.6. Amplifikacja geno6w wchodzacych w sklad kaset ekspresyjnych
Obecno$¢ klonowanych genéw w wektorach na poszczegdlnych etapach
tworzenia konstruktow genetycznych, oraz w DNA pochodzacym z transformowanych

ro$lin byla potwierdzana za pomoca reakcji PCR. Sklad mieszaniny reakcyjnej byt

nastepujacy:

10 x PCR bufor 2,5 ul
50 mM MgCl; 0,75 ul
10 mM roztwor dNTPs 0,5 ul
10 uM starter forward 1,25 ul
10 uM starter reverse 1,25 pul
Polimeraza DNA Taq 0,1 ul
Matryca DNA 6-10 ng
Woda do 25 pul

Reakcje prowadzono w termocyklerze C1000 Touch Thermal Cycler (BioRad), ktora

przebiegala nastgpujaco:

Wstepna denaturacja 94 °C 3 min

Denaturacja 94 °C 455

Przylaczanie starterow rézna 30s 35-45
Wydtuzanie 72 °C 90 s/kb

Koncowa elongacja 72 °C 10 min

W przypadku sprawdzania obecno$ci wprowadzanych genéw w wektorach na
poszczeg6lnych etapach tworzenia konstruktow genetycznych reakcje PCR prowadzono

z ustawieniem termocyklera na 35 cykli. Natomiast gdy sprawdzano obecnos¢
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wprowadzanych gendw w ro§linach transgenicznych wyselekcjonowanych jako
homozygotyczne, reakcje PCR prowadzono z ustawieniem termocyklera na wigcej niz 35
cykli, zazwyczaj byto to 40 lub 45 cykli. Temperatura przylaczania starterow roznila si¢
w zaleznos$ci od amplifikowanego genu i pary starterow mu odpowiadajacej. Startery do
amplifikacji gendw wchodzacych w skltad konstruktéw genetycznych wraz
Z temperaturami przytaczania starteréw zostaly przedstawione w rozdziale 2.6.

W przypadku genu kodujgacego enzym PtLPCATI, ktoérego obecnosci nie udato
si¢ potwierdzi¢ w jednej z rodzajow ro$liny transgenicznej A. thaliana (zawierajgcej
konstrukt A’), probe amplifikacji tego genu prowadzono dodatkowo w innych warunkach
reakcji — w zaleznosci od ilosci matrycy DNA dodawanej do reakcji (10 — 500 ng), od
temperatury przytaczania starterow (53,8 — 60,1 °C), stezenia MgCl, w mieszaninie
reakcyjnej (1,9 — 3,1 mM) , stezenia polimerazy DNA Taq w mieszaninie reakcyjnej (0,5 U
-15U).

3.19. Analiza statystyczna

Wyniki badan przedstawiono w pracy w postaci $rednich razem
z odpowiadajacymi im odchyleniami standardowymi (SD).

Aby oceni¢ istotno$¢ roznic dla wynikow zaleznych grup przeprowadzano
jenoczynnikowa analize wariancji ANOVA, po czym stosowano test Tukey’a. Z kolei
w celu wyliczenia statystycznych roznic miedzy wynikami uzyskanymi dla dwoch
niezaleznych grup, stosowano test t-Studenta. Wszystkie obliczenia statystyczne wykonano

przy uzyciu programu Microsoft Excel.
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4. WYNIKI

4.1. Badania nad okreSleniem funkcji sklonowanych genow 2z okrzemka
Phaeodactylum triconutum potencjalnie mogacych kodowac¢ enzymy typu LPLAT

Pierwszym etapem badan nad sklonowanymi genami z P. tricornutum bylo
scharakteryzowanie aktywno$ci enzymow kodowanych przez nie w testach badajacych
aktywno$¢ enzymow typu LPLAT. W testach tych wykorzystywano kombinacje pigciu
akceptorow kwasow tluszczowych (lizofosfolipidow; sn-1-18:1-LPA, sn-1-18:1-LPE, sn-
1-18:1-LPC, sn-1-18:1-LPG i sn-1-18:1-LPS) z jednym ich donorem tj. [1*C]18:1-CoA. Po
zakonczeniu reakcji okreslano iloéé zsyntetyzowanych de novo [*C]fosfolipidow. Ten
wstepny eksperyment pozwolil na zidentyfikowanie enzymow, ktérych aktywnosé
w stosunku do badanych lizofosfolipidéw byta na tyle wysoka, aby uzna¢ je, jako jeden
z LPLATOw i podda¢ dalszej analizie in vitro pod katem ich aktywnos$ci w zmieniajacych
si¢ warunkach otoczenia (np. zalezno$¢ od pH czy temperatury) oraz pod katem ich
specyficznosci substratowej. Jako kontrole traktowano aktywno$¢ enzymatyczng
uzyskiwang dla frakcji mikrosomalnych izolowanych z drozdzy Y02431 (szczep
z wylaczonym genem kodujagcym glowny drozdzowy enzym typu LPCAT; AALEI)
transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT. Testy sprawdzajace mozliwosci syntezy
fosfolipidow z dodanych substratow (wymienionych powyzej) przeprowadzano na
frakcjach mikrosomalnych z drozdzy AALEI transformowanych pustym plazmidem
pYES2/CT oraz plazmidem niosagcym okreslony gen z P. tricornutum, dodawanych do
mieszanin reakcyjnych w porcjach zawierajacych 1 nmol endogennego PC (testy
z mikrosomami niosgcymi enzym ,,A”, ,,C”, ,”F” i ,,G”) lub 0,5 nmola endogennego PC
(testy z mikrosomami niosagcymi enzym ,,.B” 1 ,,D”).

Zarowno dla drozdzy transformowanych pustym plazmidem jak i dla drozdzy
transformowanych badanymi genami izolowano frakcje mikrosomalne z trzech lub
czterech niezaleznych kolonii drozdzowych uzyskanych po transformacji wprowadzajacej
okreslony plazmid (pusty lub niosacy badany gen), ktoére traktowano, jako powtdrzenia
biologiczne. Aby uprosci¢ opis wynikow dla kazdego enzymu kodowanego przez
okreslony gen przypisano literowy symbol oraz liczbe¢ od 1 do 4. Przypisana liczba
wskazuje nr kolonii stransformowanych drozdzy, uzytej do uzyskania frakcji
mikrosomalnej wykorzystywanej w badaniach (Tabela 8). W przypadku drozdzy

transformowanych pustym plazmidem nr kolonii uzytej do przygotowania frakcji
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mikrosomalnej oznaczano réwniez liczbg od 1 do 4 wpisywana po symbolu oznaczajagcym

tego typu frakcje mikrosomalne np. pYES2/CK.1.

Tabela 8. Nazwy genow oraz przypisane do nich symbole literowe kodowanych przez nie
enzymoOow. Liczby od 1 do 4 przy symbolu literowym oznaczajg niezalezng koloni¢
drozdzowa, z ktorej przygotowywano frakcje mikrosomalng wykorzystywana

w badaniach.

Pelna nazwa Symbol enzymu
genu
Phatr3 _J54709 Al
A2
A3
Phatr3_J11916 B1
B2
B3
B4
Phatr3 _J40461 Cl
C2
C3
Phatr3_J43099 D1
D2
D3
D4
Phatr3_J20460 F1
F2
F3
Phatr3 J48640 Gl
G2
G3

4.1.1. Aktywnos$¢ typu LPLAT (charakterystyczna dla acylotransferaz acylo-
CoA:lizofosfolipid) enzymu ,,A” kodowanego przez gen Phatr3_J54709

Testy enzymatyczne in vitro badajace LPLAT’owa aktywno$¢ enzymu ,,A”
kodowanego przez gen Phatr3_J54709 wykazaly podwyzszong aktywno$¢ LPAAT owa
(acylotransferazy typu acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy) jedynie dla enzymu
(kodowanego przez ten gen) obecnego we frakcji mikrosomalnej z kolonii ,,3” (A3).
Aktywnos¢ ta byla wyzsza od aktywnosci typu LPAAT odnotowanej dla kontroli (frakcja
mikrosomalna z drozdzy AALEI transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT)
0 okoto 15% 1 byla statystycznie istotna. Aktywnos$¢ typu LPAAT odnotowana dla
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mikrosoméw pochodzacych z kolonii Al i A2 drozdzy AALEI transformowanych
plazmidami pYES2/CT niosagcymi gen Phatr3_J54709 byla natomiast nizsza niz
aktywno$¢ odnotowana dla frakcji mikrosomalnej z drozdzy kontrolnych. Roéznice te
réwniez byly statystycznie istotne (Rys. 7a).

W  kolejnych testach jako akceptor kwasow tluszczowych zastosowano
lizofosfatydyloetanoloaming - testy na aktywno$¢ typu LPEAT (acylotransferazy acylo-
CoA:lizofosfatydyloetanoloamina). Odnotowana aktywnos¢ typu LPEAT w testach
z wykorzystaniem frakcji mikrosomalnej z drozdzy kontrolnych byta o ponad 99% nizsza
niz ich aktywnos$¢ typu LPAAT. Wykorzystanie w testach frakcji mikrosomalnych
z drozdzy transformowanych genem Phatr3_J54709 nie zmienito w sposob statystycznie
istotny aktywno$ci typu LPEAT odnotowanej dla kolonii A1 i A3 w odniesieniu do
aktywnos$ci odnotowanej dla testow z mikrosomami kontrolnymi. Jednak aktywnos$¢ typu
LPEAT odnotowana dla kolonii A2 byla juz statystycznie istotna, ale nizsza od aktywnos$ci
kontrolnej (frakcja mikrosomalna z drozdzy 44LE1 transformowanych pustym plazmidem
pYES2/CT; Rys. 7b).

W testach w ktorych jako akceptor kwasow thuszczowych zastosowano
lizofosfatydylocholing (okres$lanie aktywnosci typu LPCAT; acylotransferazy acylo-
CoA:lizofosfatydylocholina) odnotowana aktywno$¢ dla frakcji mikrosomalnej z drozdzy
kontrolnych byla na zbliZonym poziomie jak odnotowana uprzednio aktywnos$¢ typu
LPEAT. W testach, w ktorych Zrodtem enzymoéw byly frakcje mikrosomalne z drozdzy
transformowanych genem Phatr3_J54709 odnotowywane aktywnosci typu LPCAT nie
roznily si¢ statystycznie od aktywnosci tego typu odnotowanej dla mikrosoméw
kontrolnych (Rys. 7c).

Na podstawie uzyskanych wynikow uznano, ze gen Phatr3_J54709 nie koduje
prawdopodobnie enzymoé6w o aktywnosci typu LPLAT (acylotransferazy acylo-
CoA:lizofosfolipid). Odnotowano wprawdzie nieco podwyzszong aktywno$¢ typu LPAAT
(w porownaniu do kontroli) dla jednej z kolonii drozdzy transformowanych tym genem,
jednakze uzyskana aktywno$¢ wydawata si¢ zbyt niska by uznaé ja za aktywno$¢
LPAAT owa enzymu kodowanego przez sklonowany gen szczegolnie, ze aktywnoS$ci
odnotowane dla pozostatych dwu kolonii transformowanych drozdzy byly ponizej

aktywnos$ci odnotowanej dla kontroli.
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Rys. 7. Aktywnos$¢ typu LPLAT (acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid) enzymu
kodowanego przez gen Phatr3_J54709, mierzona dla trzech r6znych frakcji
mikrosomalnych uzyskanych z drozdzy pochodzacych z pojedynczych kolonii
komoérkowych z transformowanych tym genem drozdzy. Jako tlo traktowano aktywnos$¢
typu LPLAT mikrosoméw uzyskanych z drozdzy delecyjnych 4ALE1 transformowanych
pustym plazmidem pYES2/CT. a — aktywno$¢ w testach z kwasem lizofosfatydowym
i [1*C]18:1-CoA (typu LPAAT), b — aktywno$¢ w testach z lizofosfatydyloetanoloaming
i [}*C]18:1-CoA (typu LPEAT), ¢ — aktywno$é¢ w testach z lizofosfatydylocholing
i [1*C]18:1-CoA (typu LPCAT).

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej wraz z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczajg
istotno$¢  statystyczng pomiedzy aktywnos$cia dla mikrosoméw z drozdzy AALE]
transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT a aktywno$cig dla mikrosoméw z drozdzy
AALE1 transformowanych plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3 J54709. Przedstawiona
aktywno$¢ kontrolna w stosunku do LPA i LPE jest $rednig z dwoch frakeji mikrosomalnych
(pYES2/CT.1 i pYES2/CT.3), a w stosunku do LPC $rednig z trzech (pYES2/CT.1, pYES2/CT.2,
pYES2/CT.3), wyizolowanych z oddzielnych kolonii drozdzowych. Istotnos¢ statystyczng

wyznaczono przy uzyciu testu T Studenta, gdzie ** - p < 0,01, * - p <0,05.
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4.1.2. Aktywno$§¢ typu LPLAT (charakterystyczna dla acylotransferaz acylo-
CoA:lizofosfolipid) enzymu ,,B” kodowanego przez gen Phatr3_J11916

Testy enzymatyczne in vitro badajagce LPAAT’owg aktywno$¢ enzymu ,.B”
kodowanego przez gen Phatr3 J11916 wykazaly podwyzszong aktywnos$¢ tego enzymu
w stosunku do LPA (kwasu lizofosfatydowego) dla wszystkich czterech badanych frakcji
mikrosomalnych (uzyskanych z drozdzy pochodzacych z 4 réznych stransformowanych
kolonii) w stosunku do aktywno$ci odnotowanej dla kontroli (Rys. 8a). Kontrolng
aktywnos¢ LPAAT’owa badano dla czterech frakcji mikrosomalnych wyizolowanych
Z oddzielnych kolonii drozdzowych uzyskanych po transformacji drozdzy 4ALE] pustym
plazmidem pYES2/CT (Rys. 8c). Na Rys. 8a aktywnos¢ LPAAT’owag dla kontroli
przedstawiono w postaci $redniej z tych czterech powtdrzen (Rys. 8c). Aktywnosé
LPAAT owa (acylotransferazy typu acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy) badanego enzymu
»B” byla wyzsza od aktywnosci odnotowanej dla kontroli o okoto 48% dla frakcji
mikrosomalnej z kolonii B1, 24% dla frakcji mikrosomalnej z kolonii B2, 67% dla frakcji
mikrosomalnej z kolonii B3 i 44% dla frakcji mikrosomalnej z kolonii B4. Natomiast
statystycznie istotng aktywno$¢ LPAAT owa wykazano dla enzymu ,.B” we frakcjach
mikrosomalnych z nastepujacych kolonii ,,17, ,,3” 1,,4” (Rys. 8a).

Testy enzymatyczne sprawdzajace aktywnos$¢ enzymu ,,B” do pozostatych LPL
(lizofosfolipidow; LPE - lizofosfatydyloetanoloaminy, LPC - lizofosfatydylocholiny, LPG
- lizofosfatydyloglicerolu, LPS - lizofosfatydyloseryny) zostaly przeprowadzone
z wykorzystaniem mikrosomow izolowanych z kolonii B3, dla ktéorych wykazana
aktywno$¢ LPAAT’owa byla najwyzsza. Testy te nie odnotowaly, aby enzym ,B”
wykazywat aktywnos$¢ typu LPEAT, LPCAT, LPGAT i1 LPSAT, poniewaz aktywnos¢ dla
frakcji mikrosomalnych z kolonii B3 byla na podobnym poziomie jak aktywno$¢
odnotowana dla mikrosomow kontrolnych.

Frakcja mikrosomalna z drozdzy AALE] transformowanych pustym plazmidem
pYES2/CT wykazata o wiele nizsza aktywno$¢ enzymatyczng typu LPCAT, LPGAT
I LPSAT (o okoto 99%) niz aktywnos$¢ typu LPAAT dla mikrosoméw kontrolnych.
Natomiast aktywno$¢ LPEAT’owa zarowno dla mikrosomow kontrolnych jak
I mikrosomow z kolonii B3 byla wykryta tylko w $ladowych ilosciach (Rys. 8b).
Aktywnos¢ LPEAT owa dla mikrosoméw kontrolnych widoczna na Rys. 8b rézni si¢ od
tej na Rys. 7b; tym razem jest to aktywno$¢ $§ladowa. W testach badajacych aktywno$¢
LPLAT owa enzymu A, w tym aktywno$¢ typu LPEAT (Rys. 7b), stosowano jednak

wigksze ilosci frakcji mikrosomalnej (1 nmol mikrosomalnego PC/test); zarowno w testach
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z frakcjg mikrosomoéw kontrolnych jak i zawierajacymi badany enzym ,,A”. W testach
omawianych obecnie (zar0wno z mikrosomami kontrolnymi jak 1 mikrosomami
zawierajacymi badany enzym ,,B”) stosowano za$ tylko 0,5 nmol mikrosomalnego PC/test.

Odnotowanie znaczaco wyzszej (w trzech przypadkach statystycznie istotnej)
aktywnosci typu LPAAT w testach z fakcjami mikrosomalnymi zawierajacymi enzym ,,.B”
(kodowany przez gen Phatr3_J11916) od aktywnosci typu LPAAT w testach
Z mikrosomami kontrolnymi (odpowiednio nizsza aktywno$¢ LPAAT’owa zostata
wykazana w czterech powtdérzeniach biologicznych; Rys. 8c), wskazuje, ze gen
Phatr3_J11916 koduje enzym o aktywnosci LPAATowej. Enzym ten nazwano wstepnie
PtLPAATI.

100



a /0 - b 06 - OpYES2/CT
. P oB3
= 60 - * L 05 -

—_ E o * - E ’

O ~ l 0 —

E ¥ 50 - I £0 I

c £da 04

z g - 2%

S % 40 - 3 i

o= T £ 03 -

& g 30 1 2 g

= E =
£ 10 T 01 -

t
0 0,0 4
\C\ Q> @ F LPE LPC PG LPS
&
K\
)
c 701
£ 60 -
s £
EX 50 A
e ®
¥ 40 1
O &
< (1]
—':,g 30 4
£ 8 20 -
Q v
T 10 -
0
& o o? &8
2 2 3 )
Q*(é) Q\\é‘) *% \\‘é’

Rys. 8. Aktywnos¢ typu LPLAT (acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid) enzymu kodowanego
przez gen Phatr3 J11916, mierzona dla frakcji mikrosomalnych uzyskanych z drozdzy
pochodzacych z pojedynczych kolonii komoérkowych z transformowanych tym genem drozdzy.
Jako tlo traktowano aktywnos$¢ typu LPLAT mikrosoméw uzyskanych z drozdzy delecyjnych
AALE] transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT. a — aktywno$¢ LPAAT’owa mierzona
dla czterech roznych frakcji mikrosomalnych niosacych enzym ,,B”; substraty reakcji to kwas
lizofosfatydowy i [**C]18:1-CoA, b — aktywno$¢ LPLAT owa mierzona dla frakcji mikrosomalnej
,»B3” w stosunku do pozostatych lizofosfolipidow (LPE - lizofosfatydyloetanoloaminy, LPC -
lizofosfatydylocholiny, LPG - lizofosfatydyloglicerolu, LPS - lizofosfatydyloseryny) i [*C]18:1-
CoA stanowigcych substraty reakcji, ¢ — aktywno$¢ LPAAT owa mierzona dla czterech réznych
frakcji mikrosomalnych z drozdzy AALEI transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT
(aktywno$¢ kontrolna), substraty reakcji to kwas lizofosfatydowy i [*4C]18:1-CoA.

Wiyniki przedstawiono w postaci $redniej wraz z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczaja istotnos$é
statystyczng pomiedzy aktywnos$cig dla mikrosomow z drozdzy AALEI transformowanych pustym
plazmidem pYES2/CT a aktywnoscig dla mikrosoméw z drozdzy AALEI transformowanych plazmidem
pYES2/CT niosgcym gen Phatr3_J11916. Istotno$¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu testu T Studenta,
gdzie * - p <0,05. tr — $lady (ang. traces).
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4.1.3. Aktywno$¢ typu LPLAT (charakterystyczna dla acylotransferaz acylo-
CoA:lizofosfolipid) enzymu ,,C” kodowanego przez gen Phatr3_J40461

Testy enzymatyczne in vitro badajace LPLAT’owa aktywno$¢ enzymu ,,C”
kodowanego przez gen Phatr3_J40461 wykazaly nieco nizszg aktywno$¢ typu LPAAT dla
wszystkich powtdrzen biologicznych (C1, C2 1 C3) w poréwnaniu do aktywnosci typu
LPAAT odnotowanej dla frakcji mikrosomalnej z drozdzy kontrolnych (transformowanych
pustym plazmidem pYES2/CT). Roéznice te byly statystycznie istotne w przypadku
aktywnosci uzyskanej dla mikrosomoéw z kolonii C1 i C3 (Rys. 9a).

W kolejnych testach, w ktorych akceptorem kwaséw thuszczowych byta
lizofosfatydyloetanoloamina, podobnie jak w testach z kwasem lizofosfatydowym
(aktywnos¢ typu LPAAT), réwniez odnotowano nizszg aktywno$¢ (typu LPEAT) od
kontroli dla wszystkich trzech wariantéw mikrosoméw pochodzacych z réznych kolonii
drozdzowych uzyskanych po transformacji drozdzy AALEI plazmidami pYES2/CT
niosgcymi gen Phatr3_J40461 (Rys. 9b). Roznice w odnotowanej aktywnosci byty jednak
statystycznie nieistotne. Aktywno$¢ LPEAT owa uzyskana dla frakcji mikrosomalnych
z drozdzy transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT, byla podobna do tej
uzyskanej w testach okreslajacych aktywnos¢ LPLAT owa enzymu ,,A” (Rys. 7b). W obu
tych testach zastosowana byla taka sama ilos¢ frakcji mikrosomalnej; 1 nmol
mikrosomalnego PC/test.

W testach badajacych aktywno$¢ LPCAT’owa, w ktorych akceptorem kwaséw
tlhuszczowych  byla  lizofosfatydylocholina, mikrosomy kontrolne (z drozdzy
transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT) wykazywaly podobng aktywno$¢ jak
w testach badajacych aktywno$¢ LPEAT’owa. Aktywnos¢ LPCAT’owa enzymu ,,C”
w testach z lizofosfatydylocholing w przypadku frakcji mikrosoméw z kolonii
drozdzowych ,,1” i ,,2” nie odbiegata znaczaco od aktywnos$ci kontrolnej. Jedynie frakcje
mikrosomalne z kolonii ,,3” wykazaly troche wyzszg aktywno$¢ od aktywnosci dla
mikrosomow z drozdzy transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT, jednak nie byta
ona statystycznie istotna.

Omowione powyzej badania wskazuja, ze gen Phatr3_J40461 nie koduje
prawdopodobnie enzymow o aktywnosci typu LPLAT (acylotransferazy acylo-

CoA:lizofosfolipid).
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Rys. 9. Aktywno$¢ typu LPLAT (acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid) enzymu
kodowanego przez gen Phatr3 J40461, mierzona dla trzech réznych frakcji
mikrosomalnych uzyskanych 2z drozdzy pochodzacych z pojedynczych kolonii
komoérkowych z transformowanych tym genem drozdzy. Jako tlo traktowano aktywno$¢
typu LPLAT frakcji mikrosomalnych uzyskanych z drozdzy delecyjnych AALE]
transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT. a — aktywno$¢ (typu LPAAT) w testach
z kwasem lizofosfatydowym i [*4C]18:1-CoA, b — aktywno$é (typu LPEAT) w testach
z lizofosfatydyloetanoloaming i [**C]18:1-CoA, ¢ — aktywno$¢ (typu LPCAT) w testach
z lizofosfatydylocholing i [**C]18:1-CoA.

Wyniki przedstawiono w postaci §redniej wraz z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczaja
istotno$¢  statystyczng pomiedzy aktywnos$cia dla mikrosoméw z drozdzy AALEI
transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT a aktywnoscig dla mikrosomow z drozdzy
AALE] transformowanych plazmidem pYES2/CT niosacym gen Phatr3_J11916. Przedstawiona
aktywno$¢ kontrolna w stosunku do LPA i LPE jest $rednig z dwoch frakcji mikrosomalnych
(pYES2/CT.1, pYES2/CT.3), a w stosunku do LPC srednig z trzech (pYES2/CT.1, pYES2/CT.2,
pYES2/CT.3), wyizolowanych z oddzielnych kolonii drozdzowych. Istotno$¢ statystyczng

wyznaczono przy uzyciu testu T Studenta, gdzie * - p < 0,05.
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4.1.4. Aktywnos¢ typu LPLAT (charakterystyczna dla acylotransferaz acylo-
CoA:lizofosfolipid) enzymu ,,D” kodowanego przez gen Phatr3_J43099

Testy enzymatyczne in vitro badajagce LPLAT’owg aktywno$¢ enzymu ,,D”
kodowanego przez gen Phatr3 J43099 wykazaly statystycznie istotng aktywno$¢
LPAAT owa (acylotransferazy typu acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy) dla enzymu
kodowanego przez gen obecny we frakcji mikrosomalnej z kolonii ,,1”” (D1). Aktywnos¢ ta
byta wyzsza od aktywnosci typu LPAAT odnotowanej dla frakcji mikrosomalnej
izolowanej z drozdzy kontrolnych (wyizolowanych z drozdzy AALE1 transformowanych
pustym plazmidem pYES2/CT) o okoto 58%. Aktywnos¢ LPAAT owa odnotowana dla
mikrosoméw pochodzacych z kolonii D3 i D4 z drozdzy AALEI transformowanych
plazmidami pYES2/CT niosgcymi gen Phatr3_J43099 rowniez byta wyzsza od kontroli
(dla D3 o okoto 20%, dla D4 o okolo 11%), jednak nie na tyle aby rdznice byly
statystycznie istotne. Aktywnos¢ typu LPAAT w testach z mikrosomami pochodzacymi
zkolonii D2 byta podobna do aktywno$¢ typu LPAAT odnotowanej w testach
z mikrosomami kontrolnymi (Rys. 10a). Testy enzymatyczne in vitro badajace aktywno$¢
LPAAT’owa mikrosoméw kontrolnych z drozdzy AALEI transformowanych pustym
plazmidem pYES2/CT zostaly przeprowadzone dla czterech frakcji mikrosomalnych
wyizolowanych z oddzielnych kolonii drozdzowych, ktéorych wyniki przedstawiono na
Rys. 8c. Na Rys. 10a przedstawiono natomiast §rednig z tych czterech powtdrzen.

Kolejne testy enzymatyczne dotyczyly badania aktywno$ci enzymu ,D”
w stosunku do pozostatych lizofosfolipidow (LPE - lizofosfatydyloetanoloaminy, LPC -
lizofosfatydylocholiny, LPG - lizofosfatydyloglicerolu, LPS — lizofosfatydyloseryny).
Testy te przeprowadzano poprzez dodawanie do mieszaniny reakcyjnej frakcji
mikrosomalnej izolowanej z kolonii D1, ktérg wybrano ze wzgledu na najwyzsza z posrod
testowanych frakcji mikrosomalnych aktywno$§¢ LPAAT’owa. Wyniki tych testow nie
wskazujg, aby enzym ,D” wykazywal aktywno$§¢ do pozostatych badanych
lizofosfolipidow (LPE, LPC, LPG i1 LPS). Aktywnosci uzyskane w testach z mikrosomami
pochodzacymi z kolonii D1 byly podobne do aktywno$ci uzyskiwanych w testach
z mikrosomami kontrolnymi. Aktywno$¢ enzymatyczna typu LPCAT, LPGAT i1 LPSAT
dla mikrosomow kontrolnych byta nizsza o okoto 99% od aktywnosci typu LPAAT.
Natomiast aktywnos¢ LPEAT’owa zaréwno dla mikrosoméw kontrolnych jak
I mikrosomow z kolonii D1 byla wykryta tylko w §ladowych ilosciach. Aktywno$¢
LPLAT owa enzymu ,,.D” byla badana przy dodatku 0,5 nmol mikrosomalnego PC do

mieszaniny reakcyjnej, tak samo jak w przypadku testoéw okreslajacych aktywnos$¢
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LPLAT’ owg enzymu ,,B”. W obu tych przypadkach aktywno$§¢ LPEAT owa byla §ladowa
(Rys. 8b i Rys. 10b) w odroznieniu od aktywno$ci LPEAT owej odnotowanej w testach
badajacych aktywnos$¢ enzymu ,A” 1 ,C”, gdzie do testow dodawano 1 nmol
mikrosomalnego PC (Rys. 7a i Rys. 9a).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze gen Phatr3 J43099 moze kodowaé enzym
0 aktywnosci LPAAT owej gdyz aktywnos¢ frakcji mikrosomalnej z kolonii drozdzowych
D1 byla wyzsza od aktywnosci dla kontrolnej frakcji mikrosomalnej o ponad potowe
| statystycznie istotna. W dodatku mikrosomy uzyskane z kolonii D2 i D4 rowniez
wykazywaty aktywno$¢ typu LPAAT wyzsza od aktywnosci wykazywanej przez
mikrosomy kontrolne. W zwigzku z tym podjeto decyzje o dalszym badaniu enzymu ,,D”,

chociazby w kierunku jego aktywnosci do innych donoréw kwasow thuszczowych np.

[14C]16:0-CoA.
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Rys. 10. Aktywno$¢ typu LPLAT (acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid) enzymu
kodowanego przez gen Phatr3_J43099, mierzona dla frakcji mikrosomalnych uzyskanych
z drozdzy pochodzacych z pojedynczych kolonii komérkowych z transformowanych tych
genem drozdzy. Jako tto traktowano aktywnos$¢ typu LPLAT mikrosoméw uzyskanych
z drozdzy delecyjnych AALE1 transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT. a —
aktywno$¢ LPAAT owa mierzona dla czterech roznych frakcji mikrosomalnych niosacych
enzym ,,D”; substraty reakcji to kwas lizofosfatydowy i [1*C]18:1-CoA, b — aktywnos$é
enzymatyczna typu LPLAT frakcji mikrosomalnej ,,D1” w stosunku do pozostalych
lizofosfolipidow (LPE - lizofosfatydyloetanoloaminy, LPC -lizofosfatydylocholiny, LPG -

lizofosfatydyloglicerolu, LPS - lizofosfatydyloseryny) i [14C]18:1-CoA.

Wyniki przedstawiono w postaci §redniej wraz z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczaja
istotno$¢  statystyczng pomiedzy aktywnos$cia dla mikrosoméw z drozdzy AALEI
transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT a aktywnoscig dla mikrosomow z drozdzy
AALE] transformowanych plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3_J43099. Istotnos¢
statystyczng wyznaczono przy uzyciu testu T Studenta, gdzie * - p < 0,05. tr — §lady (ang. traces).

4.1.5. Aktywno§¢ typu LPLAT (charakterystyczna dla acylotransferaz acylo-
CoA:lizofosfolipid) enzymu ,,F” kodowanego przez gen Phatr3_J20460

Testy enzymatyczne in vitro badajagce LPLAT’owg aktywnos$¢ enzymu ,F”
kodowanego przez gen Phatr3_J20460 wykazaly podwyzszong aktywno$¢ LPAAT owa
(acylotransferazy typu acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy) jedynie dla enzymu obecnego we
frakcji mikrosomalnej z kolonii ,,2” (F2). Aktywnos$¢ ta byla wyzsza od aktywnosci typu
LPAAT odnotowanej dla kontroli (frakcja mikrosomalna z drozdzy A4ALE]
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transformowanych pustymi plazmidami pYES2/CT) o okolo 71% i byla statystycznie
istotna. Aktywno$¢ typu LPAAT odnotowana dla mikrosomow pochodzacych z kolonii F1
drozdzy AALE1 transformowanych plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3 J54709
byta podobna do aktywnos$ci odnotowanej dla frakcji mikrosomalnej z drozdzy
kontrolnych. Natomiast aktywno$¢ LPAAT owa dla mikrosomow pochodzacych z kolonii
F3 byta nizsza od aktywno$ci uzyskanej dla mikrosomow kontrolnych o okoto 77%.
Roznica ta byla statystycznie istotna (Rys. 11a).

Kolejne testy dotyczace badan z zastosowaniem lizofosfatydyloetanoloaminy,
wykazaly bardzo wysoka aktywno$¢ enzymu ,F” do tego lizofosfatydylolipidu, dla
wszystkich trzech badanych frakcji mikrosomalnych pochodzacych z kolonii drozdzowych
F1, F2 i F3. Najwyzszg aktywno$s¢ LPEAT owa odnotowano dla frakcji mikrosomalnej
wyizolowanej z kolonii F1, nast¢pnie z kolonii F2 i najnizsza z kolonii F3. Pomimo, ze
uzyskana aktywnos$¢ LPEAT owa dla mikrosomow uzyskanych z poszczegdlnych kolonii
drozdzowych roznita si¢ do$¢ znaczaco to we wszystkich trzech przypadkach byta ona
statystycznie wysoko istotna w porownaniu do aktywnosci LPEAT owej odnotowanej dla
kontroli (frakcja mikrosomalna z drozdzy A4ALE1 transformowanych pustym plazmidem
pYES2/CT). Odnotowana aktywnos$¢ typu LPEAT w testach z wykorzystaniem frakcji
mikrosomalnej z drozdzy kontrolnych byta o okoto 97% nizsza od aktywnosci typu
LPAAT (Rys. 11b).

Nastepne testy dotyczyty okreslenia aktywnos$ci typu LPCAT (acylotransferazy
acylo-CoA:lizofosfatydylocholina) dla enzymu ,,F”, ktora rowniez okazata si¢ by¢ bardzo
wysoka dla wszystkich trzech badanych frakcji mikrosomalnych (F1, F2 i F3). W testach,
w ktérych Zrodtem enzymow byla frakcja mikrosomalna F1, aktywnos¢ LPCAT owa byla
najwyzsza 1 statystycznie bardzo wysoko istotna. Aktywnos¢ LPCAT’owa dla
mikrosomow pochodzacych z kolonii drozdzowych F2 i1 F3 byla juz nizsza od tej
uzyskanej dla F1, jednak w porownaniu do kontroli aktywnosci te byty nadal bardzo
wysokie 1 statystycznie wysoko istotne. W testach, w ktorych jako akceptor kwaséw
thuszczowych zastosowano lizofosfatydylocholing odnotowana aktywnos$¢ dla frakceji
mikrosomalnej z drozdzy kontrolnych byla na zbliZonym poziomie jak odnotowana
weczesniej aktywnos¢ typu LPEAT (Rys. 11c).

Ze wzgledu na bardzo wysoka aktywnos¢ LPEAT owa 1 LPCAT owg badanego
enzymu ,F”, przeprowadzono kolejne badania majace na celu sprawdzenie
preferencyjnosci tego enzymu do lizofosfatydylocholiny i lizofosfatydyloetanoloaminy,

dodawanych razem do jednej mieszaniny reakcyjnej. Testy te przeprowadzono
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z wykorzystaniem frakcji mikrosomalnej uzyskanej z kolonii F3. W wyniku
przeprowadzonych testow odnotowano, ze enzym kodowany przez gen Phatr3_J20460
posiada  znacznie wyzsza preferencj¢ do  lizofosfatydylocholiny niz  do
lizofosfatydyloetanoloaminy, zarowno w tescie, w ktérym dodano do jednej mieszaniny
reakcyjnej po 5 nmoli LPE i LPC jak i w teScie w ktorym dodano po 2,5 nmola LPE i LPC.
Aktywnos$¢ enzymu ,,F” do lizofosfatydyloetanoloaminy w tych testach stanowita tylko
okoto 4% aktywnos$ci odnotowanej dla lizofosfatydylocholiny, gdy dodano po 5 nmoli
LPE i LPC do jednej mieszaniny reakcyjnej. W przypadku, gdy do mieszaniny reakcyjnej
dodano 2,5 nmol LPE i LPC, aktywno$¢ uzyskana do lizofosfatydyloetanoloaminy
stanowita okoto 6% aktywnos$ci odnotowanej dla lizofosfatydylocholiny (Rys. 12).
Uzyskane wyniki jasno wskazuja, ze gen Phatr3_J20460 koduje enzym
0 aktywnosci typu LPCAT (acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfatydylocholina). Co
prawda pierwsze testy sprawdzajace aktywnos¢ enzymu ,,F” wykazaty podobnie bardzo
wysoka aktywno$s¢ LPEAT’owa jak i LPCAT’owa, jednak kolejne testy badajace
preferencyjnos$¢ tego enzymu, przy dodatku do jednej mieszaniny reakcyjnej zarowno LPE
1 LPC, odnotowaty bardzo wysoka preferencje enzymu ,,F” do lizofosfatydylocholiny.
W zwiazku z tym enzym ten nazwano PtLPCATL1 i poddano dalszym analizom takim jak
optymalizacja warunkoéw reakcji (stezenie mikrosoméw, czas reakcji, wptyw jonow
obecnych w mieszaninie reakcyjnej, wplyw pH) czy badania specyficznos$ci substratowej
w kierunku nie tylko akceptorow kwasdéw ttuszczowych, ale takze donorow kwasow

thuszczowych (badania te bedg prezentowane/omawiane w dalszej czesci pracy).
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Rys. 11. Aktywno$¢ typu LPLAT (acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid) enzymu
kodowanego przez gen Phatr3_J20460, mierzona dla trzech réznych frakcji
mikrosomalnych uzyskanych z drozdzy pochodzacych z pojedynczych kolonii
komoérkowych z transformowanych tym genem drozdzy. Jako tlo traktowano aktywno$¢
typu LPLAT mikrosoméw uzyskanych z drozdzy delecyjnych 4ALE1 transformowanych
pustym plazmidem pYES2/CT. a — aktywno$¢ w testach z kwasem lizofosfatydowym
i [1*C]18:1-CoA (typu LPAAT), b — aktywnos$é w testach z lizofosfatydyloetanoloaming
i [}*C]18:1-CoA (typu LPEAT), ¢ — aktywno$¢ w testach z lizofosfatydylocholing
i [1*C]18:1-CoA (typu LPCAT).

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej wraz z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczaja
istotno$¢  statystyczng pomiedzy aktywnos$cia dla mikrosoméw <z drozdzy AALEI
transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT a aktywnoscig dla mikrosomow z drozdzy
AALE] transformowanych plazmidem pYES2/CT niosgcym gen Phatr3_J20460. Istotnos¢
statystyczng wyznaczono przy uzyciu testu T Studenta, gdzie *** - p < 0,001, ** - p < 0,01, * -p <
0,05.
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Rys. 12. Preferencja enzymu kodowanego przez gen Phatr3_J20460 do
lizofosfatydyloetanoloaminy i lizofosfatydylocholiny, mierzona w testach z frakcja
mikrosomalng uzyskang z kolonii drozdzy F3 transformowanych tym genem. Pierwsze
dwa stupki (od lewej) przedstawiajg aktywnos$¢ enzymu ,,F” do lizofosfatydylocholiny
i lizofosfatydyloetanoloaminy, dodawanych osobno do mieszanin reakcynych w stezeniu
5 nmoli/test. Kolejne dwa stupki przedstawiajg preferencje/wykorzystywanie LPC 1 LPE
przez enzym ,,F” w testach, w ktorych w mieszaninie reakcyjnej byly obecne zaréwno
czasteczki lizofosfatydylocholiny (LPC) jak i lizofosfatydyloetanoloaminy (LPE),
w stezeniu 5 nmoli LPE 1 5 nmoli LPC/test, lub 2,5 nmola LPE 1 2,5 nmola LPC/test.
Donorem kwaséw ttuszczowych w reakcji byt [**C]18:1-CoA. Nad stupkami umieszczono
skrécong nazwe produktu reakcji (PC- fosfatydylocholina, PE-fosfatydyloetanoloamina).

Wyniki przedstawiono w postaci sredniej wraz z odchyleniem standardowym.

4.1.6. Aktywno$¢ typu LPLAT (charakterystyczna dla acylotransferaz acylo-
CoA:lizofosfolipid) enzymu ,,G” kodowanego przez gen Phatr3_J48640

Testy enzymatyczne in vitro badajace LPLAT’owag aktywno$¢ enzymu ,,G”
kodowanego przez gen Phatr3_J48640 odnotowaly nieco wyzsza aktywnos¢ LPAAT owa
(acylotransferazy typu acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy) dla enzymu kodowanego przez
ten gen obecnego we frakcji mikrosomalnej z kolonii ,,3” (G3). Aktywnos¢ ta byta wyzsza
od aktywnosci typu LPAAT odnotowanej dla kontroli (frakcja mikrosomalna z drozdzy
AALE] transformowanych pustym plazmidami pYES2/CT) o okoto 6% 1 nie byla
statystycznie istotna. Pozostale frakcje mikrosomalne (z kolonii G1 i G2) wykazaly nizsza
aktywno$¢ LPAAT owa od aktywnosci odnotowanej dla frakcji mikrosomalnej z drozdzy

kontrolnych. Réznice te byty statystycznie istotne (Rys. 13a).
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W testach, w  ktorych akceptorem kwasow  tluszczowych  byta
lizofosfatydyloetanoloamina, aktywno$¢ LPEAT owa badanego enzymu ,,G” byla nizsza
od aktywnosci kontrolnej dla dwoéch frakcji mikrosomalnych; z kolonii G2 1 G3.
Odnotowana aktywno$¢ dla mikrosoméw G2 byla statystycznie istotna w stosunku do
aktywnosci odnotowanej dla mikrosoméw z kolonii drozdzy AALE1 transformowanych
pustym plazmidem pYES2/CT. Z kolei dla mikrosomow G3 aktywno$¢ LPEAT’owa
odnotowano tylko w §ladowych ilo$ciach. Natomiast aktywnos$¢ odnotowana dla frakcji
mikrsosomalnych z kolonii GI byla na podobnym poziomie jak aktywno$¢ dla
mikrosomow kontrolnych i nie byla statystycznie istotna. Odnotowana aktywnos$¢ typu
LPEAT dla frakcji mikrosomalnych z drozdzy kontrolnych byta o okoto 99% nizsza niz
ich aktywnos¢ typu LPAAT (Rys. 13b).

W kolejnych testach okreslono aktywnos$¢ typu LPCAT (acylotransferazy acylo-
CoA:lizofosfatydylocholina) enzymu ,,G” poprzez zastosowanie lizofosfatydylocholiny
jako akceptora kwasoéw thuszczowych. W testach tych enzym kodowany przez gen
Phatr3_J48640 wykazal nizsza aktywno$¢ niz aktywnos$¢ dla frakcji mikrosomalnych
z drozdzy 4ALE] transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT. Obnizona aktywno$¢
LPCAT owa uzyskana w testach z frakcja mikrosomalng z kolonii G1 nie byla jednak
statystycznie istotna. Natomiast aktywnos$¢ typu LPCAT dla frakcji mikrosomalnych
Z kolonii G2 1 G3 odnotowano tylko w $ladowych ilo$ciach. Odnotowana aktywno$¢ typu
LPCAT dla frakcji mikrosomalnych z drozdzy AALEI transformowanych pustym
plazmidem pYES2/CT byta na podobnym poziomie jak ich aktywnos¢ typu LPEAT (Rys.
13c).

Uzyskane wyniki dajg podstawe¢ do stwierdzenia, ze gen Phatr3_J48640 nie
koduje prawdopodobnie enzyméw o aktywnosci typu LPLAT (acylotransferazy acylo-
CoA:lizofosfolipid), poniewaz odnotowane aktywnosci byly nizsze od aktywnoS$ci
wykazywanej przez mikrosomy z drozdzy kontrolnych lub na podobnym poziomie.

Odnotowywanie  obnizonych aktywnosci w testach z mikrosomami
z transformowanych drozdzy w poréwnaniu do tego typu testow z mikrosomami
kontrolnymi moze $§wiadczy¢, ze przeprowadzona/przeprowadzone transformacje
wptywaly na endogenng acylotransferaze drozdzowa - SLC - obecng w tych drozdzach.
Sposéb tego oddzialywania nie jest obecnie znany. Mozna jedynie rozwaza¢ mozliwos¢
takiego wplywu poprzez produkty wprowadzanych genoéw, obecnie jednak

niezidentyfikowane.
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Rys. 13. Aktywno$¢ typu LPLAT (acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid) enzymu
kodowanego przez gen Phatr3_J48640, mierzona dla trzech r6znych frakcji
mikrosomalnych uzyskanych z drozdzy pochodzacych z pojedynczych kolonii
komoérkowych z transformowanych tym genem drozdzy. Jako tlo traktowano aktywnos$¢
typu LPLAT mikrosoméw uzyskanych z drozdzy delecyjnych 4ALE1 transformowanych
pustym plazmidem pYES2/CT. a — aktywno$¢ w testach z kwasem lizofosfatydowym
i [1*C]18:1-CoA (typu LPAAT), b — aktywnos$é w testach z lizofosfatydyloetanoloaming
i [}*C]18:1-CoA (typu LPEAT), ¢ — aktywno$¢ w testach z lizofosfatydylocholing
i [1*C]18:1-CoA (typu LPCAT).

Wyniki przedstawiono w postaci §redniej wraz z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczaja
istotno$¢  statystyczng pomiedzy aktywnos$cia dla mikrosoméw z drozdzy AALE]
transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT a aktywno$cig dla mikrosoméw z drozdzy
AALE] transformowanych plazmidem pYES2/CT niosgcym gen Phatr3_J48640. Istotnos¢
statystyczng wyznaczono przy uzyciu testu T Studenta, gdzie ** - p < 0,01, * - p < 0,05. tr — $lady

(ang. traces).
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4.2. Charakterystyka reakcji enzymatycznych in vitro katalizowanych przez enzymy
LPAAT (acylotransferaza acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy) kodowane przez geny
Phatr3_J11916 oraz Phatr3 J43099 sklonowane z okrzemka Phaeodactylum
tricornutum

W rozdziale 4.1.2. i 4.1.4. przedstawiono wstepne wyniki badan dotyczacych
aktywnosci dwoch enzyméw wstgpnie okreslonych jako enzymy typu LPLAT,
kodowanych przez geny Phatr3_J11916 i Phatr3_J43099. Reakcje enzymatyczne in vitro,
ktore przeprowadzono w tych wstepnych badaniach dotyczyly aktywnosci tych enzymow
w stosunku do roznych lizofosfolipidow (akceptorow kwasow tluszczowych)
w kombinacji z [**C]18:1-CoA (donor kwaséw thiszczowych). Powyzsze testy pozwolity
na scharakteryzowanie enzymu kodowanego przez gen Phatr3 J11916 jako enzymu typu
LPAAT (acylotransferaza acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy) oraz nadanie mu nazwy
PtLPAAT1. Natomiast enzym kodowany przez gen Phatr3 J43099 uznano za
prawdopodobnie bedacy enzymem typu LPAAT (pdzniej nazywany w niniejszym
rozdziale, jako PtLPAAT2), ktory wymaga przeprowadzenia dalszych badan
pozwalajacych na doktadniejsze poznanie jego funkcji.

W niniejszym rozdziale przedstawiono kontynuacje badan nad enzymami
PtLPAAT1 i PtLPAAT?2. Badania te dotyczyly specyficznosci substratowej tych enzymow
w testach z [**C]16:0-CoA (donor kwaséw thuszczowych) i réznymi akceptorami kwasow
thuszczowych, specyficznosci substratowej w stosunku do réznych donorow kwasow
thuszczowych w testach z wykorzystaniem [**C]18:1-LPA jako akceptora kwasow
thuszczowych oraz wpltywu réznych warunkow reakcji (wptyw temperatury, pH buforu,

stezenia jondw wapnia i magnezu) na ich aktywnos¢.

4.2.1. Specyficzno$¢ substratowa enzymoéw typu LPAAT (acylotransferazy acylo-
CoA:kwas lizofosfatydowy) kodowanych przez geny Phatr3 J11916 oraz
Phatr3_J43099 sklonowane z okrzemka Phaeodactylum tricornutum

Testy enzymatyczne in vitro badajace aktywno$¢ oraz specyficzno$¢ substratowa
enzymoéw PILPAATL1 (kodowany przez gen Phatr3 J11916) i PtLPAAT2 (kodowany
przez gen Phatr3_J43099) w stosunku do [**C]16:0-CoA (donor kwaséw thiszczowych)
i 18:1-LPA (akceptor kwasow tluszczowych; Rys. 14) potwierdzily ich aktywnos¢
LPAAT owa, wczesniej wykazang w testach z [*4C]18:1-CoA w kombinacji z 18:1-LPA
(rozdziat 4.1.2. 1 4.1.4.). W obecnie prezentowanych wynikach testow, w ktorych donorem

kwasow thiszczowych byt [1*C]16:0-CoA, odnotowano statystycznie istotna aktywno$é
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LPAAT’ owga dla enzymu PtLPAAT1 kodowanego przez gen Phatr3_J11916 w przypadku
wszystkich czterech badanych frakcji mikrosomalnych (uzyskanych z transformowanych
drozdzy pochodzacych z pojedynczych kolonii komérkowych) w stosunku do aktywnosci
typu LPAAT odnotowanej dla kontroli (endogenna drozdzowa acylotransferaza Slcl).
Aktywnos¢ LPAAT’owa (acylotransferazy typu acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy)
wykazywana przez enzym PtLPAAT1 byla wyzsza od aktywnosci odnotowanej dla
kontroli o okoto 96% dla frakcji mikrosomalnej (uzyskanej z drozdzy pochodzacych)
z kolonii ,,1”, o okoto 48% dla frakcji mikrosomalnej z kolonii ,,2”, o okoto 105% dla
frakcji mikrosomalnej z kolonii ,,3” i o okoto ,,89% dla frakcji mikrosomalnej z kolonii
»4”. (Rys. 14a). Kontrolna aktywnos¢ LPAAT owa rowniez zostata zbadana dla czterech
frakcji mikrosomalnych wyizolowanych z drozdzy pochodzacych z oddzielnych kolonii
uzyskanych po transformacji drozdzy AALE1 pustym plazmidem pYES2/CT (Rys. 14c).
Na Rys. 14a oraz 14b aktywno$¢ LPAAT’owa dla kontroli zostata przedstawiona
W postaci $redniej z tych czterech powtorzen.

Testy enzymatyczne sprawdzajace aktywnos¢ LPAAT owa enzymu PILPAAT2
kodowanego przez gen Phatr3_J43099 przy zastosowaniu [**C]16:0-CoA jako donora
kwasow thuszczowych wykazaly aktywnos¢ wyzsza od kontrolnej (wykazywanej przez
endogenny Slcl) dla trzech frakcji mikrosomalnych; pochodzacych z drozdzy uzyskanych
z kolonii ,,17, ,,3” i ,,4”, odpowiednio o okoto 70%, 36% i 41%. Aktywnosci te byly
statystycznie istotne dla wszystkich trzech wymienionych frakcji mikrosomalnych.
Aktywnos¢ enzymu PtLPAAT2 odnotowana dla frakcji mikrosomalnej wyizolowanej
z drozdzy pochodzacych z kolonii ,,2” byla natomiast na podobnym poziomie jak

aktywno$¢ odnotowana dla kontroli (Rys. 14b).

114



a 50 b 50 -
g 43 o 45 A
— £ ‘= |
ED 40 5 E 40
c & 35 ER 35
.
£ &30 < ©30
—_ c o o
¥ w25 O£ 25
5§20 S £20
£815 g§ 15
E 10 *é‘ 10
5 5
0 0
A A AL Ad ak
P20 R L L S L
o Qx\?wqxx"wqxx‘? Qxx‘?w ot
50 -
¢ & 45 =
5 £ 40 4
E& 35 -
~ O
£ ¥ 207
T2
= £ 20 1 | I I
g 3 15 1
22 10 A
E 5 _
0
pY
oS gTe L Te ERTo S
s’L\ 51\ o S’L\
P& & T g

Rys. 14. Aktywno$¢ typu LPAAT (acylotransferazy acylo-CoA:kwas fosfatydowy)
enzymu kodowanego przez gen Phatr3_J11916 (PtLPAAT1) oraz gen Phatr3_J43099
(PtLPAAT?2), mierzona dla frakcji mikrosomalnych uzyskanych z drozdzy pochodzacych
z pojedynczych kolonii komérkowych z transformowanych tych genem drozdzy. Jako tto
traktowano aktywnos$¢ typu LPAAT mikrosomow uzyskanych z drozdzy delecyjnych
AALE] transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT. Substraty reakcji to: 18:1-LPA
(kwas lizofosfatydowy) i [**C]16:0-CoA. a — aktywno$¢ LPAAT’owa mierzona dla
czterech roéznych frakcji mikrosomalnych niosacych enzym PtLPAATL, b — aktywnos¢
LPAAT owa mierzona dla czterech réznych frakcji mikrosomalnych niosacych enzym
PtLPAAT2, ¢ - aktywnos¢ LPAAT’owa mierzona dla czterech roznych frakcji
mikrosomalnych uzyskanych z drozdzy AALEI transformowanych pustym plazmidem
pYES2/CT (kontrola).

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej wraz z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczaja istotnosc
statystyczng pomiedzy aktywnos$cig dla mikrosomow z drozdzy AALEI transformowanych pustym
plazmidem pYES2/CT a aktywnoscig dla mikrosoméw z drozdzy AALEI transformowanych plazmidem
pYES2/CT niosacym gen Phatr3_J11916 lub gen Phatr3 J43099. Istotnos$¢ statystyczng wyznaczono przy
uzyciu testu T Studenta, gdzie * - p < 0,05.
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Analiza specyficzno$ci substratowej enzymow PtLPAAT1 i PtLPAAT2
w stosunku do innych akceptoréw kwasoéw tluszczowych takich jak: sn-1-18:1-LPE, sn-1-
18:1-LPC, sn-1-18:1-LPG i sn-1-18:1-LPS (dodawanych do mieszanin reakcyjnych
osobno — jeden akceptor/jeden test) w kombinacji z [*4C]16:0-CoA wykazata, ze enzymy
te charakteryzuja si¢ podwyzszong aktywnoscig nie tylko w testach z kwasem
lizofosfatydowym (LPA) ale rowniez w testach z lizofosfatydyloetanoloaming (LPE) czy
w przypadku enzymu PtLPAAT1 roéwniez w testach z lizofosfatydyloseryng (LPS).
Jednakze aktywnos$ci uzyskiwane w tych testach byly o wiele nizsze (o ponad 90%) niz
aktywnosci wykazywane przez te enzymy w testach z kwasem lizofosfatydowym,
w zwigzku z czym uznano, ze gléwna funkcja enzymow PtLPAATL i PtLPAAT2 jest
synteza kwasu fosfatydowego (PA). Poréwnujac jednak aktywnos¢ LPEAT’owa czy
LPSAT’owa enzymow PtLPAAT1 i PtLPAAT2 kodowanych przez geny pochodzace
z P. tricornutum do aktywnosci uzyskanej w tego typu testach z mikrosomami kontrolnymi
(aktywnos¢ w drozdzach 4ALE] endogennego enzymu Slcl) mozna odnotowac, ze enzym
PtLPAAT1 wykazal aktywnos¢ LPEAT’owa, wyzsza od aktywno$ci odnotowanej dla
kontroli o okolo 122%, natomiast enzym PtLPAAT2 wyzsza o okoto 25%. Odnotowana
podwyzszona aktywnos¢ LPEAT’owa wykazywana przez PtLPAATI1 byta statystycznie
istotna. Aktywno$¢ enzymatyczna typu LPSAT byta wyzsza (o okoto 43%) od aktywnosci
tego typu uzyskanej dla kontroli jedynie w przypadku enzymu PtLPAATL i nie byla
statystycznie istotna. Nie odnotowano natomiast, aby enzymy PtLPAAT1 i PtLPAAT2
wykazywaty aktywnos$¢ typu LPCAT czy LPGAT oraz aby enzym PtLPAAT2 wykazywat
aktywnos$¢ typu LPSAT. Aktywno$ci w tego typu testach byly mniejsze od aktywnos$ci
odnotowanych dla kontroli. Odnotowane aktywnosci typu LPCAT dla enzymow
PtLPAATL i PtLPAAT?2 byty nizsze od aktywnos$ci odnotowanej dla kontroli odpowiednio
o okolo 28% 1 55%; aktywnos$ci typu LPGAT odpowiednio o okolo 55% 1 52%.
Statystycznie istotna, byta nizsza aktywno$¢ typu LPGAT wykazywana przez mikrosomy
niosgce enzym PtLPAATI1 oraz aktywnos$¢ zarowno LPCAT jak 1 LPGAT wykazywana
przez mikrosomy niosace enzym PtLPAAT2. Z kolei aktywnos¢ typu LPSAT odnotowana
dla enzymu PtLPAAT?2 byta nizsza od aktywnosci odnotowanej dla kontroli o okoto 39%
i nie byla statystycznie istotna (Rys. 15). Wyniki te pokazuja wiec, ze endogenna
aktywno$¢ wykazywana przez Slcl byla modyfikowana przez przeprowadzone

transformacje.
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Rys. 15. Aktywno$¢ typu LPLAT (acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid) enzymu
PtLPAAT1 (kodowanego przez gen Phatr3 J11916) oraz enzymu PtLPAAT2
(kodowanego przez gen Phatr3_J43099) w stosunku do czterech réznych lizofosfolipidow
(akceptorow  kwasow  tluszczowych;  LPE-lizofosfatydyloetanoloaminy,  LPC-
lizofosfatydylocholiny, LPG-lizofosfatydyloglicerolu, LPS-lizofosfatydyloseryny)
dodawanych do mieszanin reakcyjnych osobno. Jako tto traktowano aktywno$é typu
LPLAT enzymow obecnych w frakcjach mikrosomalnych uzyskanych z drozdzy
delecyjnych 44LE1 transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT. Jako donor reszt
acylowych w omawianych testach, wykorzystano [**C]16:0-CoA.

Aktywno$¢ enzymu PtLPAAT1 mierzono dla frakcji mikrosomalnej uzyskanej z drozdzy pochodzacych
z pojedynczej kolonii komorkowej ,,3”, a enzymu PtLPAAT2 z kolonii komdrkowej ,,1”. Aktywnos$¢
kontrolng zmierzono dla dwodch réznych frakeji mikrosomalnych (pYES2/CT.1 i pYES2/CT.3)
i przedstawiono w postaci $redniej. Wykres przedstawia usrednione wyniki wraz z odchyleniem
standardowym. Asteryksy oznaczaja istotno$¢ statystyczna pomiedzy aktywnoscia dla mikrosomow z
drozdzy AALE1 transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT a aktywnoscig wykazywang przez frakcje
mikrosomalne z drozdzy AALE1 transformowane plazmidem pYES2/CT niosgcym gen Phatr3_J11916 lub

Phatr3_J43099. Istotnos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu testu T Studenta, gdzie ** - p < 0,01, * - p <
0,05.

Kolejne badanie z zakresu specyficznosci substratowej enzymow PtLPAAT1
| PtLPAAT?2, dotyczylo przeanalizowania aktywnosci tych enzymow w stosunku do
siedemnastu réznych donorow kwasow tluszczowych, tj. tioestrow tych kwasow
thuszczowych z koenzymem A (acylo-CoA). Akceptorem kwasow thuszczowych w tych
testach byl sn-1-[**C]18:1-LPA. Analiza ta wykazata znaczne roznice specyficznosci,
w stosunku do testowanych acylo-CoA, pomiedzy enzymem PtLPAAT1 a PtLPAAT2. Dla

lepszego zobrazowania faktycznej aktywno$ci enzymatycznej wykazywane] przez
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PtLPAAT1 oraz PtLPAAT2 w stosunku do poszczegdlnych acylo-CoA, dane
przedstawiono na dwa sposoby. Rys. 16a przedstawia aktywno$¢ typu LPAAT we
frakcjach mikrosomalnych pochodzacych z drozdzy transformowanych genami
sklonowanymi z P. tricornutum, kodujagcymi badane enzymy, bez odjetej aktywnoS$ci
kontrolnej typu LPAAT (wykazywanej przez endogenng drozdzowg acylotransferaze Sic1l,;
na wykresie aktywno$¢ ta oznaczona jest, jako pYES2/CT). Natomiast Rys. 16b i Rys. 16¢
przedstawiajg aktywnosci badanych enzyméow (w stosunku do testowanych acylo-CoA) po
odjeciu aktywnosci kontrolnej. Pomimo iz przeprowadzone transformacje mogly wplywaé
w pewien sposob réwniez na aktywnos$¢ typu LPAAT wykazywang przez endogenny
LPAAT — Sicl, wydaje si¢, ze wyniki przedstawione na tych rysunkach oddaja preferencje
badanych enzymdéw w sposob najbardziej zblizony do ich rzeczywistych preferencji
w stosunku do r6znych acylo-CoA.

Po odjeciu aktywnosci kontrolnej typu LPAAT, enzym PtLPAAT1 wykazywat
najwyzszg preferencje w stosunku do 18:4-CoA n-3. Preferencje PtLPAAT1 w stosunku
do pozostalych testowanych acylo-CoA, od najlepiej do najstabiej wykorzystywanych,
przedstawialy si¢ nastgpujaco: 18:2-CoA n-6, 20:3-CoA n-3, 18:3-CoA n-3, 18:1-CoA n-9,
16:0-CoA, 20:4-CoA n-6, 18:3-CoA n-6, 20:4-CoA n-3, 16:1-CoA n-7, 20:5-CoA n-3,
14:0-CoA, 24:1-CoA, 18:0-CoA, 22:6-CoA n-3, 20:0-CoA, 24:0-CoA. Aktywnosé
badanego enzymu w stosunku do 18:2-CoA n-6, 20:3-CoA n-3, 18:3-CoA n-3 oscylowata
pomigdzy 84% a 76% najwyzszej aktywnosci odnotowanej w stosunku do 18:4-CoA n-3;
zwigkszona aktywno$¢ w porownaniu do kontroli wykazywana w testach z ich uzyciem
byta we wszystkich trzech przypadkach statystycznie istotna. Z kolei aktywno$¢
PtLPAAT1 wykazywana w testach z 18:1-CoA n-9, 16:0-CoA, 20:4-CoA n-6, 18:3-CoA
n-6, 20:4-CoA n-3, 16:1-CoA n-7, 20:5-CoA n-3 wynosita pomigdzy 65% a 30%
aktywnosci odnotowanej do 18:4-CoA n-3; dla tej grupy donorow kwasoéw ttuszczowych
aktywno$¢ enzymu PtLPAATI byla rowniez statystycznie istotna oprocz testow z 16:1-
CoA n-7 i 20:5-CoA n-3. Najnizszg preferencje PtLLPAAT1 odnotowano w stosunku do
14:0-CoA, 24:1-CoA, 18:0-CoA, 22:6-CoA n-3, 20:0-CoA, 24:0-CoA. Aktywnos$¢ typu
LPAAT w testach z tymi acylo-CoA, wahata si¢ pomigdzy 24% a 10% najwyzszej
aktywnosci odnotowanej W testach z 18:4-CoA n-3 i nie byla statystycznie istotna (Rys.
16b).

Drugi badany enzym typu LPAAT (PtLPAAT2) wykazywat inne preferencje
w stosunku do badanych donorow kwaséw thuszczowych. Najlepiej akceptowanym acylo-

CoA byt 18:1-CoA n-9, w stosunku do ktérego aktywnos¢ PtLPAAT?2 byla statystycznie
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istotna. Kolejnymi acylo-CoA (wymienione w kolejnosci malejacej, w stosunku do nich,
preferencji enzymu PtLPAAT?2) akceptowanymi przez enzym byty: 18:4-CoA n-3, 20:3 n-
3-CoA, 18:0-CoA, 20:4-CoA n-6, 20:5-CoA n-3, 16:0-CoA, 22:6-CoA n-3, 24:1-CoA,
16:1-CoA n-7, 18:3-CoA n-3, 20:0-CoA, 24:0-CoA, 18:2-CoA n-6, 14:0-CoA, 20:4-CoA
n-3-CoA, 18:3-CoA n-6. Odnotowana aktywnos¢ PtLPAAT2 w stosunku do 18:4-CoA n-
3, 20:3 n-3-CoA, 18:0-CoA, 20:4-CoA n-6, 20:5-CoA n-3, 16:0-CoA, 22:6-CoA n-3, 24:1-
CoA, 16:1-CoA n-7 oscylowata pomiedzy 57% a 33% najwyzsze] aktywnoSci
odnotowanej w testach z 18:1-CoA n-9; w tej grupie badanych acylo-CoA statystycznie
istotng aktywno$¢ odnotowano jedynie w stosunku do 18:4-CoA n-3 i 16:0-CoA.
Najnizszg preferencj¢, PILPAAT2 wykazywal w stosunku do 18:3-CoA n-3, 20:0-CoA,
24:0-CoA, 18:2-CoA n-6, 14:0-CoA, 20:4-CoA n-3-CoA, 18:3-CoA n-6. Aktywnos¢
w testach z tymi acylo-CoA wahata si¢ pomigdzy 16% a 5% aktywnos$ci odnotowanej
w stosunku do 18:1-CoA n-9 i nie byla statystycznie istotna (Rys. 16a i c).

Najwicksze roznice w preferencjach w stosunku do donoréw kwasow
thuszczowych (acylo-CoA) pomiedzy enzymami PILPAATL i PtLPAAT?2 dotyczyty takich
acylo-CaA jak: 18:2-CoA n-6, 18:3-CoA n-3, 18:3-CoA n-6 i 20:4-CoA n-6. Aktywno$¢
enzymu PtLPAAT2 w stosunku do tych donoréw kwaséw tluszczowych stanowita tylko
okoto 7-17% aktywno$ci enzymu PtLPAAT1. Aktywnos$¢ tych dwoch enzymoéw byta
natomiast podobna w stosunku do 20:5-CoA n-3, 24:1-CoA n-9, 20:0-CoA, 24:0-CoA

(wymienione w kolejnos$ci od najbardziej do najmniej preferowanych).

119



%k %k

a g0 - @ pYES2/CT
g 90 * * B PtLPAAT1.3
0 * *
o * [ PtLPAAT2.1
S~
g
o
©
£
Q.

& (X ,<,°v ° Iov pov pov pov ,c°> pov pov ,<,°v ;,OV '(Jov ,Qov pov

O Q0 0 LT AN 97 L7 » L 5 KT N L B N9

,\,v,\’b@,\g,\y(\oo«\oooooooo
b’»‘ ‘\" ""‘ % N cb‘ q;‘b“ Q'OJ‘ Qv‘ Qb“ 0‘9‘ (0‘ b"»‘
NOT ADT AP RDT DT KDY DT DT DT DT AV A
*

by - x
= "_)‘; - * B PtLPAAT1.3
] * *
<
g
(S}
3
©
&
Q.

S FFFFFF S F S FF S S F
NIEPEN RPN SRR SR A VN < SIS - - S T~ - - S - - - S
B T A A S S s S S o W8 o o A

¢ NOT RPT DT DT AT R DT DT AT DT AT A
20 A

= [ PtLPAAT2.1

) *

£ 15 -

g

¥ 10 1 = *

:‘ *

] a

g 5

Q.
0-

FSFFTFSTFFF TS S S
S 0 0 ©® N9 O 9 2 H xH O » % 9
,\,v,\,b@,@mvoooooooooooo

NN D D Y X D D d S o M

NS M N R S S S S

Rys. 16. Aktywno$¢ typu LPAAT enzymu PtLPAAT1 (kodowanego przez gen
Phatr3_J11916) oraz PtLPAAT2 (kodowanego przez gen Phatr3_J43099) w stosunku do
sn-1-[*C]18:1-LPA oraz siedemnastu réznych donoréw kwasow thuszczowych (acylo-
CoA). Jako ,,tto” traktowano aktywno$¢ typu LPAAT mikrosomow uzyskanych z drozdzy
delecyjnych AALE1 transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT. a — wykres
przedstawiajacy specyficznos¢ substratowg badanych enzymow typu LPAAT bez odjete)
aktywnosci ,,tta”, ktorg przedstawiono w postaci szarego stupka, b — wykres
przedstawiajacy specyficzno$¢ substratowa enzymu PILPAATI1 po odjeciu aktywnosci
»ta”, ¢ — wykres przedstawiajacy specyficzno$¢ substratowa enzymu typu PtLPAAT2 po
odjeciu aktywnosci ,,tha”.

Aktywno$¢ enzymu PtLPAATI mierzono dla frakcji mikrosomalnej uzyskanej z drozdzy pochodzacych
z pojedynczej kolonii komorkowej ,,3”, a enzymu PtLPAAT?2 z kolonii komoérkowej ,,1” (60 min reakcje

przeprowadzane w 23°C). Aktywno$¢ kontrolng zmierzono dla frakcji mikrosomalnej pYES2/CT.4. Wyniki
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przedstawiono w postaci $redniej wraz z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczaja istotnosé
statystyczng pomig¢dzy aktywnoscig dla mikrosoméw z drozdzy AALEI transformowanych pustym
plazmidem pYES2/CT a aktywnoscig dla mikrosoméw z drozdzy AALEI transformowanych plazmidem
pYES2/CT niosacym gen Phatr3_J11916 lub Phatr3_J43099, w stosunku do konkretnego acylo-CoA.
Istotnos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu testu T Studenta, gdzie *** - p < 0,001, ** - p < 0,01, * -p <
0,05. Oprécz powyzszego rysunku, aktywno$é enzyméw z tych testow przedstawiono w pmol [**C]PA/nmol

mikrosomalnego PC/min na Rys. Al.

4.2.2. Wplyw roznych parametrow reakcji na aktywno$¢ enzyméw LPAAT
(acylotransferaza acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy) kodowanych przez geny
Phatr3 J11916 oraz Phatr3 J43099 sklonowane 2z okrzemka Phaeodactylum
tricornutum

Do badanych czynnikéw zewngtrznych mogacych mie¢ wptyw na aktywnos$¢ typu
LPAAT enzymow PtLPAATL i PtILPAAT2 nalezala temperatura. W przeprowadzonych
testach badano jej wptyw na aktywnos¢ tych enzyméw w zakresie od 10 do 60 °C.
Odnotowane wyniki wykazaly, ze enzymy te r6znig si¢ migdzy soba w odpowiedzi na
zmian¢ temperatury reakcji. Dodatkowo zmiany w aktywnosci badanych enzymow typu
LPAAT pochodzacych z P. tricornutum roznity si¢ od zmian w aktywnosci kontrolnej Slcl
(testy z frakcja mikrosomalng z drozdzy AALEI transformowanych pustym plazmidem
pYES2/CT) w swojej odpowiedzi na zmiany temperatury reakcji. Mikrosomy kontrolne
wykazywaty najwyzsza aktywno$¢ w temperaturze 10 °C. Podwyzszenie tej temperatury
do 23 °C powodowato jednak tylko nieznaczny spadek ich aktywnos$ci typu LPAAT;
odnotowano okoto 7% jej spadek. Dalsze zwickszenie temperatury reakcji do 30 °C
wywolywato juz mocniejszy spadek ich aktywnosci — 0 okoto 27% w stosunku do
najwyzszej aktywnosci odnotowanej w 10 °C. Kolejne podniesienie temperatury reakcji do
40 °C nie wplyneto na aktywno$¢ endogennej Slcl; aktywno$¢ ta utrzymywata sie na
podobnym poziomie jak w temperaturze 30 °C. W temperaturze 50 i 60 °C aktywno$¢
kontrolna intensywnie spadata odpowiednio o okoto 60 i 82% w poréwnaniu do
najwyzszej aktywnosci odnotowanej dla 10 °C. Z posrod trzech badanych enzymow typu
LPAAT, enzym PtLPAATI wykazal najmocniejszg odpowiedz na zmian¢ temperatury
reakcji. Jego aktywno$¢ podwoita sie przy zmianie temperatury z 10 °C na 23 °C
I osiggnela w tej temperaturze maksymalng warto$¢. Dalsze podwyzszanie temperatury do
30 °C, 40 °C, 50 °C i 60 °C powodowalo stopniowe zmniejszanie si¢ aktywnosci
PILPAATI1 odpowiednio o okoto 13, 39, 63 i 87% najwyzszej aktywnosci odnotowane;j
w temperaturze 23 °C. Aktywno$¢ enzymu PtLPAAT2 zmieniatla si¢ w zakresie
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temperatury od 10 °C do 60 °C w nieco podobny sposob jak aktywno$¢ enzymu
PtLPAATI. Gtéwna réznica polegata na mniej drastycznym wzroscie aktywnos$ci enzymu
PtLPAAT2 w zakresie temperatury 10 °C a 23 °C (wzrost aktywnosci wynosit tylko 12%).
Omowione powyzej wyniki przedstawione zostaly na Rys. 17a i 17b. Pierwszy z nich
przedstawia wplyw temperatury na aktywno$¢ typu LPAAT enzymoéw zawartych
w badanych frakcjach mikrosomalnych tj. uzyskanych z drozdzy delecyjnych AALE1
transformowanych  pustym  plazmidem pYES2/CT  (aktywno$¢ ,tla”) oraz
transformowanych plazmidami pYES2/CT niosagcymi gen kodujacy PtLPAATL lub
PtLPAAT2. Drugi za$§ wplyw temperatury na aktywnos¢ PtLPAAT1 oraz PtLPAAT2 (od
aktywnosci uzyskanej w testach z mikrosomami z drozdzy transformowanych genami

kodujacymi te enzymy odejmowano aktywnos¢ ,,tta”).
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Rys. 17. Wplyw temperatury na aktywno$s¢ LPAAT owa enzymoéw PtLPAATI1
(kodowanego przez gen Phatr3_J11916) oraz PtLPAAT2 (kodowanego przez gen
Phatr3_J43099). Jako tto traktowano aktywno$¢ typu LPAAT mikrosoméw uzyskanych
z drozdzy delecyjnych AALEI transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT.
Substraty reakcji to kwas lizofosfatydowy i [**C]16:0-CoA. a — wykres przedstawiajacy
wpltyw temperatury na aktywnos$¢ typu LPAAT enzymow zawartych w badanych frakcjach
mikrosomalnych bez odjetej aktywnosci ,tta”, b — wykres przedstawiajacy wplyw
temperatury na aktywno$¢ PtLPAAT1 oraz PtLPAAT?2 po odjeciu aktywnosci ,,tta”.

Aktywno§é enzymu PtLPAATI1 mierzono dla frakcji mikrosomalnej uzyskanej z drozdzy pochodzacych
z pojedynczej kolonii komérkowej ,,3”, a enzymu PtLPAAT? z kolonii komorkowej ,,1” (60 min reakcje).
Aktywnos$¢ kontrolng zmierzono dla dwoch réznych frakcji mikrosomalnych (pYES2/CT.1 i pYES2/CT.3)
i przedstawiono w postaci $redniej. Wykres ,,a” przedstawia usrednione wyniki wraz z odchyleniem

standardowym, a wykres ,,b” roznice w $redniej aktywnosci uzyskanej w testach z mikrosomami niosacymi

badane enzymy i $redniej aktywnosci kontrolne;j.
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Kolejnym z testowanych czynnikéw zewngtrznych mogacych mie¢ wptyw na
aktywnos$¢ typu LPAAT badanych enzyméw bylo pH buforéw inkubacyjnych. Testy
enzymatyczne dotyczace wptywu pH na aktywnos$¢ badanych enzymoéw: Slcl (kontrola;
drozdzowa acylotransferaza typu acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy), PtLPAAT1
I PLLPAAT2, przeprowadzono z wykorzystaniem nastgpujacych buforow: 0,1 M bufor
fosforanowy (pH 6,0-7,0); 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0 — 10,0); 0,1 M NaHCOs3-NaOH (pH
11,0) i 0,1 M NaHPOs-NaOH (pH 12,0). Badane enzymy typu LPAAT pochodzace
z Phaeodacytulum tricornutum reagowaty w odmienny sposéb na zmian¢ pH buforu
inkubacyjnego. Enzym PtLAAT1 wykazal bardzo niskg aktywno$¢ przy pH 6,0. Wraz ze
wzrostem pH buforu fosforanowego (inkubacyjnego) aktywno$¢ tego enzymu zaczynata
powoli wrasta¢ i przy pH 8,0 byta okoto 3,5 razy wyzsza od tej odnotowanej przy pH 6,0.
Przy zmianie buforu fosforanowego o pH 8,0 na bufor Tris-HCI o pH 8,0, aktywnos¢
enzymu PtLPAATI1 obnizyla si¢ o okoto 35%. Podwyzszenie pH buforu Tris-HCI do 9,0
spowodowato gwattowny skok aktywnosci PILPAAT1. Badany enzym wykazywal wtedy
maksymalng aktywno$¢, ktora byta okoto 10 razy wyzsza niz aktywno$¢ uzyskana przy pH
8,0 w buforze Tris-HCI. Dalszy wzrost pH buforu Tris-HCI spowodowat spadek
aktywnos$ci PtLPAATI1. W przypadku pH 10,0 spadek byl nieduzy i wynosit okoto 13%
maksymalnej aktywnosci przy pH 9,0. Nastepnie PILPAAT1 zaczat gwaltownie traci¢
swojg aktywno$¢ tak, ze przy pH 11,0 (NaHCO3z-NaOH) i 12,0 (bufor Na2HPO4-NaOH)
enzym stracit catkowicie swoja aktywnos¢ typu LPAAT.

Drugi badany enzym, PtLPAAT?2, rowniez miat bardzo niskg aktywno$¢ przy pH
6,0. Aktywnos$¢ tego enzymu pozostata na bardzo niskim poziomie takze przy pH 7,0.
Dopiero przy pH 8,0 aktywnos$¢ PtLPAAT2 byta okoto 5,5 razy wyzsza niz aktywno$¢
przy pH 6,0. Zmiana buforu fosforanowego o pH 8,0 na bufor Tris-HCI o tym samym pH,
spowodowata spadek aktywnosci o okoto 32%. Wzrost pH buforu Tris-HCI do 9,0
wywotat kolejne obnizenie aktywnosci PtLPAAT2, ktora spadita do okolo potowy
aktywno$ci odnotowanej przy pH 8,0 w buforze fosforanowym. Enzym PtLPAAT2
wykazywal najwyzsza aktywnos$¢ przy pH 10,0 (bufor Tris-HCI), ktora byta okoto 5 razy
wyzsza niz aktywno$¢ przy pH 9,0 (i o okoto 2,5 razy wyzsza niz aktywno$¢ przy pH 8,0
w buforze fosforanowym). Gdy do testow wykorzystano bufor NaHCO3-NaOH o pH 11,0,
aktywno$¢ enzymu PtLPAAT2 zmniejszyta si¢ okoto dwa razy. Natomiast przy
wykorzystaniu buforu NazHPOs-NaOH o pH 12,0, enzym PtLPAAT2 nie wykazywat
aktywnosci typu LPAAT. Enzym PtLPAAT1 w wigkszosci przypadkéw wykazywat
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wyzsza aktywno$¢ niz PtLPAAT2. Porownujac ze sobg maksymalne aktywnos$ci tych
dwoch enzymow, aktywnosé PtILPAAT]1 byta okoto 4,5 razy wyzsza (Rys. 18b).
Aktywnos$¢ typu LPAAT drozdzowej acylotransferazy Slcl przy pH 6,0 byta
niska, podobnie jak w przypadku LPAAT-6w pochodzacych z Phaeodactylum
tricornutum. Nastepnie, kontrolna aktywnos¢ Slcl wzrosta przy pH 7,0 i wynosita okoto
180% aktywnosci odnotowanej dla tego enzymu przy pH 6,0. Przy pH 8,0 aktywno$¢
drozdzowej acylotransferazy Slcl spadta o okoto 23% w poréwnaniu do aktywnosci przy
pH 7,0. Zmiana buforu fosforanowego o pH 8,0 na bufor Tris-HCI o pH 8,0 spowodowata
podwojenie si¢ aktywnos$ci Slcl. Dalsza alkalizacja $rodowiska reakcji do pH 10,0
wywotata do$¢ nagly wzrost aktywnosci enzymu Slcl, ktory osiggnal maksymalng wartos$¢
w tym pH, podobnie jak enzym PtLPAAT2. Aktywnos$¢ enzymu Slcl byta wtedy okoto 6
razy wyzsza niz jego aktywno$¢ przy pH 8,0 (bufor Tris-HCI). W kolejnym buforze
NaHCO3-NaOH o pH 11,0 aktywnosc¢ Slcl zaczeta raptownie spadaé; wynosita okoto 79%
maksymalnej aktywnosci tego enzymu. Z kolei bufor Na2HPO4-NaOH o pH 12,0 wywotat

zanik aktywnosci drozdzowej acylotransferazy Slcl (Rys. 18a).
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Rys. 18. Wplyw pH buforu inkubacyjnego na aktywnos¢ LPAAT’owa enzymow
PtLPAAT1 (kodowanego przez gen Phatr3_J11916) oraz PtLPAAT?2 (kodowanego przez
gen Phatr3_J43099). Jako tlo traktowano aktywnos¢ typu LPAAT mikrosomow
uzyskanych z drozdzy delecyjnych AALEI transformowanych pustym plazmidem
PYES2/CT. Substraty reakcji to kwas lizofosfatydowy i [**C]16:0-CoA. a — wykres
przedstawiajacy wplyw pH na aktywnos¢ typu LPAAT enzymoéw zawartych w badanych
frakcjach mikrosomalnych bez odjetej aktywnosci ,,tha”, b — wykres przedstawiajacy
wptyw pH na aktywnos$¢ PtLPAAT1 oraz PtLPAAT2 po odjeciu aktywnosci ,,tta”.

Do przeprowadzenia testu uzyto cztery bufory o réznym pH: 0,1 M bufor fosforanowy (pH 6,0-
7,0); 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0 — 10,0); 0,1 M NaHCOs-NaOH (pH 11,0) i 0,1 M Na;HPO,;-NaOH
(pH 12,0). Aktywno$¢ enzymu PtLPAAT1 mierzono dla frakcji mikrosomalnej uzyskanej
z drozdzy pochodzacych z pojedynczej kolonii komoérkowej ,,3”, a enzymu PtLPAAT2 z kolonii
komoérkowej ,,1” (60 min reakcje przeprowadzane w 23°C). Aktywno$¢ kontrolng zmierzono dla
dwoch réznych frakeji mikrosomalnych (pYES2/CT.3 i pYES2/CT.4) i przedstawiono w postaci
sredniej. Na wykresie ,,a” zaprezentowano usrednione wyniki wraz z odchyleniem standardowym,
a na wykresie ,,b” roznice w $redniej aktywnos$ci uzyskanej w testach z mikrosomami niosgcymi
badane enzymy i $redniej aktywnos$ci kontrolne;.
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Ostatnim z badanych czynnikow zewnetrznych mogacych modyfikowaé
aktywnos$¢ badanych enzymow (Slcl, PtLPAAT1 oraz PtLPAAT2) bylo okreslenie
wplywu jondw wapnia oraz magnezu na tg aktywnos$¢. Do tego typu testow
enzymatycznych uzyto 0,1 M bufor HEPES (pH 7,2) ze wzgledu na staba rozpuszczalnosé¢
jondw magnezowych oraz wapniowych w buforze fosforanowym. Oprocz reakcji,
w ktorych wykorzystywano bufor HEPES z dodatkiem odpowiednich jonéw w réznych
stezeniach (0,05 mM; 0,5 mM; 1 mM), dodatkowo przeprowadzono reakcje enzymatyczne
w $rodowisku buforu HEPES bez dodatku jonow. Wyniki tych testow traktowano, jako
kontrolg.

Przeprowadzone testy wykazaly, ze obecno$¢ jondw wapnia w mieszaninie
reakcyjnej wplywata hamujaco na aktywnos$¢ zarowno enzymoéw LPAAT pochodzacych
z P. tricornutum, jak i endogennego enzymu Slcl obecnego we frakcjach mikrosomalnych
z drozdzy kontrolnych (drozdzy AALEI transformowanych pustym plazmidem
pYES2/CT). Dodatek jondw wapnia juz w niewielkim stezeniu wynoszacym 0,05 mM,
powodowal mocny spadek aktywnos$ci badanych enzymow, przy czym spadek aktywno$ci
PtLPAATL i PtLPAAT2 byt bardziej drastyczny (wynosit okoto 95%) niz spadek
aktywnos$ci drozdzowego enzymu Slcl (ktérego aktywno$¢ obnizyta si¢ o okoto 68%).
Zwigkszanie stezenia jonow wapnia do 0,5 oraz 1 mM prowadzito do poglebienia inhibicji
aktywnosci  endogennego enzymu Slcl (obecnego w  kontrolnych frakcjach
mikrosomalnych) do okoto 10% aktywnosci kontrolnej (bez dodatku jonéw wapnia),
z kolei aktywno$¢ enzyméow typu LPAAT pochodzacych z P. tricornutum utrzymywata sie
na podobnie niskim poziomie. Hamujacy wptyw jonéw wapnia na aktywnos$¢ badanych
enzymoOw typu LPAAT byt statystycznie wysoko istotny lub statystycznie bardzo wysoko
istotny przy wszystkich trzech badanych stezeniach tych jonow (Rys. 19a).

Wplyw jonéw magnezu na aktywno$¢ badanych enzymoéw typu LPAAT byl juz
nieco inny, gdyz dodanie tych jonéw w stezeniu 0,05 mM do mieszaniny reakcyjnej
stymulowato aktywno$¢ wszystkich tych enzymow. Przy tym stgzeniu jondw magnezu
aktywno$¢ endogennego enzymu Slcl drozdzy byla okoto dwa razy wigksza
W porownaniu do jego aktywnosci odnotowanej w testach bez dodatku jonow.
Podwyzszenie aktywno$ci enzymow PtLPAAT1 i PtILPAAT2 przy tym st¢zeniu jondw
magnezu (0,05 mM) bylo natomiast nieco nizsze i wynosito okoto 30% 1 okolo 63%
odpowiednio. Przy wyzszych stezeniach (0,5 mM; 1 mM) jony magnezu wywotywaly juz
jednak hamujacy wplyw na aktywno$¢ badanych enzymow (Slcl -endogenna drozdzowa
acylotransferaza typu acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy, PtLPAATL i PtLPAAT?2). Spadek
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aktywnos$ci tych enzymoéw wynosit odpowiednio okoto 48%, 90% 1 85% przy stezeniu
0,5 mM jonow magnezu. Zwigkszenie stezenia jonéw magnezu do 1 mM nie spowodowato
znaczniejszego poglebienia inhibicji aktywno$ci badanych enzymoéw; aktywno$ci te
plasowaly si¢ raczej na tym samym poziomie jak aktywno$ci badanych enzymoéw przy
stezeniu 0,5 mM jondéw magnezu. Wplyw jonéw magnezu na aktywnos$¢ badanych
enzymoOw typu LPAAT byt statystycznie wysoko istotny badz statystycznie bardzo wysoko
istotny we wszystkich badanych przypadkach z wyjatkiem wpltywu tych jondw w stezeniu
0,05 mM na enzym PtLPAATTI, przy ktorym odnotowano podwyzszong aktywnos¢ tego

enzymu, lecz nie byla to statycznie istotna zmiana (Rys. 19b).
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Rys. 19. Wplyw jondéw wapnia oraz magnezu na aktywno$¢ typu LPAAT enzymow
PtLPAAT1 (kodowanego przez gen Phatr3 J11916) oraz PtLPAAT2 (kodowanego przez
gen Phatr3_J43099) oraz aktywnos$¢ Slcl — endogennego drozdzowego enzymu typu
LPAAT (testy z mikrosomami z drozdzy delecyjnych 4ALE1 transformowanych pustym
plazmidem pYES2/CT). a — wptyw jonéw wapnia, b — wpltyw jonow magnezu. Substraty
reakcji to kwas lizofosfatydowy i [1*C]16:0-CoA.

Aktywno$¢ enzymu PtLPAAT1 mierzono dla frakcji mikrosomalnej uzyskanej z drozdzy
pochodzacych z pojedynczej kolonii komoérkowej ,,37, a enzymu PtLPAAT?2 z kolonii komérkowej
,»1”7 (60 min reakcje przeprowadzane w 23°C). Aktywnos$¢ kontrolng zmierzono dla dwoch roéznych
frakcji mikrosomalnych (pYES2/CT.3 i pYES2/CT.4) i przedstawiono w postaci $redniej. Na
wykresie zaprezentowano usrednione wyniki wraz z odchyleniem standardowym. Asteryksy
oznaczaja istotnos¢ statystyczna pomigdzy aktywnoscia w testach bez dodatku jonéw (kontrola),
a aktywnosciag w testach z dodatkiem badanego stgzenia jonow. Istotno$¢ statystyczng wyznaczono

przy uzyciu testu T Studenta, gdzie *** - p < 0,001, ** - p <0,01.
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4.3. Charakterystyka reakcji enzymatycznych in vitro typu forward katalizowanych
przez enzym LPCAT (acylotransferaza acylo-CoA:lizofosfatydylocholina) kodowany
przez gen Phatr3_J20460 sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum
Wstepne badania opisane w rozdziale 4.1.5., dotyczace enzymu ,,F”” kodowanego
przez gen Phatr3_J20460 pozwolily na jasne okreSlenie charakteru jego aktywnosci
| zaliczenie go do  enzymow  typu LPCAT  (acylotransferaza  acylo-
CoA:lizofosfatydylocholina) co byto dalej podstawg do nadania mu nazwy PtLPCATI.
Natomiast wyniki badan zawartych w niniejszym rozdziale przedstawiajg aktywnos¢
enzymu PtLPCAT1 przy zmieniajacych si¢ parametrach reakcji oraz aktywno$é¢
I specyficzno$é substratowg tego enzymu w stosunku do réznych donoréw i akceptorow
kwasow tluszczowych jak 1 preferencjc w stosunku do pozycji sn-1 i sn-2
lizofosfatydylocholiny w reakcjach typu forward. Dodatkowo zbadano specyficznos¢
substratowg enzymoéw typu LPCAT z nasion C. sativa w stosunku do réznych
nienasyconych kwaséw thuszczowych, w celu pordwnania ze sobg roslinnych
i okrzemkowych enzymow typu LPCAT w zakresie wykazywanych przez nie

specyficznosci substratowych.

4.3.1. Optymalizacja reakcji enzymatycznych in vitro katalizowanych przez enzym
LPCAT (acylotransferaza acylo-CoA:lizofosfatydylocholina) kodowany przez gen
Phatr3_J20460 sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum

Pierwsze testy z =zakresu badan nad optymalnymi parametrami reakcji
enzymatycznych in vitro katalizowanych przez PtLPCATI1 rozpoczgto od ustalenia
optymalnego stezenia frakcji mikrosomalnej bedacej Zroédlem badanego enzymu. Badany
enzym wykazywatl najwyzsza aktywno$¢ w testach, do ktorych dodawano porcje frakcji
mikrosomalnej zawierajace 0,05 nmol mikrosomalnego PC. W zwiazku z tym kolejne
reakcje enzymatyczne typu forward katalizowane przez PtLPCAT1 przeprowadzano
z dodatkiem porcji mikrosoméw zawierajacych 0,05 nmol endogennego PC. Zmniejszenie
ilosci mikrosomoéw do 0,02 nmol mikrosomalnego PC powodowalo nieznaczny spadek
aktywnosci enzymu; 0 okoto 5%. Podobnie, nieduzy spadek aktywnosci miat miejsce, gdy
zwigkszono ilo§¢ mikrosoméw do 0,1 nmol mikrosomalnego PC. Spadek aktywnosci
(wyliczanej, jako ilo$¢ syntetyzowanego de novo PC/min/nmol mikrosomalnego PC)
w tym przypadku wynosit okoto 7%. Dalsze zwigkszanie ilosci frakcji mikrosomalnej do
0,5 nmol, 1 nmol i 2 nmol endogennego PC/ test, powodowato postepujace obnizanie si¢

aktywnosci do odpowiednio 41%, 20% i 10% maksymalnego jej poziomu odnotowanego
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w testach z porcjami frakcji mikrosomalnej zawierajacymi 0,05 nmol mikrosomalnego PC
(Rys. 20a).

Nastepne badania miaty na celu zweryfikowanie wplywu czasu reakcji na
aktywno$¢ enzymu PtLPCAT1. Reakcja katalizowana przez ten enzym przebiegata bardzo
szybko w pierwszych 5 minutach inkubacji, nastgpnie w kolejnych 10 minutach inkubacji
ulegata spowolnieniu i wracala do aktywnos$ci zblizonej do tej z pierwszych 5 min
w kolejnych 15 min inkubacji (pomiedzy 15 a 30 minutg inkubacji). Po 30 minutach
inkubacji aktywno$¢ testowanego PtLPCAT1 znowu zmniejszata si¢ do aktywnosci
zblizonej do tej odnotowanej pomigdzy 5 a 15 min reakcji. Pomigdzy 30 a 120 minuta
inkubacji reakcja przebiegata jednakze prawie liniowo. Wahania szybko$ci reakcji
w pierwszych 30 minutach inkubacji mogly by¢ skutkiem zmian w dostepnos$ci substratu
i/lub zmian w strukturze membran wykorzystywanych frakcji mikrosomalnych.
Sumarycznie, aktywno$¢ PtILPCAT1 w tym okresie czasu byla jednak najwyzsza, dlatego
tez w kolejnych testach dotyczacych zarowno optymalizacji reakcji i okreslania
specyficznosci substratowej PtLPCAT1, reakcje prowadzono przez okres 30 minut (Rys.
20c).

Kolejnym badanym parametrem reakcji byla temperatura. Zmiana temperatury
reakcji w zakresie 10-60 °C miata znaczacy wpltyw na aktywno$¢ enzymu PtLPCATL.
Najwyzsza aktywno$¢ odnotowano w 30 °C, w zwigzku z czym uznano ja jako optymalng
do dalszych badan. Obnizenie temperatury do 20 °C spowodowato spadek aktywnosci do
okoto 47% jej maksymalnego poziomu. Jeszcze znaczniejszy spadek aktywno$ci miat
miejsce gdy podwyzszono temperature reakcji do 40 °C. W tej temperaturze reakcji
aktywno$¢ PtLPCAT1, zmniejszyla si¢ o okoto 82% w poréwnaniu do aktywnoSci
maksymalnej odnotowanej w temperaturze w 30 °C. Aktywnos¢ w testach
przeprowadzonych w 10 °C wynosita okoto 12% aktywnosci maksymalnej, z Kolei
w temperaturze 50 °C i 60 °C wynosita juz tylko kilka procent tej aktywnosci (Rys. 20b).

Do badania wptywu pH na aktywnos$¢ enzymu PtLPCATI1 uzyto cztery bufory
0 r6znym zakresie pH: 0,1 M bufor fosforanowy (pH 6,0 — 8,0); 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0 —
10,0); 0,1 M NaHCOs-NaOH (pH 10,0 — 11,0) i 0,1 M Na2HPO4-NaOH (pH 11,0 — 12,0).
Enzym PtLPCAT1 wykazywat bardzo niska, wrgcz $Sladowg aktywnos¢ przy pH 6,0.
Nieduzo wyzsza aktywnos$¢ odnotowano przy pH 6,5. Podwyzszenie pH do 7,0
powodowato natomiast silny skok aktywnosci, ktéra byla okoto 7 razy wyzsza od tej
odnotowanej dla pH 6,5. Najwyzsza aktywnos$¢ uzyskano przy pH 8,0 przy zastosowaniu

buforu fosforanowego. Zamiana buforu fosforanowego na Tris-HCI o pH 8,0, powodowata
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za$ obnizenie aktywnosci o okoto 34%. Z kolei dalsze podwyzszenie pH do 8,5
powodowato spadek aktywnosci; 0 okoto 30% w poréwnaniu do aktywnosci uzyskanej
przy zastosowaniu buforu Tris-HCI o pH 8,0. Dalszy wzrost pH do 9,0 powodowat
ponowny wzrost aktywnosci enzymu PtLPCAT1 do wartos$ci uzyskanej przy pH 8,0.
Aktywnos$¢ ta utrzymywata si¢ na tym samym poziomie réwniez przy pH 10,0. Zamiana
buforu Tris-HCI na NaHCO3-NaOH o pH 10,0 nie powodowata zmiany w aktywnosci
badanego enzymu PtLPCAT1. Podwyzszenie pH do 11,0 przy zastosowaniu tego buforu,
powodowato za$ obnizenie aktywnosci enzymu PtLPCATL do okoto 41% aktywnos$ci
maksymalnej uzyskanej przy pH 8,0 (przy zastosowaniu buforu fosforanowego). Zamiana
buforu NaHCO3-NaOH o pH 11 na bufor Na,HPO4-NaOH réwniez o pH 11,0
wywotywata wzrost aktywnosci PtLPCAT1; do okoto 90% maksymalnej aktywnosci.
Nalezy, wigc tu rozwaza¢ inny niz sama warto$§¢ pH wpltyw zastosowanych buforéw na
aktywno$¢ badanego enzymu. Dalsza alkalizacja srodowiska reakcji (pH 12,0; bufor
Na;HPO4-NaOH) powodowata drastyczny spadek aktywnosci testowanego enzymu (do
poziomu nawet nizszego niz odnotowywanego przy pH 6.,5). Pomimo tego, ze enzym
PtLPCAT1 wykazal najwyzsza aktywno$¢ przy pH 8,0, do dalszych testow wybraliSmy
pH 7,2 jako optymalne, poniewaz jest ono najblizsze temu, ktore istnieje w komorkach

okrzemkowych (Rys. 20d).
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Rys. 20. Wplyw réznych parametréw reakcji na aktywnos¢ enzymu PtLPCAT1
kodowanego przez gen Phatr3 J20460 sklonowany z okrzemka Phaeodactylum
tricornutum; a -—zalezno$¢ od zawartosci frakcji mikrosomalnej, b -zaleznos¢ od
temperatury reakcji, ¢ — zalezno$¢ od czasu reakcji, d —zaleznos¢ od pH buforu
inkubacyjnego.

Zrédlem enzymu w testach byly porcje frakcji mikrosomalnych wyizolowanych z komorek drozdzowych
AALE] transformowanych plazmidem pYES2/CT niosacym gen Phatr3_J20460. Oprocz testow ktorych
wyniki przedstawiono na panelu ,,a” w pozostalych testach wykorzystywano porcje frakcji mikrosomalnych

zawierajace 0,05 nmol endogennego PC. Na wykresach przedstawiono wartosci §rednie wraz z odchyleniem

standardowym.

Aktywno$¢ enzymu PtLPCAT]1 byta réwniez regulowana przez jony Mg?*, Ca?*
i K" (Rys. 21). Do testow sprawdzajacych wptyw badanych jonow wykorzystywany byt
jako bufor inkubacyjny 0,1 M bufor HEPES (pH 7,2), ktory pozwalal na dobre
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rozpuszczenie soli magnezowych oraz wapniowych; sole te w buforze fosforanowym
wytracajg si¢. Obecno$¢ jondw magnezu oraz jonow wapnia w buforze inkubacyjnym
w stezeniu 0,05 mM powodowata silny wzrost aktywno$ci badanego enzymu,
odpowiednio o 151% 1 191%, w poroéwnaniu do testow bez dodatku jonow. Stopniowe
zwigkszanie st¢zenia jondw magnezu i wapnia w mieszaninie reakcyjnej w zakresie 0,25-
2,0 mM wywotywalo postepujace ostabienie stymulujacego efektu tych jondéw na
aktywno$¢ enzymu PtLPCATI1. Podwyzszenie stezenia jonow magnezu do 0,25 mM
zmniejszyto tylko o 5% ich efekt stymulujacy zaobserwowany przy najnizszym badanym
stezeniu. Natomiast w przypadku jonow wapnia podwyzszenie ich stezenia do 0,25 mM
wywierato juz mocniejszy spadek aktywnosci wynoszacy 31%, w porownaniu do
aktywnosci uzyskiwanej przy stezeniu 0,05 mM. Dodanie jonéw magnezu do testow
W najwyzszym badanym stezeniu wynoszacym 2,0 mM powodowato zanik ich
stymulujacego wptywu na aktywnos¢ PtLPCAT1, wystepujacego przy nizszych stezeniach
tego jonu. W przypadku jonéow wapnia ich dodatek do mieszaniny reakcyjnej juz
w stezeniu 1,0 mM powodowatl zanik ich stymulujagcego wptywu obserwowanego przy
nizszych stezeniach. Dalsze zwigkszenie st¢zenia jonow wapnia do 2 mM wywotywalo juz
hamujacy wptyw na aktywnos¢ PtLPCAT1, (0 okoto 14% w poréwnaniu do aktywnosci
uzyskanej w testach bez dodatku jonow) jednakze statystycznie nieistotny (Rys. 21a, b).
W testach w ktorych badano wplyw jondéw potasu, aktywnos¢ PtLPCATI byta lekko
hamowana przy wszystkich badanych stezeniach tych jonow. Statystycznie istotny efekt
hamowania aktywno$ci odnotowano jednakze tylko dla dwu stezen tego jonu: 0,5 mM
(gdzie efekt hamowania byt najwyzszy 1 wynosit okoto 29% w poréwnaniu do kontroli)
i 1,0 mM. Podwyzszenie stgzenia jondw potasu do 2 mM zmniejszato obserwowany efekt

hamowania wystgpujacy przy dwu poprzednich stezeniach (Rys. 21c).
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Rys. 21. Wplyw roznych jonéw na aktywnos¢ enzymu PtLPCAT1 kodowanego przez gen
Phatr3_J20460 sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum; a — wptyw jonéw

magnezu, b — wptyw jonéw wapnia, ¢ — wpltyw jonéw potasu.

Zroédlem enzymu w testach byly porcje frakcji mikrosomalnych (zawierajace 0,05 nmol
endogennego PC) wyizolowanych z komorek drozdzowych 4ALE1 transformowanych plazmidem
pYES2/CT niosacym gen Phatr3_J20460. Na wykresach przedstawiono wartosci $rednie wraz
z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczaja istotno$¢ statystyczna pomiedzy aktywnoscia
w testach bez dodatku jonéw (kontrola), a aktywnoscig w testach z dodatkiem badanego stezenia
jonow. Istotnos¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu testu T Studenta, gdzie *** - p < 0,001, ** -

p<0,01,*-p<0,05.
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4.3.2. Specyficzno$s¢ substratowa enzymu LPCAT (acylotransferaza acylo-
CoA:lizofosfatydylocholina) kodowanego przez gen Phatr3_J20460 sklonowany
z okrzemka Phaeodactylum tricornutum

Kolejne badanie dotyczylo specyficznosci enzymu PtLPCAT1 w stosunku do
pozycji sn-1 i sn-2 lizofosfatydylocholiny. Do testow tych wykorzystano eterowy analog
sn-1-18:1-LPC (sn-1-18:1-O-GPC) oraz eterowy analog sn-2-18:1-LPC (sn-2-18:1-O-
GPC). Donorem grup acylowych w tych testach byt za$ [**C]18:1-CoA. Testy te niec mogty
by¢ wykonane z wykorzystaniem izomeréw lizofosfatydylocholiny (LPC) z estrowo
przytaczonym kwasem tluszczowym, jako ze izomer Sn-2-LPC jest niestabilny i kwas
thuszczowy z tej pozycji spontanicznie migruje do pozycji sn-1, dajac w rezultacie
mieszaning sn-1-LPC i sn-2-LPC. Tego problemu nie ma z eterowymi analogami LPC,
dlatego przy ich uzyciu mozliwe bylo badanie specyficznosci testowanego PtLPCAT1
w stosunku  do obu izomerow LPC. Wykorzystywanie eterowych analogow
lizofosfatydylocholiny do okreslenia specyficznosci enzymoéow typu LPCAT w stosunku do
pozycji sn-1-LPC i sn-2-LPC bylo wykorzystywane takze w badaniach innych zespotow
(Lager i wsp., 2013).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze badany enzym PtLPCAT1 ma zdolno$¢ do
acylacji zar6wno pozycji sn-1 jak i sn-2 eterowych analogéw lizofosfatydylocholiny,
jednakze wydajnos¢ katalizowanej przez niego reakcji byla okoto 11 razy wyzsza
w testach z eterowymi analogami sn-1-LPC (acylowana jest pozycja sn-2) w poréwnaniu
do aktywnosci w testach z eterowymi analogami sn-2-LPC gdzie acylowana byla pozycja
sn-1 (Rys. 22). Zaktadamy wigc, ze podobne preferencje enzym ten wykazuje rowniez

w stosunku do estrowych odpowiednikow sn-1-LPC i sn-2-LPC.
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Rys. 22. Aktywno$¢ enzymu PtLPCAT kodowanego przez gen Phatr3_J20460
sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum w stosunku do dwoch eterowych
analogow akceptorow  kwasow  tluszczowych: sn-1-18:1-O-GPC (analog
lizofosfatydylocholiny—sn-1-18:1-LPC) oraz sn-2-18:1-O-GPC (analog
lizofosfatydylocholiny—sn-2-18:1-LPC).

Zrédtem enzymu w testach byly porcje frakcji mikrosomalnych (zawierajace 0,05 nmol
endogennego PC) wyizolowanych z komorek drozdzowych AALE1 transformowanych plazmidem
pYES2/CT niosacym gen Phatr3_J20460. Na wykresach przedstawiono wartosci $rednie wraz
z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczaja istotno$¢ statystyczng pomiedzy aktywnoscia
wykazywang w testach z sn-1-O-GPC i [**C]18:1-CoA, a aktywno$cig wykazywang w testach z sn-

2-O-GPC i [*C]18:1-CoA. Istotno$¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu testu T Studenta, gdzie
** - p<0,0l.

Kolejny etap badan dotyczyt okreslenia preferencji w wykorzystywaniu przez
enzym PtLPCAT1 réznych ,,gatunkéw” lizofosfatydylocholiny (LPC), tj. LPC z r6znymi
kwasami tluszczowymi w pozycji sn-1. W testach wykorzystano cztery ,.gatunki”
lizofosfatydylocholiny: sn-1-16:0-LPC, sn-1-18:0-LPC, sn-1-18:1-LPC i sn-1-20:0-LPC.
W badaniach wykorzystywano kombinacje kazdego z testowanych ,,gatunkéw” LPC
z siedmioma réznymi acylo-CoA tj. z: [**C]18:0-CoA, [**C]18:1-CoA, [**C]18:2-CoA,
[1*C]18:3-CoA, [}*C]16:0-CoA, [**C]20:0-CoA oraz [**C]22:1-CoA. Z posréd czterech
testowanych ,,gatunkéw” LPC tylko sn-1-20:0-LPC praktycznie nie bylo akceptowane
przez badany enzym. Aktywno$¢ w testach z wykorzystaniem tego ,,gatunku” LPC
z wszystkimi siedmioma testowanymi acylo-CoA byla na bardzo niskim poziomie (Rys.

23). Aktywno$¢ typu LPCAT w testach z pozostalymi trzema ,,gatunkami” LPC zalezata
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od zastosowanego w tescie acylo-CoA. Stosunkowo wysoka aktywno$¢ (zalezng jednak
w pewnym stopniu od wykorzystywanego LPC) uzyskiwano w testach z acylo-CoA
zwierajacymi nienasycony kwas tluszczowy tj. 18:1-CoA, 18:2-CoA i 18:3-CoA.
W testach z pozostatymi acylo-CoA tj z 18:0-CoA, 16:0-CoA, 20:0-CoA i 22:1-CoA
aktywno$¢ ta byla stosunkowo niska, poréwnywalna do tej uzyskiwanej w testach
wykorzystujacych sn-1-20:0-LPC jako akceptor kwaséw tluszczowych. Aktywnos¢
w testach z 18:1-CoA byta najmniej zalezna od zastosowanego LPC; jej poziom nie rdznit
si¢ statystycznie pomiedzy trzema wspomnianymi wczesniej ,.gatunkami”’ LPC
wykorzystywanymi w testach. Wykorzystywanie 18:3-CoA byto za$§ najbardziej zalezne
od zastosowanego ,.gatunku” LPC. W testach z sn-1-16:0-LPC bylo najwyzsze (okoto
200% aktywno$ci w porownaniu do testow z 18:1-CoA), a w testach z sn-1-18:0-LPC
najnizsze (okoto 50% aktywno$ci w poréwnaniu do testow z 18:1-CoA). W testach z sn-1-
18:1-LPC, 18:3-CoA wykorzystywany byl o okoto 25% lepiej niz 18:1-CoA (Rys. 23).
18:2-CoA wykorzystywany byl podobnie w testach z sn-1-16:0-LPC i sn-1-18:1-LPC.
Aktywnos¢ w tych testach wynosita okolo 32-35% aktywnosci odnotowywanej w testach
z wykorzystaniem 18:1-CoA. Aktywnos¢ w testach z wykorzystaniem sn-1-18:0-LPC
1 18:2-CoA wynosita za§ okoto 17% aktywno$ci odnotowywanej w testach
z wykorzystaniem 18:1-CoA (Rys. 23).
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Rys. 23. Aktywno$¢ enzymu PtLPCAT1 kodowanego przez gen Phatr3_J20460
sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum w testach z czterema roéznymi

czasteczkami lizofosfatydylocholiny w kombinacji z siedmioma roznymi [**CJacylo-CoA.

Zrédtem enzymu w testach byly porcje frakcji mikrosomalnych (zawierajace 0,05 nmol
endogennego PC) wyizolowanych z komorek drozdzowych A4LE] transformowanych plazmidem
pYES2/CT niosacym gen Phatr3_J20460. Na wykresach przedstawiono wartosci $rednie wraz
z odchyleniem standardowym. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu testu
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA, a nastepnie testu post-hoc (test Tukeya). Rozne

litery oznaczaja istotnos$¢ statystyczna (p < 0,05) pomiedzy przeprowadzonymi testami.

Kolejnym rodzajem testow chrakteryzujacych badany enzym byly analizy
dotyczace specyficznosci substratowej PtLPCAT1 w stosunku do réznych akceptorow
kwasow ttuszczowych (sn-1-18:1-LPA, sn-1-18:1-LPE, sn-1-18:1-LPC, sn-1-18:1-LPG
i sn-1-18:1-LPS), dodawanych do mieszanin reakcyjnych oddzielnie (jeden akceptor/jeden
test). Testy te potwierdzity, ze enzym PILPCAT1 wykazuje najwyzsza preferencje
w stosunku do lizofosfatydylocholiny zaréwno gdy zastosowanym w testach donorem
kwasow thuszczowych byt [}4C]18:1-CoA, jak i [**C]18:3-CoA. Przy czym aktywno$é
PtLPCAT1 w testach z [*4C]18:3-CoA byta o okoto 2,5 razy wieksza niz aktywnos¢
odnotowana w testach z [**C]18:1-CoA. Aktywno$¢ badanego enzymu PtLPCAT1
w stosunku do lizofosfatydyloetanoloaminy byta rowniez stosunkowo wysoka i wynosita
okolo 24%-25% aktywnos$ci odnotowanej w testach z udziatem lizofosfatydylocholiny;

zardbwno w testach z wykorzystaniem [*4C]18:1-CoA, jak i [**C]18:3-CoA. Aktywnosé
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PtLPCATL1 w testach z pozostatymi lizofosfolipidami (LPA — kwas lizofosfatydowy, LPG
— lizofosfatydyloglicerol i LPS — lizofosfatydyloseryny) byta natomiast §ladowa (Rys. 24).
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Rys. 24. Aktywno$¢ enzymu PtLPCAT1 kodowanego przez gen Phatr3_J20460
sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum w stosunku do pigciu roéznych
lizofosfolipidow (akceptorow kwasow tluszczowych) w testach, w ktorych dodawane byty
do mieszanin reakcyjnych osobno. Zastosowanym donorem grup acylowych byt [1*C]18:1-
CoA lub [**C]18:3-CoA.

Zrodtem enzymu w testach byly porcje frakcji mikrosomalnych (zawierajace 0,05 nmol
endogennego PC) wyizolowanych z komorek drozdzowych 44LE1 transformowanych plazmidem
pYES2/CT niosacym gen Phatr3_J20460. Na wykresach przedstawiono warto$ci $rednie wraz
z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczajg istotno$¢ statystyczng pomiedzy aktywnoscia
w stosunku do LPE a LPC w testach dla konkretnego donora kwasow ttuszczowych ([1*C]18:1-

CoA lub [*C]18:3-CoA). Istotno$¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu testu T Studenta, gdzie
*k 19 < 0,001,

Kontynuacja powyzej opisanych analiz byly testy selektywnoS$ci substratowe;j
w stosunku do lizofosfolipidow wykorzystywanych w powyzej opisanych badaniach.
W testach tych do kazdej z mieszanin reakcyjnych dodawano wszystkie pig¢ badanych
lizofosfolipidow: LPA, LPE, LPG, LPC, LPS (kazdy wymieniony lizofosfolipid posiadat
przytaczona reszt¢ acylowa - 18:1 - w pozycji sn-1), w ilosciach 5-cio krotnie nizszych niz
w powyzej opisanych testach okreslajacych preferencje Pt(LPCATL w testach z osobnym

zastosowaniem kazdego z nich. W ten sposob zostalo zachowane catkowite stezenie

139



lizofosfolipidow/test. Zastosowanymi w tych testach donorami acyli byly [**C]18:1-CoA
badz [1*C]18:3-CoA (tak jak w testach opisanych powyzej). Wyniki tych testow wykazaty,
ze PILPCAT1 najefektywniej przylaczat reszty kwasow thuszczowych do
lizofosfatydylocholiny, niezaleznie od tego ktory z dwoch zastosowanych acylo-CoA byt
obecny w mieszaninie reakcyjnej (Rys. 25). Wyniki te byly wiec podobne do tych
uzyskanych we wczesniejszych eksperymentach dotyczacych specyficznosci substratowe;
PILPCATI1 w stosunku do roznych lizofosfolipidow (akceptorow kwasow thuszczowych)
dodawanych osobno do mieszaniny reakcyjnej (Rys. 24). llos¢ wyprodukowanej de novo
[“*C]PC wynosila okolo 73% wszystkich zsyntetyzowanych de novo fosfolipidow
w testach z [**C]18:1-CoA, natomiast w testach z [**C]18:3-CoA ilo§¢ ta oscylowata
w granicach 85%. Wykorzystanie pozostalych LPL przez badany enzym do syntezy
odpowiednich [*C]PL zalezalo w pewnym stopniu od rodzaju dodanego acylo-CoA do
testow. Gdy w mieszaninie reakcyjnej byl obecny [Y*C]18:3-CoA, enzym PtLPCAT1
syntetyzowat [YC]PE i [**C]PG odpowiednio w ilosci okoto 13% i 2% wszystkich
zsyntetyzowanych de novo [**C]JPL. Z kolei w testach z dodatkiem ['*C]18:1-CoA
nastepowala produkcja [*C]PS, [*C]PE i [Y*C]PG odpowiednio w ilosci 13, 9 i 5%.
Produkcja [*C]PA byla natomiast na tym samym poziomie, zaréwno w testach
z wykorzystaniem ['*C]18:1-CoA jak i [**C]18:3-CoA, co produkcja tego fosfolipidu
w testach z wykorzystaniem kontrolnych frakcji mikrosomalnych (wyizolowanych

z drozdzy AALE1 transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT; Rys. 25).
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Rys. 25. Aktywno$¢ enzymu PtLPCAT1 kodowanego przez gen Phatr3_J20460
sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum w stosunku do pigciu roéznych
lizofosfolipidow (akceptorow kwasow ttuszczowych) dodawanych razem do mieszaniny
reakcyjnej w rowno molowym stezeniu w potaczeniu z [*4C]18:1-CoA lub [**C]18:3-CoA

(donory kwasow ttuszczowych).

Zrédtem enzymu w testach byly porcje frakcji mikrosomalnych (zawierajace 0,05 nmol
endogennego PC) wyizolowanych z komorek drozdzowych 4ALE1 transformowanych plazmidem
pYES2/CT niosagcym gen Phatr3_J20460. Na wykresach przedstawiono wartosci $rednie z CO

najmniej trzech powtorzen.

Po ustaleniu preferencji badanego enzymu w stosunku do lizofosfolipidow,
W kolejnych testach analizowano jego specyficzno$¢ w stosunku do roéznych acylo-CoA.
W testach tych, jako akceptor kwasoéw thiszczowych wykorzystywano sn-1-[**C]18:1-
LPC, a jako donory kwaséw ttuszczowych dwadziescia jeden nie znakowanych acylo-
CoA. Uzyskane wyniki wykazaly wysokg aktywno$¢ badanego enzymu PtLPCATL1
w szczegdlnosci do nienasyconych kwasow tluszczowych omega-3 ze szlaku biosyntezy
kwasu dokozaheksaenowego (DHA, 22:624710131619)  Najlepiej wykorzystywanym
donorem kwaséw ttluszczowych przez PtILPCATI1 byt 18:4-CoA n-3. Kolejne acylo-CoA
wymienione w kolejnosci odpowiadajacej malejacej aktywnosci to: 18:3-CoA n-3, 20:4-
CoA n-3, 18:3-CoA n-6, 22:6-CoA n-3, 16:1-CoA n-7, 20:5-CoA n-3, 18:1-CoA n-9, 18:2-
CoA n-6. Aktywnos¢ badanego enzymu w stosunku do 18:3-CoA n-3, 20:4-CoA n-3, 18:3-
CoA n-6, 22:6-CoA n-3 i 16:1-CoA n-7 oscylowala pomiedzy 55% a 77% najwyzszej
aktywnosci odnotowanej w stosunku do 18:4-CoA n-3. Z kolei aktywnos¢ PILPCAT1
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w stosunku do 20:5-CoA n-3, 18:1-CoA n-9, 18:2-CoA n-6 wahata si¢ pomiedzy 18%
1 41% aktywnos$ci odnotowanej w stosunku do 18:4-CoA n-3. Badany enzym wykazywat
natomiast bardzo niskg aktywnos$¢ w stosunku do 20:3-CoA n-3 i 20:4-CoA n-6. Enzym
PtLPCAT1 wykazat Sladowg aktywnos$¢, wrgcz rowng zero w stosunku do nasyconych
kwasow thuszczowych (14:0-CoA, 16:0-CoA, 18:0-CoA, 20:0-CoA, 22:0-CoA, 24:0-CoA,
26:0-CoA) oraz 20:1-CoA, 22:1-CoA i 24:1-CoA (Rys. 26).
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Rys. 26. Aktywno$¢ enzymu PtLPCAT1 kodowanego przez gen Phatr3_J20460
sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum w stosunku do sn-1-[**C]18:1-LPC

oraz dwudziestu jeden r6znych donorow kwasow ttuszczowych (acylo-CoA).

Zrodtem enzymu w testach byly porcje frakcji mikrosomalnych (zawierajace 0,05 nmol
endogennego PC) wyizolowanych z komorek drozdzowych 4ALE1 transformowanych plazmidem
pYES2/CT niosacym gen Phatr3_J20460. Na wykresach przedstawiono wartosci $rednie wraz
z odchyleniem standardowym. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu testu
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA, a nastepnie testu post-hoc (test Tukeya). Rozne

litery oznaczajg istotno$¢ statystyczna (p < 0,05) pomiedzy przeprowadzonymi testami.

Aby porowna¢ specyficznos¢ substratowa badanego enzymu LPCAT
pochodzacego z P. tricornutum z enzymami typu LPCAT pochodzacymi z ro$lin
przeprowadzono analize specyficznosci substratowej enzymow typu LPCAT obecnych we
frakcji mikrosomalnej z nasion C. sativa. Jako substraty reakcji uzyto: sn-1-[*4C]18:1-LPC
(akceptor kwasow thuszczowych) oraz jednego z siedmiu réznych acylo-CoA (donor

kwasow tluszczowych) zawierajacych wielonienasycone kwasy thuszczowe. Wyniki testow
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enzymatycznych in vitro wykazaly, ze enzymy typu LPCAT zawarte we frakcjach
mikrosomalnych z nasion C. sativa dobrze akceptuja acylo-CoA zawierajace kwasy
thuszczowe takie jak: 18:3 n-6, 18:4 n-3 oraz 22:6 n-3. Wymienione powyzej acylo-CoA
byty akceptowane przez enzymy typu LPCAT z nasion C. sativa z podobna efektywnoscig
jak 18:1-CoA n-9, 18:2-CoA n-6 i 18:3-CoA n-3 w testach przeprowadzonych przez
dr Sylwi¢ Klinska (Klinska i wsp., 2019) na tych samych mikrosomach co testy
przeprowadzone w niniejszej pracy. Z drugiej strony aktywnos¢ LPCAT’owa dla
mikrosoméw z nasion C. sativa byla juz bardzo niska w stosunku do acylo-CoA
zawierajacych 20-weglowe kwasy tluszczowe (20:3 n-3, 20:4 n-3, 20:4 n-6, 20:5 n-3; Rys.
27).
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Rys. 27. Aktywno$¢ enzyméw  typu LPCAT  (acylotransferazy  acylo-
CoA:lizofosfatydylocholina) obecnych we frakcji mikrosomalnej z nasion C. sativa
w stosunku do sn-1-[**C]18:1-LPC oraz rdéznych donoréw nienasyconych kwasow

thuszczowych (acylo-CoA).

Zrédtem enzymu w testach byly porcje frakcji mikrosomalnych (zawierajace 0,2 nmol
endogennego PC) wyizolowanych z rozwijajacych si¢ nasion C. sativa w 24 dniu od rozpoczecia
kwitnienia. Na wykresach przedstawiono warto$ci $rednie wraz z odchyleniem standardowym.
Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu testu jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA, a nastepnie testu post-hoc (test Tukeya). Rozne litery oznaczaja istotnos¢ statystyczng

(p £0,05) pomiedzy przeprowadzonymi testami.
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4.4. Remodelowania in vitro fosfolipidow, w tym gléwnie fosfatydylocholiny,
badanych frakcji mikrosomalnych w reakcjach Kkatalizowanych przez enzym
PILPCAT - acylotransferaze acylo-CoA:lizofosfatydylocholina kodowang przez gen
Phatr3_J20460 sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum

Po scharakteryzowaniu reakcji typu forward katalizowanych przez enzym
PtLPCATI1 przystapiono do badania aktywnosci oraz specyficzno$ci substratowej tego
enzymu w reakcjach typu backward. Reakcja typu backward to reakcja, w ktorej
acylotransferaza acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT) odtacza reszt¢ acylowa od fosfolipidu,
ktdra nastgpnie przenosi na koenzym A. W wyniku tej reakcji tworzy si¢ cytoplazmatyczne
acylo-CoA oraz odpowiedni lizofosfolipid. Mieszaniny reakcyjne wykorzystywane do
badania reakcji backward nie zawieraja egzogennych lizofosfolipidow, tak wigc
w reakcjach forward zachodzacych w czasie trwania tych testow wykorzystywane sg
jedynie endogenne lizofosfolipidy, gléwnie te powstajace w czasie przeprowadzanych
inkubacji. Reakcje enzymatyczne in vitro majace na celu zbadanie aktywnos$ci enzymow
PtLPCAT w reakcjach typu backward prowadzono w niniejszej pracy w dwoch
wariantach: bez dodatku DTNB i z jego dodatkiem. W testach bez dodatku DTNB,
zapewnione byly warunki dla zachodzenia reakcji backward katalizowanej przez badany
enzym PtLPCAT1. W wyniku tej reakcji powstawata lizofosfatydylocholina (w mniejszym
stopniu mogly powstawac¢ rowniez inne lizo-fosfolipidy np. LPA lub LPE). Ze wzglgdu na
to, ze enzymy typu LPLAT katalizujg reakcje w obu kierunkach, enzym PtLPCAT1
wykorzystywatl nastgpnie lizofosfolipidy obecne/powstate w czasie trwania testu (w tym te
powstale w reakcji backward katalizowanej przez mikrosomalne LPLATY) oraz dodawane
do mieszaniny reakcyjnej [**CJacylo-CoA do katalizowania reakcji forward. W drugim
wariancie testu, dodany DTNB hamowat reakcje backward katalizowane glownie przez
PtLPCATI poprzez ,,blokowanie” grupy tiolowej (-SH) koenzymu A w wyniku tworzenia
z nig wigzania kowalencyjnego. W testach z dodatkiem DTNB, powstajacy produkt -
[“*CJPC - byl wiec wynikiem katalizowania reakcji forward przez PtLPCAT1 przy
wykorzystaniu innych LPC niz tych powstalych w wyniku reakcji backward katalizowanej
przez enzymy typu LPLAT obecne w badanych frakcjach mikrosomalnych. W testach
tych, czasteczki LPC mogly powstawa¢ w wyniku reakcji katalizowanych przez
fosfolipazy czy enzym PDAT jak réwniez w wyniku lipazowej aktywno$ci wykazywanej
przez LPLATy obecne w badanych frakcjach mikrosomalnych, w tym gléwnie enzym
PtLPCATL1 (Jasieniecka-Gazarkiewicz i wsp., 2023). W obecnej pracy przyjeto, zgodnie

Z tym co bylo sugerowane wezesniej (Lager i wsp., 2013, Jasieniecka-Gazarkiewicz i wsp.,
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2016), ze reakcje prowadzace do syntezy LPL w testach z DTNB zachodzily z podobna
intensywnos$cig réwniez w testach bez DTNB. Odejmujac, wigc ilosci produktu reakceji
w testach z DTNB od ilosci produktu powstatego w testach bez DTNB, zatozylisSmy, ze
uzyskujemy w ten sposob aktywno$¢ enzyméw typu LPLAT w reakcji backward.
Doktadna procedura przeprowadzania reakcji in vitro omawianych w niniejszym rozdziale

zostala opisana w rozdziale 3.17.

4.4.1. Remodelowanie fosfolipidow zawierajacych kwasy tluszczowe naturalnie
wystepujace we frakcjach mikrosomalnych z drozdzy przez enzym LPCAT
(acylotransferaza  acylo-CoA:lizofosfatydylocholina)  kodowany  przez  gen
Phatr3_J20460 sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum

W celu zbadania aktywnosci enzymu PtLPCAT1 w procesie remodelowania
endogennych PL (PC, PE i PA) wystepujacych w badanych frakcjach mikrosomalnych
(wyizolowanych z komorek drozdzowych AALEI transformowanych plazmidem
pYES2/CT niosgcym gen Phatr3_J20460) przeprowadzono testy enzymatyczne
w warunkach promujacych zachodzenie reakcji backward. W testach wykorzystywano
pie¢ egzogennych donorow kwasoéw thuszczowych ([1*C]16:0-CoA, [**C]18:0-CoA,
[1*C]18:1-CoA, ['*C]18:2-CoA, [**C]18:3-CoA) dodawanych do przeprowadzanych
reakcji oddzielnie (jeden acylo-CoA/jeden test). Reakcje te prowadzono z dodatkiem i bez
dodatku DTNB, w trzech r6znych okresach czasu. Na Rys. 28 zostaly przedstawione
wyniki uzyskane po odjeciu powstalego [*C]PL w testach z dodatkiem DTNB od
powstatego [Y*C]PL w testach bez dodatku DTNB w wyniku aktywnosci PtLPCAT1
(najpierw od aktywno$ci uzyskanej w obu rodzajach testow przeprowadzanych
z mikrosomami uzyskanymi z drozdzy nadeksprymujacymi PtLPCAT1 odejmowano
aktywnosci uzyskane w testach z mikrosomami kontrolnymi — uzyskanymi z drozdzy
AALE] transformowanymi pustym plazmidem pYES2/CT. Wyniki te okreslajg aktywnos¢
enzymu PtLPCAT1 w reakcjach backward. Zdarzato si¢ jednak, ze po wykonaniu
powyzszego obliczenia, uzyskany wynik byt ujemny, co oznacza, ze reakcja backward
katalizowana przez PtLPCATI1 nie zachodzita. Dodatkowo oznacza to, ze w testach
prowadzonych z dodatkiem DTNB =zachodzily inne reakcje (niebedace reakcjami
backward katalizowanymi przez PtLPCAT1) generujace nowe czasteczki LPL, dostepne
dla badanego enzymu PtLPCATL1 do przeprowadzania reakcji forward, intensywniej niz
w testach bez dodatku DTNB. Wyniki z poszczegolnych testow z dodatkiem oraz bez
dodatku DTNB wraz z odchyleniem standardowym przedstawiono w Tabelach S1-5.
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Remodelowanie endogennej PC w reakcjach backward przez enzym PtLPCAT1
zachodzilo najintensywniej w testach z dodatkiem ['*Clacylo-CoA zawierajacych
nienasycone osiemnastoweglowe kwasy tluszczowe. Stopien wymiany endogennych
kwaséw thuszczowych w PC na te pochodzace z ['*C]18:1-CoA, [**C]18:2-CoA
i [1*C]18:3-CoA byl na podobnym poziomie przy 10 min czasu trwania reakcji. Wraz ze
wzrostem czasu trwania reakcji réznice w iloSci wymienianych kwasow tluszczowych
pomiedzy PC a poszczegdlnymi dodawanymi do mieszanin reakcyjnych wspomnianymi
egzogennymi acylo-CoA ulegaly zwigkszeniu. Reakcja remodelowania mikrosomalnego
PC zachodzita w sposéb prawie liniowy przez 60 minut, gdy donorem kwasow
thuszczowych w mieszaninach reakcyjnych promujacych reakcje backward byt [1*C]18:2-
CoA. Z posréd badanych [*C]acylo-CoA, to wlasnie [*4C]18:2-CoA okazal si¢ tez byé
najintensywniej wykorzystywanym donorem [**C]grup acylowych w procesie
remodelowania endogennego PC w czasie 60 min inkubacji. Proces remodelowania PC
(katalizowany przez enzym PtLPCATI1) w reakcji trwajacej 30 minut, zachodzit
najszybciej przy wykorzystaniu ['*C]18:1-CoA jako donora kwasow tluszczowych;
[*C]18:2-CoA czy [**C]18:3-CoA byly w tym czasie wykorzystywane z mniejszg
intensywnoscia. Jednak w przypadku [**C]18:1-CoA liniowo$é reakcji nie utrzymywala sie
do 60 min tak jak w przypadku reakcji z [**C]18:2-CoA i w kolejnych 30 minutach
inkubacji szybko$¢ reakcji, w ktorej byt wykorzystywany [*4C]18:1-CoA zaczela spadaé;
aktywnos¢ enzymu PtLPCAT1 w reakcji backward przy 60 minutach inkubacji, gdy
donorem kwasow tluszczowych byt [1*C]18:1-CoA, osiggnela warto$é nieco nizsza niz
przy wykorzystaniu [**C]18:2-CoA. Z kolei intensywno$¢ remodelowania PC przy udziale
[**C]18:3-CoA byla podobna jak przy [**C]18:2-CoA w czasie trwania reakcji 30 minut.
W kolejnych 30 minutach inkubacji szybko$¢ reakcji remodelowania PC przy udziale
[**C]18:3-CoA ulegla zmniejszeniu; wymiana przy 60 minutach inkubacji zwigkszyta sie
0 okoto 13% 1 stanowita okoto 58% odnotowanej w tym samym czasie wymiany kwasow
thuszczowych w PC przy udziale [**C]18:2-CoA. Remodelowanie PC katalizowane przez
badany enzym PtLPCATI w testach promujacych zachodzenie reakcji backward
z wykorzystaniem [**C]18:0-CoA nie zachodzito do 30 minuty reakcji. W czasie inkubacji
60 minutowe] mozna bylo juz jednak zaobserwowaé¢ remodelowanie PC przy
wykorzystaniu  [**C]18:0-CoA, ktore wynosilo okoto 10% najefektywniejszego
remodelowania PC zachodzacego przy udziale [**C]18:2-CoA. Wymiana endogennych
kwasow ttuszczowych w PC na nasycone kwasy ttuszczowe pochodzace z [1*C]16:0-CoA

nie nastepowata, gdy reakcja byla prowadzona przez 10 minut. Nastepnie przy czasie
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inkubacji 30 minut reakcja wymiany tych kwasoéw tluszczowych w PC mogta by¢ juz
odnotowana, byla to jednak bardzo niska warto$¢. Po 60 min inkubacji nie odnotowano
jednak nawet tej aktywnosci zaobserwowanej w testach trwajgcych 30 minut. Nalezy wiec
przyjaé, ze remodelowanie mikrosomalnego PC w wyniku reakcji backward, w testach
z dodatkiem [*4C]16:0-CoA, bylo na granicy detekcji (Rys. 28a).

Reakcja backward katalizowana przez enzym PtLPCAT]1 zachodzita stanowczo
mniej efektywnie w stosunku do PE niz do PC. Enzym PtLPCAT1 katalizowal reakcj¢
wymiany kwasow ttuszczowych w PE na te pochodzace z [*4C]18:1-CoA i [**C]18:2-CoA
w wyniku reakcji backward, a nastgpnie forward, z podobng intensywnoscia.
Remodelowanie PE z udzialem ['*C]18:3-CoA przebiegalo troche wolniej niz
remodelowanie z udzialem [**C]18:1-CoA i [**C]18:2-CoA. W czasie 60 min reakcji,
efektywnos¢ reakcji backward w tym przypadku byta o okoto 27% mniejsza. Powyzsze
reakcje remodelowania PE (z udzialem [1*C]18:1-CoA, [}*C]18:2-CoA i [**C]18:3-CoA)
nie byly reakcjami liniowymi. Szybkos$¢ tych reakcji po 30 min inkubacji mocno si¢
obnizyla. Przy czym w 60 min inkubacji ilo§¢ syntetyzowanego produktu ([**C]PE)
w wyniku reakcji backward, a nastepnie forward, wzrosta o okoto 26% w testach
z [**C]18:1-CoA i [**C]18:2-CoA. Natomiast w testach z dodatkiem [**C]18:3-CoA ilo$¢
de novo syntetyzowanego [**C]JPE w wyniku reakcji backward, a nastepnie forward, byta
taka sama po 60 minut reakcji jak ta po 30 min. W przypadku zastosowanych w testach
[**Clacylo-CoA zawierajacych nasycone kwasy thuszczowe (16:0 i 18:0) reakcja backward
katalizowana przez enzym PtLPCAT]1 nie zachodzita (Rys. 28b).

Badany enzym PtLPCATI1 nie przeprowadzal natomiast reakcji backward
w stosunku do PA (lub przeprowadzat na tyle nieefektywnie, ze wynik byt na poziomie
detekcji) przy wigkszosci zastosowanych donorow kwasow tluszczowych. Wykazano
jedynie, ze enzym PtLPCAT]I jest zdolny do wymiany kwasow tluszczowych w PA na te
pochodzace z [**C]18:1-CoA w wyniku katalizowania reakcji backward, a nastepnie
forward, oraz, ze reakcja ta zachodzita w sposob prawie liniowy do 60 min trwania
inkubacji. Efektywnos$¢ tej wymiany w ilosciach bezwzglednych nie byla znaczaca,
poniewaz wynosita tylko od okoto 5,2% do 9% wymiany odnotowanej w przypadku PC
oraz od 23% do 32% wymiany odnotowanej w przypadku PE (Rys. 28c). Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze zawartos¢ endogennego PA stanowila tylko okoto 10% zawartosci
endogennego PC czy okoto 18% endogennego PE tak, wigc procent wymiany kwasow

thuszczowych w tym fosfolipidzie, byl tylko o okoto polowy mniej intensywny niz
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wymiana kwaséw tluszczowych w PC i nawet bardziej efektywny niz wymiana kwasow

thuszczowych w PE.
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Rys. 28. Aktywno$¢ typu backward PtLPCAT1 w procesie remodelowania
mikrosomanych fosfolipidow [PC (a), PE (b) i PA (c)], zawierajacych kwasy tluszczowe
naturalnie wystgpujace w komorkach drozdzowych. Reakcje prowadzono z udzialem
pieciu réznych [**Clacylo-CoA (donoréw [**Clkwaséw thuszczowych; dodawanych do
mieszaniny reakcyjnej osobno).

Na wykresach przedstawiono wyniki uzyskane po odjeciu ilosci produktu reakcji powstatego w testach z
dodatkiem DTNB od ilo$ci produktu reakcji powstatego w testach bez dodatku DTNB w wyniku aktywno$ci
PtLPCAT]1 (najpierw od aktywnos$ci uzyskanej w obu rodzajach testow przeprowadzanych z mikrosomami
uzyskanymi z drozdzy nadeksprymujacych PtLPCAT1 - transformowanych plazmidem pYES2/CT niosgcym
gen Phatr3 J20460 - odejmowano aktywno$ci uzyskane w testach z mikrosomami kontrolnymi —
uzyskanymi z drozdzy AALEI transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT). UsSrednione wyniki
przeprowadzonych testow (wraz z odchyleniem standardowym) przedstawiono w Tabelach S1-5.
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Znajac ilo$¢ endogennego PA, PE i PC w porcjach frakcji mikrosomalnych
wykorzystywanych w testach (zawarto$§¢ powyzszych klas lipidow w porcjach frakcji
mikrosomalnych wykorzystywanych w testach podano w Tabeli 9) obliczono procent
wymiany kwasow tluszczowych zawartych w tych fosfolipidach na kwasy tluszczowe
pochodzace z [Y*CJacylo-CoA, w procesie remodelowania generujagcym LPL w wyniku
reakcji backward katalizowanej przez PtLPCAT1. Wyliczono réwniez catkowity procent
wymiany kwaséw thuszczowych w badanych fosfolipidach (od ilosci ['*C]-kwasow
thuszczowych inkorporowanych do poszczegodlnych fosfolipidow w testach bez dodatku
DTNB z mikrosomami z drozdzy nadeksprymujacymi PtLPCAT1 odejmowano ilo$ci
[“*C]-kwasow ttuszczowych inkorporowanych do tychze fosfolipidéow w odpowiednich
testach z mikrosomami z drozdzy AALEI transformowanych pustym plazmidem
pYES2/CT). Procent wymienionych kwasow tluszczowych w wyniku reakcji backward
w mikrosomalnym PC drozdzy nadeksprymujacych PtLPCAT1 na te pochodzace
z [}4C]18:2-CoA, [**C]18:1-CoA, [}*C]18:3-CoA i [**C]18:0-CoA wynosil odpowiednio
okoto 10,3%, 9,7%, 6,0% 1 1,0% w ciaggu godziny. Calkowity procent wymiany kwasoéw
thuszczowych w mikrosomalnym PC na pochodzace z wymienionych acylo-CoA wynosit
za$ 16,8%, 12,9%, 12,9% 1 3,15% odpowiednio. Dodatkowo wymiana nast¢powata
rowniez w obecnosci 16:0-CoA 1 wynosita okoto 3,19% w ciggu godziny. Z kolei, procent
wymiany kwasow tluszczowych w mikrosomalnym PE w wyniku reakcji backward na te
pochodzace z [1*C]18:1-CoA, [*4C]18:2-CoA i [*C]18:3-CoA wynosit odpowiednio okoto
3,9%, 4,0% 1 3,2%. Calkowity procent tej wymiany wynosit za§ 5,7%, 8,8% 1 6,3%
odpowiednio, zas§ w testach 16:0-CoA i 18:0-CoA 0,6% i 0,3% w ciggu jednogodzinnej
reakcji. Wymiana kwasow tluszczowych w PA w wyniku reakcji backward zachodzita
tylko na te pochodzace z [*C]18:0-CoA i [**C]18:1-CoA, a procent wymiany wynosit
odpowiednio okoto 0,5% i 5,2% (Tabela 9). Wymiana catkowita (w wyniku generowania
LPA w reakcji backward i wyniku innych reakcji) wynosita za§ w obecnosci tych acylo-
CoA 3,4% 1 6,9% odpowiednio. Dodatkowo taka wymiang obserwowano rowniez
w testach z 16:0-CoA (10,2%), 18:2-CoA (6,6%) i 18:3-CoA (8,6%). Nalezy jednak
pamigta¢, ze enzymy typu LPCAT sa bardziej specyficzne w stosunku do kwasow
thuszczowych wystepujacych w pozycji sn-2 w porodwnaniu do tych wystepujacych
W pozycji sn-1. Rzeczywista wymiana kwasoéw thuszczowych w pozycji sn-2 omawianych
lipidow mogta, wigc by¢ nawet o 1,9 razy wyzsza, a tych z pozycji sn-1 wynosi¢ tylko

okoto 10% $redniej wymiany przedstawionej powyzej (Lager i wsp., 2013).
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Tabela 9. Procent wymiany kwasow thuszczowych w fosfolipidach (zawierajacych kwasy
thuszczowe naturalnie wystgpujace w komorkach drozdzowych 44LE1 transformowanych
plazmidem pYES2/CT niosgcym gen Phatr3 J20460), na kwasy tluszczowe pochodzace
z réznych czasteczek [Y*CJacylo-CoA, w ciggu godziny w wyniku katalizowania reakcji

backward, a nastgpnie forward, przez enzym PtLPCATI1 oraz procent catkowitej
wymiany.

Sredni procent wymiany kwasow tluszczowych wystepujacych w
badanych fosfolipidach frakcji mikrosomalnych na kwasy ttuszczowe
Catkowita pochodzace z odpowiedniego [*Clacylo-CoA w ciggu godziny w
Endogenny | zawarto$¢ |  wyniku reakcji backward (A) oraz procent catkowitej wymiany (B)
PL PL/test
& [**C]acylo-CoA
[nmol]
16:0-CoA 18:0-CoA 18:1-CoA 18:2-CoA 18:3-CoA
A B A B A B A B A B
PC 5 0 (319 10 |315| 97 |129 | 103 | 168 | 6,0 | 12,9
PE 2,8 0 | 063 0 0,30 | 39 | 569 | 40 (881 | 32 | 6,25
PA 0,5 0 102 | 06 | 34 | 52 | 69 0 6,6 0 8,6

PL - fosfolipid; PC - fosfatydylocholina; PE - fosfatydyloetanoloamina; PA - kwas
fosfatydowy; LPL - lizofosfolipid

Do wyliczenia % wymiany kwasow tluszczowych w poszczegolnych fosfolipidach na te pochodzace
z acylo-CoA w wyniku reakcji backward katalizowanej przez PtLPCAT1 wykorzystano réznice w ilosci
inkorporowanych do poszczegdlnych fosfolipidow ['*C]-kwaséw tluszczowych w reakcjach backward
w testach z frakcjami mikrosomalnymi z drozdzy nadeksprymujacymi PtLPCAT1 i w testach z frakcjami
mikrosomalnymi z drozdzy AALEI transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT — wyniki ujemne
z tych ostatnich testow traktowano jako 0 (dane w Tabelach S1-5).

Do wyliczenia % calkowitej wymiany kwasow tluszczowych (w reakcjach backward oraz innych reakcjach
produkujgcych LPL a nastepnie reakcji forward katalizowanej przez PtLPCATI1) wykorzystano ilosci
inkorporowanych do poszczegolnych fosfolipidow [*4C]-kwasow ttuszczowych w testach bez dodatku DTNB
z mikrosomami z drozdzy nadeksprymujagcymi PtLPCAT1 pomniejszonymi o ilo$¢ [C]-kwasoéw
thuszczowych inkorporowanych do tychze fosfolipidow w odpowiednich testach z mikrosomami z drozdzy
AALE] transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT.

W niektorych przypadkach w testach z dodatkiem DTNB wymiana kwasow ttuszczowych w PC byla wyzsza
niz w testach bez dodatku DTNB (dane w Tabelach S1-5). Danych tych nie uwzgledniono w niniejszej
Tabeli.
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4.4.2. Remodelowanie fosfatydylocholiny frakcji mikrosomalnych drozdzy
0 zmodyfikowanym in vitro skladzie kwaséw tluszczowych przez PtLPCAT (enzym
kodowany przez gen Phatr3 J20460 sklonowany z okrzemka Phaeodactylum
tricornutum)

Uzupetnieniem badan oméwionych powyzej, dotyczacych aktywnosci enzymu
PtLPCAT1 w reakcjach backward bylo przeprowadzenie testow enzymatycznych,
w ktorych w pierwszym etapie modyfikowano zawartos¢ oraz sktad kwasow tluszczowych
fosfatydylocholiny  (PC) badanych  frakcji mikrosomalnych (uzyskanych
z wykorzystywanych do badan drozdzy). W etapie tym uzyskiwano, frakcje mikrosomalne
posiadajace PC o skladzie kwasow tluszczowych innym niz ten wystepujacy naturalnie
w PC drozdzy. W celu przeprowadzenia tego typu modyfikacji frakcje mikrosomalne
(przeznaczane do tych modyfikacji) wykorzystywane byly najpierw w testach
promujacych reakcje forward, w wyniku ktorych biosyntetyzowano ,,nowe” czasteczki PC.
W testach tych akceptorem kwaséw tluszczowych byly glownie czasteczki egzogennej
lizofosfatydylocholiny (sn-1-18:1-LPC; zawartos¢ endogennej LPC we frakcjach
mikrosomalnych jest stosunkowo niska) a donorami estry, gldwnie dtugotancuchowych
wielonienasyconych ~ kwasoéw  tluszczowych  ze  szlaku  biosyntezy  kwasu
eikozapentaenowego (EPA) z CoA, tj.: 18:3(n-3)-CoA, 18:3(n-6)-CoA, 18:4(n-3)-CoA,
20:4(n-3)-CoA oraz 20:5(n-3)-CoA. W reakcjach tych zrodlem enzymow typu LPCAT,
przeprowadzajacych reakcje syntezy ,,nowych” czasteczek PC, byly wykorzystywane do
badan frakcje mikrosomalne. Zsyntetyzowane de novo PC, zawierajace ,,nowe” kwasy
thuszczowe gtownie w pozycji sSn-2, wbudowywane byly do membran modyfikowanych
frakcji mikrosomalnych. Po zakonczeniu syntezy ,,nowych” czasteczek PC, mieszaniny
reakcyjne byly odwirowywane, a wuzyskane osady frakcji mikrosomalnych
0 zmodyfikowanym sktadzie PC, byly zawieszane w mieszaninie reakcyjnej promujgcej
reakcje typu backward. Doktadng metodyke przeprowadzania zaréwno modyfikacji PC
badanych frakcji mikrosomalnych jak 1 metodyke pdzZniejszych testow badajacych
remodelowanie PC tych frakcji opisano szczegétowo w rozdziale 3.17. Gléwne badania
dotyczace remodelowania zmodyfikowanych ,PC” wykonano na frakcjach
mikrosomalnych z drozdzy nadeksprymujacych PtLPCAT, a badania dodatkowe na
frakcjach mikrosmalnych z drozdzy nadeksprymujacych drozdzowga acylotransferaze
ALE1 oraz na frakcjach mikrosomalnych z drozdzy nadeksprymujacych acylotransfraze
Arabidopsis AtLPCAT2. Okreslenie aktywnosci enzymu PtLPCAT1 w reakcjach

backward w stosunku do czgsteczek fosfatydylocholiny zawierajacych dlugotancuchowe
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wielonienasycone kwasy tluszczowe (VLC-PUFA) ze szlaku biosyntezy kwasu
eikozapentaenowego (EPA), uznano za istotne w uzyskiwaniu odpowiedzi dotyczacej roli,
jaka moga wykazywac te enzymy w biosyntezie kwasu ttuszczowego EPA. Okreslenie za$
tego typu aktywnosci wykazywanej przez inne LPCATy uznano za istotne dla uzyskania

odpowiedzi czy specyficzno$¢ PtLPCAT rozni si¢ od specyficznosci innych LPCAToOw.

4.4.2.1. Wplyw acylo-CoA i wprowadzonych modyfikacji frakcji mikrosomalnych
(izolowanych z drozdzy nadeksprymujacych PtLPCAT1 - enzym kodowany przez gen
Phatr3_J20460 sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum) na calkowita
intensywnos¢ remodelowania zawartych w nich czasteczek PC

Calkowitg intensywno$¢ remodelowania PC mozna byto obserwowa¢ w testach
bez dodatku DTNB. W testach tych LPC powstawalo zaréwno w reakcjach typu backward
katalizowanych przez PtLPCAT1 jak i w innego typu reakcjach katalizowanych np. przez
fosfolipazy, enzymy typu PDAT, czy poprzez lipazowa aktywno$s¢ LPLATOw. Niezaleznie
od sposobu wytwarzania, powstale czasteczki LPC byly dalej wykorzystywane przez
PtLPCATL1 do reakcji forward syntetyzujacej zmodyfikowane czgsteczki PC. Z posrod
wykorzystywanych frakcji mikrosomalnych wzbogacanych o rézne ,,nowe” rodzaje PC, to
jest: sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC; sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC; sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-
PC; sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC i  sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC,  najefektywnigj
remodelowane bylo PC frakcji mikrosomalnych wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-
6)-PC. W czasie inkubacji 30 minutowej, remodelowanie PC tak zmodyfikowanych frakcji
mikrosomalnych zachodzilo najintensywniej gdy donorem kwasow thuszczowych byt
[**C]18:2-CoA. Efektywno$¢ remodelowania w obecnosci pozostatych acylo-CoA
zmniejszata sie w nastepujacy sposob: [14C]18:3-CoA > [1*C]18:1-CoA > [**C]16:0-CoA >
[**C]18:0-CoA. Wzgledna intensywno$¢ remodelowania PC omawianej frakcji
mikrosomalnej w testach z wymienionymi wyzej S-cioma réznymi acylo-CoA byla
podobna rowniez podczas 60 minutowej inkubacji. Efektywnos$¢ remodelowania pomiedzy
30 a 60 minutami inkubacji byla jednak o wiele nizsza niz w pierwszych 30 minutach
(Rys. 29b). Catkowita intensywnos¢ remodelowania pozostatych zmodyfikowanych frakcji
mikrosomalnych byta nizsza niz tej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC. Biorac
pod uwage najwyzsza odnotowang intensywno$¢ remodelowania PC w ciggu 60 min
przedstawiala si¢ ona nastgpujaco: frakcja wzbogacona o sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC
(okoto 66% najwyzszej intensywnosci odnotowanej dla frakcji mikrosomalnej

wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC) > frakcja wzbogacona o sn-1-18:1-sn-2-
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20:5(n-3)-PC (okoto 40%) > frakcja wzbogacona o sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC (okoto
35%) > frakcja wzbogacona o0 sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC (okoto 26%). Podczas
remodelowania PC frakcji mikrosomalnych wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC,
0 sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC i 0 sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC proces remodelowania
zachodzil najintensywniej gdy w $rodowisku reakcji znajdowat sie ['*C]18:1-CoA
a nastepnie [}*C]18:3-CoA > [**C]18:2-CoA > [**C]16:0-CoA > [}*C]18:0-CoA. Wptyw
badanych acylo-CoA na intensywno$¢ remodelowania PC frakcji mikrosomalnych
wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC byt za$ podobny jak ten odnotowany dla
frakcji mikrosomalnych wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC ([**C]18:2-CoA >
[**C]18:3-CoA > [**C]18:1-CoA > [!}C]16:0-CoA > [}*C]18:0-CoA). Intensywnosé
remodelowania PC omawianych obecnie frakcji mikrosomalnych byta w pierwszych
30 minutach inkubacji zazwyczaj wyzsza (czesto jednak w sposdb mniej widoczny niz
w przypadku frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC) niz
w kolejnych 30 minutach inkubacji. W niektorych przypadkach, jak np. w testach
z mikrosomami  wzbogaconymi o  sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC,  intensywno$¢é
remodelownia w pierwszych 30 minutach inkubacji byla podobna jak w kolejnych

30 minutach, a czasami nawet nizsza (Rys. 29).
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Rys. 29. Intensywno$¢ remodelowania PC, w testach bez dodatku DTNB, frakcji
mikrosomalnych z drozdzy nadeksprymujacych PtLPCAT1 wzbogaconych o nowe
,.gatunki” PC w zaleznoéci od roznych donoréow [YClkwasow thuszczowych - [**Clacylo-
CoA dodawanych do mieszanin reakcyjnych osobno. a - frakcje mikrosomalne
wzbogacone o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC; b — frakcje mikrosomalne wzbogacone o sn-
1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC; ¢ — frakcje mikrosomalne wzbogacone o sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-
3)-PC; d - frakcje mikrosomalne wzbogacone o sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC; e — frakcje
mikrosomalne wzbogacone o sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC.

Wykorzystywane w badaniach frakcje mikrosomalne izolowane byty z drozdzy AALEI z wstawionym
plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3_J20460 (kodujacy PtLPCAT1) pochodzacy z Phaeodactylum
tricornutum. Wzbogacanie PC tych frakcji mikrosomalnych o nowe ,,gatunki” PC nastgpowato w wyniku
syntezy danego ,,gatunku” PC in vitro w testach promujacych reakcje forward przy wykorzystaniu
wymienionych frakcji mikrosomalnych (zrédto enzymu PtLPCAT1), 18:1-LPC (akceptor kwasow
thuszczowych) oraz odpowiedniego acylo-CoA (donor kwasow thuszczowych; 18:3(n-3)-CoA, 18:3(n-6)-
CoA, 18:4(n-3)-CoA, 20:4(n-3)-CoA, 20:5(n-3)-CoA). Syntetyzowane de novo PC wbudowywane byto do
wykorzystanych w testach frakcji mikrosomalnych. Po zakonczeniu testow promujgcych reakcje forward, tak
zmodyfikowane frakcje mikrosomalne odzyskiwano metodg wirowania i wykorzystywano do badania
intensywno$ci remodelowania zawartego w nich PC. Oprocz powyzszego rysunku, wyniki tych testow

(wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym) podane sa w Tabeli S7.
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4.4.2.2. Udzial reakcji typu backward oraz udzial innego typu reakcji
W remodelowaniu fosfatydylocholiny frakcji mikrosomalnych drozdzy
nadeksprymujacych PtLPCAT1 (enzym kodowany przez gen Phatr3_J20460
sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum) wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-
18:3(n-3)-PC

Wymiana kwasow tluszczowych bedaca wynikiem katalizowania reakcji
backward, a nastepnie forward, przez PtLPCAT1 w fosfatydylocholinie frakcji
mikrosomalnych wzbogaconych o czasteczki PC zawierajace kwas tluszczowy 18:3(n-3)
W pozycji sn-2 (stanowity one okoto 51% wszystkich czasteczek PC obecnych w tych
mikrosomach) zachodzita najszybciej gdy mieszanina reakcyjna zawierata [*4C]18:2-CoA,
a w nastepnej kolejnoéci gdy zawierala [1*C]18:3-CoA lub [**C]18:1-CoA. Wymiana
kwasow tluszczowych w PC badanej zmodyfikowanej frakcji mikrosomalnej na
wspomniane [**C]18:3 i [**C]18:1 byla wolniejsza o okoto 18% i 41% (odpowiednio) niz
ich wymiana na [**C]18:2, podczas inkubacji trwajacej 60 minut. Remodelowanie sktadu
kwasow thuszczowych PC omawianej zmodyfikowanej frakcji mikrosomalnej (w wyniku
reakcji typu backward) w testach z [**C]16:0-CoA i [**C]18:0-CoA zachodzito jeszcze
mniej efektywnie. Wynosilo ono odpowiednio okoto 6% 1 10% intensywnoS$ci
remodelowania odnotowanego w testach z [**C]18:2-CoA podczas 60 minutowej
inkubacji. Ponadto, wymiana grup acylowych w PC badanych frakcji mikrosomalnych na
te pochodzace z [**C]16:0-CoA byla ponizej poziomu detekcji podczas inkubacji trwajgce;
30 minut; mozna ja bylo zaobserwowacé dopiero gdy czas inkubacji wynosit 60 minut
(Rys. 30a). Wyniki przedstawione na Rys. 30a to réznica w intensywnosci remodelowania
PC badanych frakcji mikrosomalnych odnotowana w testach bez dodatku DTNB
(Rys. 29a; Tabela S7) i w testach z dodatkiem tego inhibitora reakcji typu backward
(Rys. 30b; Tabela S7), czyli remodelowanie sktadu kwasow tluszczowych catkowicie
zalezne od aktywnos$ci typu backward wykazywanej przez enzymy typu LPLAT obecne
w badanych frakcjach mikrosomalnych, praktycznie jednak zalezne prawie wylacznie od
aktywnosci PtLPCAT1 (intensywno$¢ reakcji typu backward katalizowanych przez
endogenny SLC1 byta na bardzo niskim poziomie; Tabele S1-S5). Remodelowanie sktadu
kwasow tluszczowych PC badanych frakcji mikrosomalnych zachodzace w wyniku
wspotdziatania LPLATOw 1 innych enzyméw dostarczajagcych LPC do reakcji typu
forward katalizowanej przez enzymy typu LPLAT, przedstawiono na Rys. 30b (wyniki
testow przeprowadzonych z dodatkiem DTNB). Do enzymoéw, ktore moga wspotdziataé

zenzymami LPLAT w remodelowaniu fosfolipidow nalezg np. fosfolipazy czy enzymy

155



typu PDAT. Produkcja czasteczek LPC moze nastgpowac réwniez w wyniku dziatalno$ci
lipazowej enzyméw typu LPLAT (Jasieniecka-Gazarkiewicz i wsp., 2023). Intensywno$¢
remodelowania PC badanej (wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-[*4C]18:3(n3)-PC) frakgcji
mikrosomalnej w testach z DTNB byta stosunkowo niska (Rys. 30b). W testach
z [}*C]16:0-CoA, ['*C]18:1-CoA Ilub ['*C]18:2-COA — intensywno$é tego typu
remodelowania wynosita od okolo 5 do okoto 13% najwyzszej intensywnoS$ci
remodelowania (odnotowanego w reakcjach backward i nastepujacych po nich reakcjach
forward katalizowanych przez PtLPCAT1 (w testach z [**C]18:2-CoA). W testach
z udziatem [**C]18:0-CoA lub [**C]18:3-CoA (W obecnoéci DTNB) nie odnotowano
zadnego wigczania kwasow tluszczowych obecnych w tych acylo-CoA do puli PC (brak
syntezy de novo czasteczek fofatydylocholiny). O ile [**C]18:0-CoA jest bardzo stabo
akceptowany przez PtLPCAT1 to [**C]18:3-CoA jest stosunkowo dobrze wykorzystywany
przez ten enzym w reakcji typu forward (Potonska i wsp., 2022). Nalezaloby wigc
przypuszczaé, ze w testach z udzialem przynajmniej tego ostatniego acylo-CoA produkcja

LPC nie nastepuje.
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Rys. 30. Intensywno$¢ remodelowania PC frakcji mikrosomalnych z drozdzy
nadeksprymujacych ~ PtLPCAT1  wzbogaconych o  sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC
w zaleznoéci od roznych donorow [YClkwaséw thuszczowych - [**CJacylo-CoA
dodawanych do mieszanin reakcyjnych osobno. a — remodelowanie bedace wynikiem
aktywnosci PtLPCAT1 w reakcji backward (od intensywno$ci remodelowania PC
w testach bez dodatku DTNB odejmowano intensywno$¢ remodelowania PC w testach
z dodatkiem tego inhibitora reakcji backward); b — intensywno$¢ remodelowania PC
w testach z dodatkiem DTNB.

Wykorzystywane w badaniach frakcje mikrosomalne izolowane byly z drozdzy AALEI
z wstawionym plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3_J20460 (kodujacy PtLPCATL)
pochodzacy z Phaeodactylum tricornutum. Wzbogacanie PC tych frakcji mikrosomalnych o sn-1-
18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC nastgpowato w wyniku syntezy tego ,,gatunku” PC in vitro w testach
promujacych reakcje forward przy wykorzystaniu wymienionych frakcji mikrosomalnych (zrodto
enzymu PtLPCAT1), 18:1-LPC (akceptor kwaséw tluszczowych) oraz 18:3(n-3)-CoA (donor
kwasow tluszczowych). Syntetyzowane de novo PC wbudowywane bylo do wykorzystanych
w testach frakcji mikrosomalnych. Po zakonczeniu testow promujacych reakcje forward, tak
zmodyfikowane frakcje mikrosomalne odzyskiwano metodg wirowania i wykorzystywano do
badania intensywnosci remodelowania zawartego w nich PC. Oprocz powyzszego rysunku, wyniki

tych testow (wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym) podane sa w Tabeli S7.
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4.4.2.3. Udzial reakcji typu backward oraz wudzial innego typu reakcji
W remodelowaniu fosfatydylocholiny frakcji mikrosomalnych drozdzy
nadeksprymujacych PtLPCAT1 (enzym kodowany przez gen Phatr3_J20460
sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum) wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-
18:3(n-6)-PC

Kolejnym wariantem modyfikacji badanych frakcji mikrosomalnych byty
mikrosomy wzbogacone o czgsteczki sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC (stanowity one okoto
57% wszystkich czasteczek PC obecnych w tych mikrosomach). Wymiana kwaséw
thuszczowych w PC tak zmodyfikowanych mikrosoméw na kwasy thuszczowe pochodzace
z [**Clacylo-CoA dodawane do mieszanin reakcyjnych, zachodzila juz catkiem inaczej niz
w przypadku podobnych testow wykonywanych z udzialem frakcji mikrosomalnych
wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC  (omoéwionej powyzej). Co prawda
remodelowanie tak zmodyfikowanego PC (w wyniku reakcji backward a nastepnie
forward katalizowanych przez PtLPCAT1) byto najintensywniejsze gdy donorem kwasow
thuszczowych byt [**C]18:2-CoA, co miato miejsce rowniez gdy remodelowane byto PC
mikrosoméw wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC, jednak wymiana kwasow
thuszczowych w tym przypadku byta bardziej efektywna. W odréznieniu jednak od sytuacji
opisanej powyzej dla mikrosoméw wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC,
remodelowanie PC obecnie omawianej zmodyfikowanej frakcji mikrosomalnej w testach
z [}*C]18:1-CoA i w testach [*4C]18:3-CoA w wyniku reakcji backward a nastepnie
forward katalizowanych przez PtLPCATI, bylo bardzo mato efektywne. W testach
z udziatem [}*C]18:1-CoA tego typu remodelowania nie obserwowano w ogole,
aw testach [**C]18:3-CoA bardzo niskg jego intensywno$é mozna bylo zaobserwowaé
dopiero po 60 minutach inkubacji (Rys. 31a; Tabela S7). W odréznieniu réwniez od
poprzednio omoéwionej zmodyfikowanej frakcji mikrosomalnej, w testach z obecnie
omawiang frakcja mikrosomalng tego typu remodelowanie PC zachodzilo stosunkowo
efektywnie gdy donorem kwaséw thuszczowych byl ['%C]16:0-CoA. Intensywnosé
remodelowania PC w testach z jego udzialem wynosita okoto 41% szybkoS$ci
remodelowania odnotowanej w testach z udzialem [**C]18:2-CoA. Wzgledna efektywno$éé
wymiany kwasow thuszczowych w testach z [14C]18:0-CoA byta podobna jak w przypadku
testow z mikrosomami wzbogaconymi o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC i wynosita okoto 6%
intensywnosci odnotowanej w testach z udzialem [}C]18:2-CoA. W warto$ciach
bezwzglednych byla to jednak okoto 2 razy intensywniejsza wymiana (Rys. 30a i 31a;
Tabela S7).
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Remodelowanie sktadu kwaséw tluszczowych PC obecnie omawianej
zmodyfikowanej frakcji mikrosomalnej w testach z udzialem DTNB bylo wielokrotnie
bardziej intensywne niz to odnotowane dla zmodyfikowanej frakcji mikrosomalnej
omoéwionej powyzej (Rys. 30b i Rys. 31b). W testach z dodatkiem DTNB, czasteczki LPC
(wykorzystywane dalej przez enzym PtLPCAT1 w reakcji forward) sa syntetyzowane
winnych reakcjach niz reakcja backward katalizowana przez PtLPCAT1. Na
intensywno$¢ tych reakcji wplywa ewidentnie (jak wynika z zaprezentowanych wynikow;
Rys. 30b i 31b, Tabela S6) rodzaj przeprowadzonej modyfikacji badanych frakcji
mikrosomalnych. Ponadto, na intensywnos$¢ tych reakcji wplywa réwniez rodzaj acylo-
CoA wykorzystywanego w testach. W obecnie omawianych testach, gdy w $rodowisku
reakcyjnym byt obecny [*C]18:1-CoA, [*C]18:2-CoA lub [**C]18:3-CoA, remodelowanie
PC badanych, zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych zachodzito intensywniej lub na
podobnym poziomie jak w wyniku produkcji endogennego LPC w wyniku reakcji
backward katalizowanej przez PtLPCAT1 przy obecno$ci w mieszaninie reakcyjnej
[**C]18:2-CoA (Rys. 31a). Po 30 min inkubacji bylo to okoto 332%, 215% i 281% a po
60 min inkubacji okoto 137%, 80% i 126% dla testow z [**C]18:1-CoA, [**C]18:2-CoA)
i [1*C]18:3-CoA odpowiednio. W testach z DTNB, intensywno$¢ remodelowania PC
badanej frakcji mikrosomalnej z udziatem ['*C]16:0-CoA i [**C]18:0-CoA byta
kilkakrotnie niZzsza niz w testach z powyzej omawianymi acylo-CoA, jednakze wyzsza iz
w analogicznych testach z mikrosomami wzbogaconymi w sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC
(Rys. 30b i 31b). Poréwnujac intensywno$¢ remodelowania PC obecnie omawianej frakcji
mikrosomalnej w testach z [**C]18:0-CoA w reakcjach w ktérych LPC generowane byto
w wyniku reakcji backward katalizowanej przez PtLPCAT1 =z intensywnoscig
remodelowania w ktorym LPC generowane byto w innych reakcjach (testy z DTNB)
intensywno$¢ remodelowania z udzialem tych ostatnich reakcji byla nieznacznie wyzsza,
aw przypadku testow udziatem [Y“C]16:0-CoA stanowita okoto 1/3 aktywnosci
odnotowanej w stosunku do tych pierwszych. W testach, w ktoérych donorem kwasow
thuszczowych byly [**C]18:1-CoA lub [**C]18:3-CoA wymiana kwasow tluszczowych
w PC badanej frakcji mikrosomalnej zachodzita praktycznie tylko poprzez reakcje inne niz
reakcja backward katalizowana przez PtLPCAT1 (poréwnanie intensywnos$ci obu typow
reakcji w przypadku testow z [1*C]18:2-CoA omédwiono powyzej), (Rys. 31 i Tabela S7).
Intensywno$¢ remodelowania PC badanej frakcji mikrosomalnej w testach z DTNB,
przebiegala o wiele intensywniej w pierwszych 30 minutach inkubacji niz w kolejnych

30 minutach. W przypadku testow z [**C]18:1-CoA i testow z [**C]18:2-CoA ilo$é
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[**CIJPC po 60 minutach reakcji byla nawet nizsza niz ilo§¢ [**C]PC odnotowana po
30 minutach inkubacji (Rys. 31b).
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Rys. 31. Intensywno$¢ remodelowania PC frakcji mikrosomalnych z drozdzy
nadeksprymujacych ~ PtLPCAT1  wzbogaconych o  sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC
w zaleznoéci od roznych donorow [YClkwaséw thuszczowych - [**CJacylo-CoA
dodawanych do mieszanin reakcyjnych osobno. a — remodelowanie bedace wynikiem
aktywnosci PtLPCAT1 w reakcji backward (od intensywno$ci remodelowania PC
w testach bez dodatku DTNB odejmowano intensywnos¢ remodelowania PC w testach
z dodatkiem tego inhibitora reakcji backward); b — intensywno$¢ remodelowania PC
w testach z dodatkiem DTNB.

Wykorzystywane w badaniach frakcje mikrosomalne izolowane byly z drozdzy AALEI
z wstawionym plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3_J20460 (kodujacy PtLPCATL)
pochodzacy z Phaeodactylum tricornutum. Wzbogacanie PC tych frakcji mikrosomalnych o sn-1-
18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC nastgpowato w wyniku syntezy tego ,,gatunku” PC in vitro w testach
promujacych reakcje forward przy wykorzystaniu wymienionych frakcji mikrosomalnych (zrodto
enzymu PtLPCAT1), 18:1-LPC (akceptor kwaséw tluszczowych) oraz 18:3(n-6)-CoA (donor
kwasow tluszczowych). Syntetyzowane de novo PC wbudowywane bylo do wykorzystanych
w testach frakcji mikrosomalnych. Po zakonczeniu testow promujacych reakcje forward, tak
zmodyfikowane frakcje mikrosomalne odzyskiwano metodg wirowania i wykorzystywano do
badania intensywnosci remodelowania zawartego w nich PC. Oprocz powyzszego rysunku, wyniki

tych testow (wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym) podane sa w Tabeli S7.
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4.4.2.4.Udzial reakcji typu backward oraz wudzial innego typu reakcji
W remodelowaniu fosfatydylocholiny frakcji mikrosomalnych drozdzy
nadeksprymujacych PtLPCAT1 (enzym kodowany przez gen Phatr3_J20460
sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum) wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-
18:4(n-3)-PC

W przypadku testow z frakcja mikrosomalng wzbogacona o czasteczki sn-1-18:1-
sn-2-18:4(n-3)-PC (stanowily one okoto 51% wszystkich czasteczek PC obecnych w tych
mikrosomach), enzym PtLPCAT1 najszybciej generowal LPC w reakcji backward
I kolejno reacylowal je syntetyzujac ,,nowe” czasteczki PC gdy mieszaniny reakcyjne
zawieraly ['*C]18:1-CoA, a w nastepnej kolejnosci [**C]18:3-CoA i [**C]18:2-CoA.
Aktywnos¢ enzymu PtLPCAT1 w tego typu remodelowaniu PC badanej frakcji
mikrosomalnej przy wykorzystaniu [**C]18:3-CoA i [**C]18:2-CoA byta odpowiednio
0 okoto 1,5 i 4,2 razy mniejsza niz aktywno$é odnotowana w testach z [1*C]18:1-CoA.
Natomiast wymiana (katalizowana przez PtLPCATL1 poprzez przeprowadzanie reakcji
backward a nastepnic forward) kwasow tluszczowych w PC badanych frakcji
mikrosomalnych na nasycone kwasy thiszczowe pochodzace z [*C]16:0-CoA i [**C]18:0-
CoA byla bliska zera; innymi stowy intensywno$¢ reakcji przeprowadzonej z dodatkiem
oraz bez dodatku DTNB byta na podobnym poziomie (Rys. 32a; Tabela S7). W testach
prowadzonych z dodatkiem DTNB, ktorych wyniki przedstawiono na Rys. 32b,
remodelowanie PC badanej frakcji mikrosomalnej przy udziale innych reakcji
generujacych LPC niz reakcja backward katalizowana przez PtLPCATI, zachodzito na
bardzo niskim poziomie niezaleznie od zastosowanego w testach rodzaju [**C]acylo-CoA.

Obserwowany model remodelowania czasteczek PC badanej frakcji
mikrosomalnej (wzbogaconej o czasteczki Sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC) byt nieco
zblizony do modelu remodelowania PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-
sn-2-18:3(n-3)-PC i rdznit si¢ bardzo mocno od modelu remodelowania PC frakcji

mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC.
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Rys. 32. Intensywno$¢ remodelowania PC frakcji mikrosomalnych z drozdzy
nadeksprymujacych ~ PtLPCAT1  wzbogaconych 0o  sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC
w zaleznoéci od réznych donorow [Y“Clkwaséw thuszczowych - [Y*CJacylo-CoA
dodawanych do mieszanin reakcyjnych osobno. a — remodelowanie bedace wynikiem
aktywnosci PtLPCAT1 w reakcji backward (od intensywnosci remodelowania PC
w testach bez dodatku DTNB odejmowano intensywno$¢ remodelowania PC w testach
z dodatkiem tego inhibitora reakcji backward); b — intensywno$¢ remodelowania PC
w testach z dodatkiem DTNB.

Wykorzystywane w badaniach frakcje mikrosomalne izolowane byly z drozdzy AALEI
z wstawionym plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3_J20460 (kodujacy PtLPCATL)
pochodzacy z Phaeodactylum tricornutum. Wzbogacanie PC tych frakcji mikrosomalnych o sn-1-
18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC nastepowato w wyniku syntezy tego ,,gatunku” PC in vitro w testach
promujacych reakcje forward przy wykorzystaniu wymienionych frakcji mikrosomalnych (zrodto
enzymu PtLPCAT1), 18:1-LPC (akceptor kwaséw tluszczowych) oraz 18:4(n-3)-CoA (donor
kwasow tluszczowych). Syntetyzowane de novo PC wbudowywane bylo do wykorzystanych
w testach frakcji mikrosomalnych. Po zakonczeniu testow promujacych reakcje forward, tak
zmodyfikowane frakcje mikrosomalne odzyskiwano metoda wirowania i wykorzystywano do
badania intensywnosci remodelowania zawartego w nich PC. Oprocz powyzszego rysunku, wyniki

tych testow (wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym) podane sa w Tabeli S7.
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4.4.25. Udzial reakcji typu backward oraz wudzial innego typu reakcji
W remodelowaniu fosfatydylocholiny frakcji mikrosomalnych drozdzy
nadeksprymujacych PtLPCAT1 (enzym kodowany przez gen Phatr3_J20460
sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum) wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-
20:4(n-3)-PC

W kolejnym wariancie testu badano intensywno$¢ remodelowania PC frakcji
mikrosomalnej wzbogaconej 0 sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC (stanowity one okoto 51%
wszystkich czasteczek PC obecnych w tych mikrosomach). W sposobie remodelowania
zaleznym od intensywnos$ci generowania czasteczek LPC przez enzym PILPCAT1
w reakcji backward, proces ten przebiegat najszybciej w testach z [1*C]18:1-CoA. Ten
rodzaj remodelowania skladu kwasow ttuszczowych PC badanej frakcji mikrosomalnej
przebiegat jeszcze gdy w mieszaninie reakcyjnej obecny byt [14C]16:0-CoA lub [**C]18:3-
CoA. W czasie 30 minutowej inkubacji iloéé¢ powstatego [**C]PC w testach z tymi trzema
acylo-CoA ([**C]18:1-CoA, [**C]16:0-CoA, [**C]18:3-CoA) nie roznita sie znaczaco.
Jednak przy inkubacji trwajacej 60 minut, mozna bylo juz odnotowa¢ wigksze rdznice
w efektywnosci przeprowadzanej reakcji backward i nast¢pujacej po niej reakcji forward.
W tym czasie iloéé powstajacego [**C]PC w testach z [**C]16:0-CoA stanowila okoto 41%
jego ilosci powstajacej w testach z [1*C]18:1-CoA. Z kolei efektywno$é remodelowania PC
w testach z [}*C]18:3-CoA stanowila okoto 20% najwyzszej aktywnosci odnotowanej
wtestach z [**C]18:1-CoA. Intensywno$¢ remodelowania PC badanej frakcji
mikrosomalnej, katalizowana przez enzym PtLPCAT1 w reakcji backward, a nastepnie
forward, byta ledwie wykrywalna gdy w mieszaninie reakcyjnej znajdowat si¢ [**C]18:0-
CoA i nie byla wykrywalna w przypadku obecnosci w tej mieszaninie [*C]18:2-CoA
(Rys. 33a, Tabela S7).

Testy przeprowadzone z dodatkiem DTNB, w ktérych remodelowanie kwasow
thuszczowych PC badanej frakcji mikrosomalnej zalezne byto od generowania czasteczek
LPC w reakcjach innych niz reakcja backward katalizowana przez PtLPCATI1, wykazaty
stosunkowo wysoka intensywno$¢ tego typu remodelowania PC frakcji mikrosomalnej
wzbogaconej 0 sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC. Wymiana kwaséw thuszczowych w PC
badanej frakcji mikrosomalnej zachodzita najintensywniej na te pochodzace z [**C]18:3-
CoA, kolejno na te pochodzace z [**C]18:1-CoA i te pochodzace z [**C]18:2-CoA. Gdy
W mieszaninie reakcyjnej znalazly sie [**C]16:0-CoA lub [**C]18:0-CoA wymiana ta byta
od Kkilku do Kkilkunastu razy wolniejsza (Rys. 33b, Tabela S6). Intensywno$¢

remodelowania PC badanej frakcji mikrosomalnej w testach z DTNB, przebiegata o wiele
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intensywniej w pierwszych 30 minutach inkubacji niz w kolejnych 30 minutach.
W przypadku testow z [*C]18:3-CoA, [}*C]18:1-CoA i testow z [*C]18:0-CoA ilos¢
powstajacego [*C]PC po 60 minutach inkubacji byla nawet nizsza niz ilos¢ [**C]PC
odnotowana po 30 minutach inkubacji (Rys. 33b, Tabela S7). W przypadku testow
7 [}*C]18:3-CoA wymiana kwaséw thiszczowych w PC (po 60 minutach inkubacji)
w reakcjach w ktorych LPC generowane bylo w reakcjach innych niz reakcja backward
katalizowana przez PtLPCATI1 byta okoto 7 razy bardziej efektywna niz podobna
wymiana zachodzaca w reakcjach w ktérych LPC generowane bylo w wyniku reakcji
backward katalizowanej przez PtLPCAT1 (Rys. 33). W testach w ktorych donorem
[“*Clkwasow thiszczowych byt [}C]18:1-CoA, oba sposoby remodelowania PC
zachodzily na podobnym poziomie, a w testach z [**C]18:2-CoA remodelowanie w ktorych
LPC bylo generowane na drodze reakcji backward Kkatalizowanej przez PtLPCAT1
W ogole nie bylo odnotowane. Intensywnos¢ reakcji remodelowania PC (w obecnosci
DTNB) w testach z [**C]16:0-CoA byta okoto 3-krotnie nizsza, a w testach [1*C]18:0-CoA
nieco wyzsza niz w reakcjach w ktérych LPC generowane bylo przez PtLPCAT1
w wyniku reakcji backward, chociaz w testach z obu tymi acylo-CoA intensywnosc ta byta
stosunkowo niska (Rys. 33a i b, Tabela S7).

Obserwowany model remodelowania czasteczeck PC badanej frakcji
mikrosomalnej (wzbogaconej o czasteczki Sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC) byt nieco
zblizony do modelu remodelowania PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-

sn-2-18:3(n-6)-PC.
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Rys. 33. Intensywno$¢ remodelowania PC frakcji mikrosomalnych z drozdzy
nadeksprymujacych ~ PtLPCAT1  wzbogaconych 0o  sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC
w zaleznoéci od roznych donorow [Y*Clkwaséw thuszczowych - [**CJacylo-CoA
dodawanych do mieszanin reakcyjnych osobno. a — remodelowanie bedace wynikiem
aktywnosci PtLPCAT1 w reakcji backward (od intensywno$ci remodelowania PC
w testach bez dodatku DTNB odejmowano intensywno$¢ remodelowania PC w testach
z dodatkiem tego inhibitora reakcji backward); b — intensywno$¢ remodelowania PC
w testach z dodatkiem DTNB.

Wykorzystywane w badaniach frakcje mikrosomalne izolowane byly z drozdzy AALEI
z wstawionym plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3_J20460 (kodujacy PtLPCATL)
pochodzacy z Phaeodactylum tricornutum. Wzbogacanie PC tych frakcji mikrosomalnych o sn-1-
18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC nastgpowatlo w wyniku syntezy tego ,,gatunku” PC in vitro w testach
promujacych reakcje forward przy wykorzystaniu wymienionych frakcji mikrosomalnych (zrodto
enzymu PtLPCAT1), 18:1-LPC (akceptor kwaséw tluszczowych) oraz 20:4(n-3)-CoA (donor
kwasow tluszczowych). Syntetyzowane de novo PC wbudowywane bylo do wykorzystanych
w testach frakcji mikrosomalnych. Po zakonczeniu testow promujacych reakcje forward, tak
zmodyfikowane frakcje mikrosomalne odzyskiwano metodg wirowania i wykorzystywano do
badania intensywnosci remodelowania zawartego w nich PC. Oprocz powyzszego rysunku, wyniki

tych testow (wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym) podane sa w Tabeli S7.

165



4.4.2.6. Udzial reakcji typu backward oraz wudzial innego typu reakcji
W remodelowaniu fosfatydylocholiny frakcji mikrosomalnych drozdzy
nadeksprymujacych PtLPCAT1 (enzym kodowany przez gen Phatr3_J20460
sklonowany z okrzemka Phaeodactylum tricornutum) wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-
20:5(n-3)-PC

Kolejne testy badajace intensywnos$¢ remodelowania PC prowadzono z frakcja
mikrosomalng wzbogacong o sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC (stanowilo ono okoto 50%
wszystkich czasteczek PC obecnych w tych mikrosomach). Testy te wykazaly, ze
PtLPCATL1 (poprzez katalizowanie reakcji backward, a nastgpnie forward) wymieniat
najefektywniej kwasy tluszczowe w PC tak zmodyfikowanej frakcji mikrosomalnej na te
pochodzace z [*C]18:1-CoA, a w nastepnej kolejnosci z [*4C]18:3-CoA i [}4C]18:2-CoA.
W czasie 60 minutowej inkubacji, enzym PtLPCAT]1 przeprowadzat reakcje backward,
anastepnie forward, przy wykorzystaniu [*C]18:3-CoA tylko o okolo 6% mniej
intensywnie niz przy wykorzystaniu [**C]18:1-CoA. Wymiana kwaséw tluszczowych
w PC badanej frakcji mikrosomalnej na te pochodzace z [**C]18:2-CoA byta juz az o okoto
60% mniej efektywna, niz podczas testow z [1*C]18:1-CoA. W testach z [**C]18:0-CoA
odnotowano za$ bardzo niskg wymiane kwasow thuszczowych w tego typu remodelowaniu
PC, a w testach [**C]16:0-CoA w ogole jej nie odnotowano (Rys. 34a, Tabela S7).

W testach z dodatkiem DTNB, w ktorych czasteczki LPC powstawaty w innych
reakcjach niz reakcja backward Kkatalizowana przez PtLPCAT1, synteza [*C]PC
(wwyniku reakcji forward katalizowanej przez PtLPCATI1), zachodzita z matla
intensywnoscig w przypadku wszystkich badanych donorow kwasow thuszczowych
([**C]lacylo-CoA). Reakcje te byly kilkakrotnie mniej intensywne od intensywnosci
remodelowania zaleznego od LPC powstajacego w wyniku aktywnosci typu backward
enzymu PILPCATI1 w przypadku testow z acylo-CoA zawierajacymi nienasycone kwasy
tluszczowe; w przypadku testow z acylo-CoA z nasyconymi kwasami tluszczowymi
przebiegaly jednak z nawet nieco wyzszg intensywnos$cig (Rys. 34ai b, Tabela S7).

Obserwowany model remodelowania czasteczek PC badanej frakcji
mikrosomalnej (wzbogaconej o czasteczki sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC) byt nieco
zblizony do modelu remodelowania PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-
sn-2-18:3(n-3)-PC czy wzbogaconej o0 sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC i roznit si¢ od modelu
remodelowania PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC czy
sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC.
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Rys. 34. Intensywno$¢ remodelowania PC frakcji mikrosomalnych z drozdzy
nadeksprymujacych ~ PtLPCAT1  wzbogaconych o  sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC
w zaleznoéci od roznych donorow [YClkwaséw thiszczowych - [*CJacylo-CoA
dodawanych do mieszanin reakcyjnych osobno. a — remodelowanie bedace wynikiem
aktywnosci PtLPCAT1 w reakcji backward (od intensywnosci remodelowania PC
w testach bez dodatku DTNB odejmowano intensywno$¢ remodelowania PC w testach
z dodatkiem tego inhibitora reakcji backward); b — intensywno$¢ remodelowania PC
w testach z dodatkiem DTNB.

Wykorzystywane w badaniach frakcje mikrosomalne izolowane byly z drozdzy AALEI
z wstawionym plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3 J20460 (kodujacy PtLPCAT1)
pochodzacy z Phaeodactylum tricornutum. Wzbogacanie PC tych frakcji mikrosomalnych o sn-1-
18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC nastgpowato w wyniku syntezy tego ,,gatunku” PC in vitro w testach
promujacych reakcje forward przy wykorzystaniu wymienionych frakcji mikrosomalnych (zrodto
enzymu PtLPCAT1), 18:1-LPC (akceptor kwaséw tluszczowych) oraz 20:5(n-3)-CoA (donor
kwasow tluszczowych). Syntetyzowane de novo PC wbudowywane bylo do wykorzystanych
w testach frakcji mikrosomalnych. Po zakonczeniu testow promujacych reakcje forward, tak
zmodyfikowane frakcje mikrosomalne odzyskiwano metoda wirowania i wykorzystywano do
badania intensywnosci remodelowania zawartego w nich PC. Oprocz powyzszego rysunku, wyniki

tych testow (wartosci §rednie wraz z odchyleniem standardowym) podane sa w Tabeli S7.
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4.4.2.7. Wzgledna aktywnos$¢ typu backward wykazywana przez PtLPCAT1 (enzym
kodowany przez gen Phatr3_J20460 sklonowany z okrzemka Phaeodactylum
tricornutum) w  procesie remodelowania PC  zmodyfikowanych  frakcji
mikrosomalnych w testach z réznymi [*CJacylo-CoA

Wyniki przedstawione na Rys. 28 oraz Rys. 30a—34a, zobrazowano réwniez
w inny sposob na Rys. 35. Przedstawia on wzgledna aktywnos$¢ remodelowania PC
badanych zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych w reakcjach typu backward
W obecnosci kazdego z pieciu wykorzystywanych w testach [**CJacylo-CoA. Aktywno$é
ta przedstawiono, jako procent sumy intensywnosci remodelowania PC danego rodzaju
zmodyfikowanej frakcji mikrosomalnej w testach z kazdym z badanych acylo-CoA
(potraktowanej, jako 100%). Dane przedstawione na Rys. 35 w jasny sposob obrazujg, ze
intensywno$¢ remodelowania zalezna od generowania LPC w reakcji backward
katalizowanej przez PtLPCAT]1 zalezy zaréwno od rodzaju uzytego w testach [**CJacylo-
CoA, jak i od rodzaju remodelowanej PC. W testach, w ktorych enzym PtLPCAT1
remodelowat (poprzez katalizowanie reakcji backward a nast¢pnie forward) naturalnie
wystepujaca w drozdzach PC (na rysunku oznaczona jako ,.endogenne PC”), PC
wzbogacone 0 sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC lub wzbogacone o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-
PC (czyli PC posiadajace w pozycji sSn-2 kwasy thuszczowe z 3-ma lub mniej wigzaniami
podwéjnymi), intensywno$é reakcji byla najwyzsza w testach z [**C]18:2-CoA.
W przypadku PC wzbogaconego 0 sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC wzgledna intensywnos¢
reakcji w testach z [**C]18:2-CoA byla szczegdlnie wysoka; dodatkowo remodelowanie
tego rodzaju PC w testach z udziatem [**C]18:1-CoA nie zachodzilo, czego nie mozna byto
odnotowac dla Zadnego z pozostatych badanych rodzajéw PC. Z kolei gdy remodelowane
byly PC wzbogacone o sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC, o sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC oraz
0 sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC (czyli PC posiadajace w pozycji sn-2 kwasy tluszczowe
Z 4-ma lub wigcej wigzaniami podwojnymi), remodelowanie zalezne od reakcji backward
a nastepnie forward katalizowanych przez enzym PtLPCAT1 przebiegato najintensywniej
w testach z [**C]18:1-CoA; szczegdlnie w przypadku PC wzbogaconego o sn-1-18:1-sn-2-
20:4(n-3)-PC. Wymiana kwasow ttuszczowych w PC wzbogaconym o sn-1-18:1-sn-2-
18:4(n-3)-PC oraz w PC wzbogaconym 0 sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC na te pochodzace
z [}*C]18:2-CoA, nie byta juz tak intensywna jak w przypadku endogennego PC, PC
wzbogaconego o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC czy PC wzbogaconego o sn-1-18:1-sn-2-
18:3(n-6)-PC. Ponadto, w testach z udziatem [*C]18:2-CoA wspomniany sposob

remodelowania mikrosomalnego PC nie byt odnotowany dla PC wzbogaconego o sn-1-
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18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC. W testach z [**CJacylo-CoA z nasyconymi kwasami
thuszczowymi proces remodelowania PC badanych frakcji mikrosomalnych, zalezny od
generowania LPC w wyniku reakcji backward katalizowanej przez PtLPCAT1, przebiegat
bardzo stabo, chociaz z pewnymi wyjatkami. Gdy tym sposobem remodelowane byto PC
frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC oraz PC frakcji
mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC (w remodelowaniu PC tych
frakcji mikrosomalnych odnotowano duzy udziat ,innych” reakcji niz reakcja typu
backward), remodelowanie przebiegato stosunkowo intensywnie gdy w mieszaninie
reakcyjnej znajdowatl sie [1*C]16:0-CoA. W reakcjach backward a nastgpnie forward
katalizowanych przez PtLPCAT1, wymiana kwasow ttuszczowych w PC na te pochodzace
z [*C]18:3-CoA zachodzita we wszystkich badanych wariantach mikrosoméw; przy czym
gdy remodelowana byta fosfatydylocholina frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-
18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC, enzym PtLPCAT1 wykorzystywat [1*C]18:3-CoA relatywnie
najstabiej w porownaniu do wykorzystania tego acylo-CoA w remodelowaniu pozostatych

rodzajow PC (Rys. 35).
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Rys. 35. Wzgledna aktywno$¢ typu backward wykazywana przez enzym PtLPCAT1
W procesie remodelowania sze$ciu roéznych rodzajéw mikrosomalnego PC w testach
z ro6znymi [**CJacylo-CoA. Wyniki przedstawiono w postaci procentowej; po zsumowaniu
intensywno$ci remodelowania danego rodzaju PC w testach z wszystkimi pigcioma
badanymi ['*Clacylo-CoA (sume potraktowano jako 100%), obliczano procent
intensywnos$ci remodelowania w testach z danym acylo-CoA w stosunku do catosci.

Wyniki przedstawione na rysunku dotycza aktywnosci uzyskanych w testach trwajacych 60 min.
Bezwzgledne aktywnosci z tych testow przedstawione sa na Rys. 28a - 34a oraz w Tabelach S1-6. Dla

uproszczenie, w opisie osi OX podano tylko kwas ttuszczowy z pozycji sn-2 PC, o ktére zostata wzbogacona

dana frakcja mikrosomalna. Wszystkie te PC w pozycji sn-1 posiadaty 18:1.
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4.4.2.8. Procent kwasow tluszczowych wymienionych w puli PC badanych frakcji
mikrosomalnych w reakcjach typu backward katalizowanych przez PtLPCAT oraz
calkowity procent tej wymiany

Poniewaz, w procesie odzyskiwania zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych
W procesie wirowania po przeprowadzonych reakcjach modyfikacji (reakcje typu forward
z egzogennym sn-1-18:1-LPC i egzogennym acylo-CoA) nie odzyskuje si¢ catkowitej
ilosci frakcji mikrosomalnej, czgs¢ uzyskanych osadow przeznaczano do oznaczenia
zawartosci PC w tych osadach. Wyniki tych oznaczeh przedstawiono w Tabeli S6.
Pokazuja one, ze zawartos¢ mikrosomalnego PC w uzyskiwanych osadach
zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych wahata si¢ od okoto 2,7 do okoto 3,7 nmol
mikrosomalnego PC/test. Uzyskane w ten sposob wyniki postuzyly nastepnie do
wyliczenia intensywnos$ci remodelowania PC badanych frakcji mikrosomalnych w testach
z réznymi [**Clacylo-CoA. Intensywno$é ta zostala przedstawiona w Tabeli S7 jako ,,pmol
[Y*C]PC/nmol mikrosomalnego PC”. Wykorzystujac dane z tej Tabeli przygotowana
zostata Tabela S8 i Rys. 36 przedstawiajace procent wymiany kwasow ttuszczowych w PC
testowanych frakcji mikrosomalnych na te pochodzace z ['*Clacylo-CoA obecnego
w przeprowadzonych testach.

Procent tej wymiany byl zdecydowanie wyzszy we wszystkich badanych
zmodyfikowanych frakcjach mikrosomalnych od tej odnotowanej dla PC frakcji
mikrosomalnych zawierajacych tylko naturalnie wystgpujace kwasy thuszczowe (Tabela 8,
Rys. 35 i Tabela S8). W przypadku frakcji wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC
(okoto 57% PC), calkowita wymiana kwasow tluszczowych w mikrosomalnym PC
wyniosta, w testach z 18:2-CoA, okoto 97% wszystkich kwasow tluszczowych wciagu
godziny inkubacji. Wymiana ta w reakcji typu backward si¢gneta za$ ponad 50% puli tych
kwasow. Biorac pod uwage, ze enzymy typu LPCAT sa o wiele bardziej specyficzne
w stosunku do pozycji sn-2, mozna zatozy¢, ze praktycznie wszystkie kwasy thuszczowe
PC z tej pozycji ulegly wymianie w reakcjach typu backward. Wzbogacenie badanych
frakcji mikrosomalnych o sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC (okoto 51% PC) skutkowato druga
pod wzgledem intensywnos$ci wymiang kwasow thuszczowych mikrosomalnej PC na te
pochodzace z acylo-CoA. W tym przypadku najintensywniejszg wymian¢ odnotowano
jednak w testach z 18:1-CoA. Catkowita wymiana dotyczyta w tym przypadku okoto 62%
kwasow thuszczowych mikrosomalnej PC i byta tylko o okoto 4% wyzsza od wymiany
w reakcji typu backward, ktora dotyczyta okoto 58% kwasoéw ttuszczowych PC. Kolejng

modyfikacja wywolujaca podwyzszenie intensywnosci remodelowania mikrosomalnego
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PC bylo wzbogacenie frakcji mikrosomalnych 0 sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC (okoto 50%
PC). W testach z 18:1-CoA catkowita wymiana kwasoéw tluszczowych mikrosomalnego
PC wyniosta okoto 38% a tylko w reakcji typu backward okoto 33% w czasie 1 godz.
inkubacji. Wzbogacenie frakcji mikrosomalnych o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC (okoto
51% PC) wywolywato wzrost catkowitej wymiany kwasow tluszczowych mikrosomalnego
PC w testach z 18:2-CoA do okoto 24% (w tym okoto 23% na drodze reakcji typu
backward), a wzbogacenie o sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC (okoto 50% PC) w testach
2 18:1-CoA do okoto 33% z czego w reakcjach typu backward bylo to okoto 18% (Rys.
36, Tabela S8). W testach z pozostatymi acylo-CoA (nieoméwionymi powyzej) procent
wymiany kwasow tluszczowych byl nizszy, ale zazwyczaj wyzszy niz w odpowiednich

testach z mikrosomami z niemodyfikowang PC (Tabela 9, Rys. 36, Tabela S8).
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Rys. 36. Procent wymiany kwasow thuszczowych w fosfatydylocholinie zmodyfikowanych
frakcji mikrosomalnych drozdzy nadeksprymujacych PtLPCAT na kwasy tluszczowe
pochodzace z réznych czasteczek [**Clacylo-CoA w ciggu godziny inkubacji. Kolorem
niebieskim oznaczono slupki przedstawiajace procent wymiany w wyniku reakcji
backward. Kolorem jasnozielonym oznaczono procent wymiany w wyniku reakcji
backward i innych reakcji produkujacych LPC (testy bez dodatku DTNB). a — frakcje
mikrosomalne wzbogacone o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC; b — frakcje mikrosomalne
wzbogacone o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC; ¢ — frakcje mikrosomalne wzbogacone o sn-1-
18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC; d — frakcje mikrosomalne wzbogacone o sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-
3)-PC; e — frakcje mikrosomalne wzbogacone o sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC.

Oproécz powyzszego rysunku, dane te przedstawiono rowniez w Tabeli S8.
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4.4.2.9. Remodelowanie fosfatydylocholiny zmodyfikowanych frakcji
mikrosomalnych z drozdzy nadeksprymujacych PtLPCAT1 w testach kompetencji
Z wykorzystaniem mieszanin pieciu acylo-CoA

Wptyw réznych acylo-CoA na proces remodelowania PC zmodyfikowanych
frakcji mikrosomalnych z drozdzy nadeksprymujacych PtLPCATI1, oprocz testow
wykorzystujacych poszczegdlne acylo-CoA dodawane do mieszanin reakcyjnych
pojedynczo, badano rowniez w testach, w ktérych wszystkie pie¢ badanych acylo-CoA
dodawane bylo razem (tzw. testy kompetencji). W testach tych, tylko jeden z pigciu
dodawanych do mieszaniny reakcyjnej rodzajow acylo-CoA (16:0-CoA, 18:0-CoA, 18:1-
CoA, 18:2-CoA, 18:3-CoA) byt znakowany weglem [Y*C], a pozostale cztery nie byly
znakowane. Takie rozwigzanie pozwolito na zaobserwowanie, w jaki sposob dany rodzaj
acylo-CoA wplywa na remodelowanie mikrosomalnego PC, czyli na intensywno$¢
biosyntezy [**C]PC, gdy znajduje sie on w réwno-molarnej mieszaninie z pozostalymi
czterema testowanymi acylo-CoA. Do tego typu testow wybrano frakcje mikrosomalne
wzbogacone o czasteczki sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC (okoto 51% wszystkich czasteczek
PC), poniewaz zasadnicza czg$¢ remodelowania PC tak wzbogaconych frakcji
mikrosomalnych, w testach specyficznosci substratowej (testy sprawdzajace intensywnos¢
remodelowania mikrosomalnego PC wykorzystujace acylo-CoA dodawane do mieszanin
reakcyjnych pojedynczo) zachodzita w wyniku reakcji backward, szczegdlnie w testach
z acylo-CoA z nienasyconymi kwasami thuszczowymi (Tabela S7). Znajac ten wynik
mozna bylo w obecnym doswiadczeniu wykona¢ jedynie testy nie zawierajace
W mieszaninie reakcyjnej DTNB, co znacznie upraszczato interpretacje uzyskanych
wynikow. Testy kompetencji przeprowadzono w dwu temperaturach: 30 °C oraz 20 °C.

PtLPCAT1 w testach kompetencji preferowat 18-weglowe nienasycone kwasy
thuszczowe w procesie remodelowania mikrosomalnego PC wzbogaconego o sn-1-18:1-sn-
2-18:4-PC, zaréwno w temperaturze 30 °C jak i1 20 °C. Najwyzsza preferencje wykazywat
w stosunku do [**C]18:1-CoA, a nastepnie do [*C]18:2-CoA i [**C]18:3-CoA; kolejnosé ta
byla taka sama w obu badanych temperaturach (Rys. 37a i b). Preferencje te r6znia si¢
w pewnym stopniu od preferencji PtLPCAT1 wykazywanych w testach z pojedynczymi
rodzajami [**CJacylo-CoA. Co prawda PtLPCATI preferowat w tych testach réwniez
nienasycone kwasy ttuszczowe do procesu remodelowania mikrosomalnego PC, jednakze
w testach tych [**C]18:3-CoA wykorzystywany byt bardziej efektywnie niz [1*C]18:2-CoA
(Rys. 29c, Rys. 32, Tabela S7). W testach kompetencji odnotowana aktywno$¢ badanego
enzymu w temperaturze 30 °C byta nizsza w stosunku do [*C]18:2-CoA i [**C]18:3-CoA

173



0 odpowiednio okoto 50% i 70% wzgledem najwyzszej aktywno$ci odnotowanej dla
[**C]18:1-CoA. Podobny spadek intensywnosci wykorzystywania [}*C]18:2-CoA
i [}*C]18:3-CoA do procesu remodelowania mikrosomalnego PC w pordéwnaniu do
wykorzystywania do tego procesu [**C]18:1-CoA mial miejsce w temperaturze 20 °C
I wynosit odpowiednio okoto 60% i 70%. Efektywnos$¢ wykorzystywania acylo-CoA z 18-
weglowymi nienasyconymi kwasami tluszczowymi byta jednak nizsza w temperaturze
20 °C o okoto 40-50% od efektywnosci odnotowanej w temperaturze 30 °C. Nasycone
kwasy tluszczowe pochodzace z [**Clacylo-CoA, byly o wiele mniej efektywnie
wykorzystywane do remodelowania mikrosomalnego PC  (synteza [**C]PC).
Wykorzystywanie [**C]16:0-CoA i ['*C]18:0-CoA w temperaturze 30 °C wynosito
odpowiednio tylko okoto 2,5% 1 1,8% efektywnosci wykorzystywania do tego procesu
[*C]18:1-CoA. W temperaturze 20 °C, badany enzym wykorzystywal juz w testach
kompetencji troch¢ efektywniej nienasycone kwasy tluszczowe (16:0 1 18:0)
z odpowiednich acylo-CoA, jednak nadal w poréwnaniu do wykorzystywania [*4C]18:1-
CoA w tej temperaturze, efektywno$¢ ta stanowita tylko odpowiednio okoto 5,2% 1 9,2%
(Rys. 37a i b). W testach z pojedynczymi acylo-CoA znajdujacymi si¢ w mieszaninie
reakcyjnej intensywnos$¢ remodelowania mikrosomalnego PC (wzbogaconego o sn-1-18:1-
sn-2-18:4-PC) w obecnosci [**C]16:0-CoA czy [**C]18:0-CoA byta réwniez (podobnie jak
w tescie kompetencji) stosunkowo niska (Rys. 29¢, Rys. 32, Tabela S7).

Poniewaz zatozono, ze wprowadzone modyfikacje moga wptywaé na proces
remodelowania juz poprzez samo zwigkszenie zawartosci fosfatydylocholiny
W membranach testowanych frakcji  mikrosomalnych, testow kompetencji nie
przeprowadzono z niemodyfikowanymi frakcjami mikrosomalnymi. Jako kontrolg,
w ktorej sktad kwasoéw ttuszczowych PC byl najbardziej zblizony do sktadu kwasow
thuszczowych PC  niemodyfikowanych frakcji  mikrosomalnych, przygotowano
modyfikacje polegajaca na wzbogaceniu frakcji mikrosomalne; z drozdzy
nadeksprymujagcych PtILPCAT1 o0 sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC. Testy kompetencji dla tak
zmodyfikowanej frakcji mikrosomalnej przeprowadzono w temperaturze 30 °C. Enzym
PtLPCAT1 wykazywal podobna specyficzno$¢ substratowa (w stosunku do badanych
acylo-CoA) w tych testach jak w przypadku testow z frakcjg mikrosomalng wzbogacong
0sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC. Z tym, ze wykazywana aktywno$¢ podczas remodelowania
mikrosomalnej PC byla znacznie nizsza niz aktywno$¢ w testach z frakcja mikrosomalna
wzbogacong o sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC, o okoto 80%. W testach z frakcja mikrosomalng

wzbogacong o Sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC, enzym rowniez preferowal w procesie
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remodelowania w pierwszej kolejnosci [1*C]18:1-CoA, a nastgpnie [1*C]18:2-CoA —
aktywno$¢ enzymu w stosunku do ['*C]18:2-CoA stanowita okolo 57% maksymalnej
aktywnosci wykazywanej w stosunku do [**C]18:1-CoA. Jednakze ['*C]18:3-CoA, nie byt
wykorzystywany w ogodle do remodelowania PC tak wzbogaconej frakcji mikrosomalne;j
przez enzym PtLPCATI1. Nasycone kwasy tluszczowe (16:0, 18:0), pochodzace
z odpowiednich [**CJacylo-CoA, byly za$§ bardzo stabo wykorzystywane przez enzym
PtLPCATL1 do remodelowania PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-
18:1-PC; aktywno$¢ w stosunku do [*#C]16:0-CoA i [*4C]18:0-CoA wynosita odpowiednio
okoto 3,4% i 1,4% maksymalnej aktywnoéci wykazywanej w stosunku do [**C]18:1-CoA
(Rys. 37c).
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Rys. 37. Intensywno$¢ wykorzystywania roznych acylo-CoA do remodelowania sktadu
kwasow tluszczowych PC zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych z drozdzy
nadeksprymujacych PILPCAT1 w testach kompetencji z réwno-molowa zawarto$cia
pieciu réznych acylo-CoA (16:0-CoA, 18:0-CoA, 18:1-CoA, 18:2-CoA, 18:3-CoA)
w mieszaninie reakcyjnej. a — remodelowanie PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej
0sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC w temperaturze 30 °C; b — remodelowanie PC frakcji
mikrosomalnej wzbogaconej o0 sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC w temperaturze 20 °C; ¢ —
remodelowanie PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC
w temperaturze 30 °C.

Reakcje prowadzono bez dodatku DTNB przez 30 min. Na wykresach przedstawiono usrednione

wyniki wraz z odchyleniem standardowym.
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4.4.2.10. Remodelowanie fosfatydylocholiny zmodyfikowanych frakcji
mikrosomalnych z drozdzy nadeksprymujacych drozdzowy LPCAT - ,,ALE1” lub
nadeksprymujacych AtLPCAT?2 w testach kompetencji z wykorzystaniem mieszanin
pieciu acylo-CoA

W celu poréwnania specyficzno$ci substratowej, w procesie remodelowania,
wykazywanej przez enzym typu LPCAT pochodzacy z Phaeodactylum tricornutum ze
specyficznoscig substratowg LPCATOw pochodzacych z innych organizméw niz
okrzemki, przeprowadzono dodatkowo testy kompetencji z wykorzystaniem frakcji
mikrosomalnych z drozdzy AALEL transformowanych plazmidem pYES2 niosagcym gen
ALE1 (kodujacy drozdzowy enzym typu LPCAT) lub gen At1g63050 (kodujacy enzym
typu LPCAT pochodzacy z Arabidopsis thaliana). Testy badajace specyficzno$é
substratowa (w stosunku do roznych acylo-CoA obecnych w jednej mieszaninie
reakcyjnej) LPCATOw pochodzacych z Arabidopsis thaliana i drozdzy przeprowadzono
z wykorzystaniem frakcji mikrosomalnych wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC oraz
0 sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze enzym typu LPCAT pochodzacy z Arabidopsis
thaliana (AtLPCAT2) wykazywal nieco odmienng preferencje w wykorzystywaniu
roznych acylo-CoA znajdujacych si¢ w rowno-molowym stezeniu w mieszaninie
reakcyjnej do procesu remodelowania PC frakcji mikrosomalnych z drozdzy
nadeksprymujacych AtLPCAT2 wzbogaconych o0 sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC niz enzym
PtILPCATI1. Enzym ten wykazal najwyzsza preferencj¢ w procesie remodelowania
mikrosomalnego PC w stosunku do 18:2-CoA i tylko nieco mniejsza do 18:1-CoA
(PtLPCAT1 zdecydowanie preferowat 18:1-CoA). Aktywnos$¢ AtLPCAT2 w stosunku do
[*C]18:3-CoA stanowila za$ okoto 28% najwyzszej aktywnosci odnotowanej w stosunku
do [**C]18:2-CoA co bylo zblizone do jego wzglednego wykorystywania przez
PtLPCATL. Z kolei wykorzystywanie przez AtLPCAT2 w procesie remodelowania PC
frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC acylo-CoA z nasyconymi
kwasami thuszczowymi bylo na bardzo niskim poziomie. Wykorzystanie [*C]16:0-CoA
i [1*C]18:0-CoA do procesu remodelowania mikrosomalnego PC wynosito jedynie okoto
4% oraz 6% (odpowiednio) wykorzystywania [**C]18:2-CoA do tego procesu (Rys. 38a).
Enzym AtLPCAT1 wykazywat znacznie nizszg aktywnos$¢ gdy procesowi remodelowania
podlegato PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC niz gdy
procesowi temu podlegalo PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:4-

PC. Podczas remodelowania PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-
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18:1-PC, w testach kompetencji enzym AtLPCAT2 wykazal najwyzsza aktywnos$¢
w stosunku do [**C]18:1-CoA. Jednak aktywno$¢ ta stanowila tylko okoto 29% najwyzszej
aktywnosci AtLPCAT2 wykazywanej w stosunku do [**C]18:2-CoA w procesie
remodelowania PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC.
Intensywno$¢ wykorzystywania do reakcji remodelowania PC frakcji mikrosomalnych
wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC w tych testach kompetencji: [**C]18:2-CoA,
[*%C]18:0-CoA, [**C]18:3-CoA i [*C]16:0-CoA, wynosita okoto 64%, 20%, 14% i 10%
intensywnosci  wykorzystywania [1*C]18:1-CoA do tego procesu (Rys. 38b).
W analogicznych testach PtLPCATI1 praktycznie nie wykorzystywal do procesu
remodelowania PC tak zmodyfikowanej frakcji mikrosomalnej ani [**C]18:3-CoA, ani

acylo-CoA z nasyconymi kwasami tluszczowymi.
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Rys. 38. Intensywnos¢ wykorzystywania roznych acylo-CoA do remodelowania sktadu
kwasow tluszczowych PC zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych z drozdzy
nadeksprymujagcych AtLPCAT2 (kodowanego przez gen Atlg63050) w testach
kompetencji z rowno-molowg zawartoscig pieciu roznych acylo-CoA (16:0-CoA, 18:0-
CoA, 18:1-CoA, 18:2-CoA, 18:3-CoA) w mieszaninie reakcyjnej. a — remodelowanie PC
frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC; b — remodelowanie

PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1- sn-2-18:1-PC.

Reakcje prowadzono bez dodatku DTNB przez 30 min w temperaturze 30 °C. Na wykresach przedstawiono

usrednione wyniki wraz z odchyleniem standardowym.

Wyniki testow przeprowadzonych z wykorzystaniem frakcji mikrosomalnych
Z drozdzy AALE1 transformowanych plazmidem pYES2 niosagcym drozdzowy gen ALE1
kodujacy enzym typu LPCAT, wykazaly ze enzym ten w reakcjach remodelowania PC
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badanej frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o z sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC wykazywat nieco
odmienng preferencj¢ w stosunku do acylo-CoA bedacych w mieszaninie reakcyjnej niz
PILPCAT1 czy AtLPCAT2. Drozdzowy LPCAT wykazywat najwyzsza preferencje
w przeprowadzonych testach kompetencji w stosunku do [**C]18:1-CoA, a w nastepne;
kolejnosci  wykorzystywat  [}*C]18:2-CoA, ['*C]18:0-CoA i [}C]18:3-CoA.
Wykorzystywanie przez drozdzowy enzym typu LPCAT ['*C]18:2-CoA w procesie
remodelowania mikrosomalnego PC w testach kompetencji, byta az o okoto 70% nizsza
niz wykorzystywanie [**C]18:1-CoA w tym procesie. Wykorzystywanie za$ [**C]18:0-
CoA oraz [}C]18:3-CoA stanowilo juz tylko odpowiednio okoto 17% i 10%
intensywnosci wykorzystywania [1*C]18:1-CoA. Odnotowane wykorzystywanie przez
drozdzowy enzym typu LPCAT [**C]16:0-CoA w procesie remodelowania PC badanej
frakcji mikrosomalnej, byto natomiast bliskie zera (Rys. 39a).

Enzym typu LPCAT kodowany przez drozdzowy gen ALE1, w testach z frakcja
mikrosomalng wzbogacong o sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC, najefektywniej wykorzystywal zas
w procesie remodelowania mikrosomalnego PC w testach kompetencji [**C]18:2-CoA,
a nastepnie [14C]18:1-CoA, [**C]18:3-CoA, [**C]16:0-CoA. Z kolei [**C]18:0-CoA nie byt
w ogole wykorzystywany przez ten enzym do remodelowania PC wspomnianej frakcji
mikrosomalnej. Aktywno$¢ drozdzowego enzymu typu LPCAT w stosunku do [**C]18:1-
CoA, [**C]18:3-CoA oraz [**C]16:0-CoA w tym procesie wynosita odpowiednio okoto
80%, 27% 1 2% aktywnoéci odnotowanej dla [**C]18:2-CoA. Intensywnos$é
wykorzystywania [**C]18:1-CoA w procesie remodelowania PC frakcji wzbogaconej o sn-
1-18:1-sn-2-18:1-PC bytla jednak o okoto 3 razy nizsza niz przy remodelowaniu PC frakcji
mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC. Roéznice w wykorzystywaniu
[**C]18:2-CoA, [**C]18:3-CoA i [**C]16:0-CoA nie byly jednak juz tak znaczne, chociaz
w przypadku [**C]18:0-CoA znowu sie ujawnily — w remodelowaniu PC frakcji
wzbogaconej 0 sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC ten acylo-CoA praktycznie nie byt w ogole
wykorzystywany (Rys. 39b).

Po poréwnaniu ze soba aktywno$ci trzech badanych enzyméw typu LPCAT
w procesie remodelowania PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:4-
PC oraz wzbogaconej o0 sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC, mozna odnotowaé ze enzymy te
przeprowadzaly intensywniejsze remodelowanie PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej
0 sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC niz PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-
18:1-PC (Rys. 37, 381 39).
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Rys. 39. Intensywno$¢ wykorzystywania roéznych acylo-CoA do remodelowania sktadu
kwasow tluszczowych PC zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych z drozdzy
nadeksprymujacych ALE1 (drozdzowy LPCAT) w testach kompetencji z rowno-molowg
zawartoscia pigciu réznych acylo-CoA (16:0-CoA, 18:0-CoA, 18:1-CoA, 18:2-CoA, 18:3-
CoA) w mieszaninie reakcyjnej. a — remodelowanie PC frakcji mikrosomalnej
wzbogaconej o0 sn-1-18:1- sn-2-18:4(n-3)-PC; b - remodelowanie PC frakcji
mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1- sn-2-18:1-PC.

Reakcje prowadzono bez dodatku DTNB przez 30 min w temperaturze 30 °C. Na wykresach przedstawiono

usrednione wyniki wraz z odchyleniem standardowym.

Wyniki przedstawione na Rys. 37, 38 i 39 przedstawiono réwniez w postaci
procentowej na Rys. 40, aby w latwy sposob poréwna¢ wykazywane preferencije
w stosunku do poszczegdlnych acylo-CoA obecnych w jednej mieszaninie reakcyjnej,
przez enzymy PtLPCAT1, AtLPCAT2 i ALE1 (drozdzowy LPCAT). Enzymy PtLPCAT]1,
AtLPCAT2 i ALEl preferowaly [**C]18:1-CoA Ilub [**C]18:2-CoA, zaréwno gdy
remodelowaty PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC jak i 0 sn-
1-18:1-sn-2-18:1-PC. Drozdzowy enzym typu LPCAT (ALEl), podczas remodelowania
PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC, wykazywat zblizong
preferencje do badanych acylo-CoA jak enzymy PtLPCAT1 i AtLPCAT2 podczas
remodelowania PC frakcji mikrosomalnych wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC;
podobienstwo polegato na bardzo stabym lub zerowym akceptowaniu nasyconych kwasow
thuszczowych przez te enzymy oraz wyzszej aktywnosci w stosunku do [*C]18:3-CoA
w porownaniu do reszty wariantow przedstawionych na Rys. 40. Natomiast, enzymy
PtLPCATL1 i AtLPCAT2 wykazywaly znacznie wyzsza preferencje do [**C]16:0-CoA

180



i [1*C]18:0-CoA, gdy przeprowadzaty remodelowanie PC frakcji mikrosomalnych
wzbogaconych 0 sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC niz wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC.
Odwrotnie drozdzowy enzym ALE1 wykazal lepsza preferencje do 18:0-CoA, w procesie
remodelowania PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC niz tych
wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC (Rys. 40).

a M 18:3-CoA b c
100% - 018:2-CoA 100% - 100% -
90% A 90% A 90% A
80% A m18:1-CoA 80% - 80% -
70% A 70% A 70% -
60% - [ 18:0-CoA 60% 60% -
50% - @16:0-CoA 50% - 50% A
40% A 40% A 40% A
30% A 30% A 30% -
20% - 20% - 20% -
10% A 10% A 10% A
0% - 0% - 0% -
@) < C < @) C
?’\9 CB,.\,R ?)\,Q %‘\;Q ?D\sz 95'.‘?
NN NN RO
N’ N3 &

Rys. 40. Aktywno$¢ enzymow PtLPCATL (a), AtLPCAT2 (b) i ALE1 (c) w procesie
remodelowania PC frakcji mikrosomalnych wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC oraz
0 sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC, w stosunku do rdéznych acylo-CoA znajdujacych sig
W mieszaninie reakcyjnej w réwno-molowych stezeniach. Wyniki przedstawiono w postaci
procentowej - po podsumowaniu aktywnos$ci w stosunku do wszystkich acylo-CoA

obliczano procent tej sumy przypadajacy dla poszczegdlnych acylo-CoA.

4.4.3. Wplyw réznych parametréw reakcji na intensywnos$¢ procesu remodelowania
PC frakcji mikrosomalnej z drozdzy nadeksprymujacych PtLPCAT1 wzbogaconej
0 sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC

Do czynnikdw zewnetrznych mogacych mie¢ wplyw na intensywnos¢é
remodelowania PC badanych frakcji mikrosomalnych w procesie katalizowanym przez
PtLPCATI nalezy (miedzy innymi) temperatura, pH buforu inkubacyjnego oraz jony
wapnia czy magnezu. Do testow badajacych wpltyw wymienionych powyzej czynnikow
zewngtrznych, wykorzystywane byly frakcje mikrosomalne z drozdzy nadeksprymujacych
PtLPCAT1 wzbogacone 0 sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC. Jako donor kwasow thuszczowych
wykorzystywanych w procesie remodelowania PC badanych frakcji mikrosomalnych byt
za$ [**C]18:1-CoA. W badaniach wczeéniejszych wykazane, bowiem zostato, Ze proces
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remodelowania PC tak zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych przebiega
najintensywniej gdy donorem kwasow tluszczowych jest wilasnie ten acylo-CoA, a sam
proces remodelowania mikrosomalnego PC przebiega w tym wariancie testu praktycznie
wylgcznie w wyniku reakcji typu backward; remodelowanie w wyniku powstawania LPC
w innego typu reakcjach bylo znikome (Rys. 32; Tabela S7). W zwiazku z powyzszym
przeprowadzano tylko jeden wariant testu, bez dodatku DTNB.

Wplyw temperatury byl badany w zakresie od 10 °C do 60 °C. Wyniki testow
badajgcych wplyw temperatury wykazaty, ze enzym PtLPCAT1 najefektywniej
przeprowadzal reakcj¢ remodelowania w temperaturze okoto 40 °C i tylko z nieznacznie
nizsza intensywnoscig w temperaturze 30 °C (aktywnos$¢ zmniejszona tylko o okoto 13%).
W nizszych 1 wyzszych temperaturach intensywno$¢ remodelowania PC badanych frakcji
mikrosomalnych drastycznie spadata. W temperaturze 10 °C 1 20 °C wynosila tylko
odpowiednio okoto 1% 1 9,6% najwyzszej aktywnosci odnotowanej w 40 °C. Z kolei
w temperaturze 50 °C 1 60 °C aktywnos¢ PtLPCAT1 w tym procesie stanowita
odpowiednio okoto 13% i 3,4% najwyzszej aktywnosci odnotowanej w 40 °C (Rys. 41a).

Wptyw pH na aktywnos$¢ enzymu PILPCAT1 w katalizowaniu wymiany kwasow
thuszczowych PC frakcji mikrosomalnych wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:4-PC na te
pochodzace z [1*C]18:1-CoA, badano przy wykorzystaniu czterech buforéw inkubacyjnych
o réznym zakresie pH: 0,1 M bufor fosforanowy (pH 5,0 — 8,0); 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0 —
10,0); 0,1 M NaHCO3-NaOH (pH 10,0 - 11,0) i 0,1 M Na2HPO4-NaOH (pH 11,0 — 12,0).
Enzym PtLPCAT1 wykazywal najwyzsza aktywnos¢ przy pH 8,0 w testach z buforem
fosforanowym. Wraz ze spadkiem wartosci pH buforu fosforanowego aktywno$¢ badanego
enzymu spadata prawie liniowo do pH 5,5, po czym przy pH 5,0 lekko wzrosta.
Odnotowany spadek aktywnosci w kwasnym pH nie byt jednak duzy i enzym wykazywat
nadal wysoka aktywnos$¢, ktora przy pH 5,0 wynosita az 62% najwyzszej aktywnoS$ci
odnotowanej przy pH 8,0. Gdy zamieniono bufor inkubacyjny z buforu fosforanowego
opH 8,0 na Tris-HCI o pH 8,0, aktywnos¢ enzymu PtLPCATI1 spadta o okoto 50%.
W zakresie pH 8,0-10,0 (bufor Tris-HCI) odnotowano nieliniowy wzrost wydajnosci
reakcji do 70% najwyzszej aktywnosci odnotowanej w pH 8,0 w testach z buforem
fosforanowym. Zmiana buforu Tris-HCI o pH 10,0 na bufor NaHCO3-NaOH o pH 10,0 nie
wplynegta na zmiang aktywnos$ci enzymu PtLPCATL. Przy zastosowaniu buforu NaHCO:z-
NaOH o pH 11,0, intensywno$¢ reakcji mocno spadta i wynosita okoto 18% najwyzszej
aktywnosci odnotowanej przy pH 8,0 (bufor fosforanowy). Jednak przy zmianie tego

buforu na bufor Na2HPO4-NaOH o tym samym pH intensywnos$¢ reakcji podniosta si¢ do
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wysokiego poziomu wynoszacego okoto 90% aktywnosci przy pH 8,0 (bufor
fosforanowy). Wzrost zasadowos$ci buforu do pH 12,0 wywotat ostry spadek aktywnosci
PtLPCATI1, wynoszacej juz tylko okoto 6% maksymalnej aktywno$ci odnotowanej przy
pH 8,0 w testach z buforem fosforanowym (Rys. 41b).
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Rys. 41. Wplyw temperatury (a) oraz pH buforu inkubacyjnego (b) na intensywnosc¢
remodelowania PC frakcji mikrosomalnch z drozdzy nadeksprymujacych PtLPCAT1
wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC w testach z [**C]18:1-CoA promujacych
zachodzenie reakcji backward.

Reakcje prowadzono bez dodatku DTNB przez 30 min; w testach badajacych wpltyw pH w temperaturze

30 °C. Na wykresach przedstawiono usrednione wyniki wraz z odchyleniem standardowym.

Do badania wpltywu jonow wapnia oraz jondw magnezu na aktywnos¢ typu
backward enzymu PtLPCATL1 wykorzystano tego samego rodzaju frakcje mikrosomalne
oraz ten sam acylo-CoA jak w testach badajacych wptyw pH i temperatury. Ze wzgledu na
staba rozpuszczalnos$¢ jonéw wapniowych 1 magnezowych w buforze fosforanowym, testy
tego typu wykonywano z uzyciem 0,1 M buforu HEPES (pH 7,2). Wptyw badanych jonoéw
na aktywno$¢ typu backward PtLPCAT1 badano w zakresie ich st¢zen od 0,05 mM do
2 mM. Kontrolne reakcje enzymatyczne przeprowadzano w $rodowisku buforu HEPES
bez dodatku badanych jondw.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zarowno jony wapnia jak 1 magnezu w niskich
stezeniach wptywajg hamujaco na aktywno$¢ enzymu PtLPCAT1 w reakcjach backward.

Przy czym hamujacy wplyw jondw magnezu byl silniejszy niz jonéw wapnia, oraz
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utrzymywat si¢ nawet przy stezeniu 1 mM. Dodatek jonéw wapnia w stezeniu
wynoszacym 0,05 mM i1 0,25 mM, powodowat spadek aktywnosci PILPCAT1
odpowiednio o okoto 60% 1 31%. W tych dwodch przypadkach, hamujacy wptyw jonow
wapnia byt statystycznie istotny. Gdy zwigkszono stezenie jonoéw wapnia do 0,5 mM
i 1 mM, enzym PtLPCAT1 wykazywat podobng aktywno$¢ jak w testach kontrolnych (bez
dodatku jonéw). Mozna jednak odnotowad, ze przy stezeniu 0,5 mM aktywnos¢
PtLPCATI1 byla nizsza o okoto 5% od aktywnosci kontrolnej, a przy stezeniu 1 mM byta
juz wyzsza o okoto 4%. Jeszcze wyzsze st¢zenie jondw wapnia wynoszace 2 mM,
powodowato zwigkszenie intensywnosci reakcji backward katalizowanej przez
PtLPCATI; odnotowano 21% wzrost aktywno$ci w porownaniu do aktywnos$ci kontrolnej
(statystycznie jednak nieistotny). W przypadku jonéw magnezu, hamujacy ich efekt
utrzymywat si¢ nie tylko przy stezeniach 0,05 mM i 0,25 mM, ale tez przy kolejnych
wyzszych stezeniach — 0,5 mM i 1 mM. Jony magnezu w tych st¢zeniach (0,05 mM; 0,25
mM; 0,5 mM; 1 mM) powodowatly spadek aktywnosci enzymu PtLPCAT1 odpowiednio
0 okoto 76%, 51%, 49% 1 32%, a odnotowane spadki byly statystycznie istotne. Natomiast,
jony magnezu w stezeniu 2 mM nie powodowaly hamowania reakcji remodelowania
mikrosomalnego PC. Aktywnos$¢ enzymu PtLPCATI1 byta w tym przypadku tylko lekko
wyzsza od aktywnosci kontrolnej, o okoto 6% (Rys. 42).
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Rys. 42. Wptyw jonéw wapnia (a) oraz magnezu (b) na intensywno$¢ remodelowania PC
frakcji mikrosomalnch z drozdzy nadeksprymujacych PtLPCAT1 wzbogaconych o sn-1-
18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC w testach z [**C]18:1-CoA promujacych zachodzenie reakcji
backward.

Reakcje prowadzono bez dodatku DTNB przez 30 min w temperaturze 30 °C. Na wykresach
przedstawiono usrednione wyniki wraz z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczaja
istotno$¢ statystyczng pomiedzy aktywnos$cia w testach bez dodatku jonéw (kontrola),
a aktywnoscia w testach z dodatkiem badanego stezenia jondow. Istotno$¢ statystyczng wyznaczono

przy uzyciu testu T Studenta, gdzie *** - p < 0,001, ** - p < 0,01, * - p <0,05.
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4.5.Proba uzyskania transgenicznych roslin A. thaliana produkujacych bardzo
dlugolancuchowe wielonienasycone kwasy tluszczowe omega-3

W ramach niniejszej pracy doktorskiej, podjeto probe uzyskania transgenicznych
ro$lin Arabidopsis thaliana przeprowadzajacych biosynteze kwasu eikozapentaenowego
(EPA; 20:5 A>BILI4IN) "kt6ry jest bardzo dtugotancuchowym wielonienasyconym kwasem
thuszczowym (VLC-PUFA) omega-3. Aby uzyska¢ rosling transgeniczng syntetyzujaca
EPA wymagane jest wprowadzenie do niej genéw z innych organizméw, ktore posiadajg
zdolnos¢ biosyntezy VLC-PUFA. Takimi organizmami sg np. glony i grzyby. Produkcje
EPA w A. thaliana mozna uzyska¢ z naturalnie wystepujacego w roslinach kwasu
thuszczowego a-linolenowego (ALA; 18:3A% 12 15 poprzez trzy nastepujace po sobie
etapy: A® desaturacje, A® elongacje i A® desaturacje (Robert i wsp., 2005). Dodatkowym,
bardzo waznym etapem podczas produkcji VLC-PUFA w ro$linach, wydaje si¢ by¢
reakcja przeprowadzana przez enzymy typu LPCAT (najlepiej pochodzace z organizméw
naturalnie syntetyzujacych EPA, poniewaz mozna zaktadaé, ze posiadaja one odpowiednia
specyficzno$¢ substratowg), ktore moglyby zwieksza¢ wydajnos¢ przeptywu kwasoéw
thuszczowych podczas syntezy EPA pomiedzy pulg fosfolipidow a acylo-CoA (Graham
i wsp., 2007; Rys. 44). Na ten moment mozna znalez¢ wiele artykuldow naukowych,
przedstawiajacych rézne gatunki roslin modyfikowanych genetycznie w kierunku syntezy
EPA czy DHA z pozytywnym skutkiem. Jednak, czgsto pojawiajacym si¢ problem jest
uzyskanie wysokiej wydajnosci produkeji tych VLC-PUFA w transgenicznych roslinach
(Ruiz-Lopez i wsp., 2013). Dotychczas, podczas tworzenia konstruktow genetycznych
zawierajacych geny kodujace enzymy ze szlaku biosyntezy EPA czy DHA, nie brano pod
uwage enzymu PtLPCAT1 pochodzacego z P. tricornutum naturalnie produkujacego
wysokie ilosci VLC-PUFA. Dlatego w niniejszej pracy doktorskiej, dodatkowym
elementem konstruktu genetycznego byt wlasnie ten gen. Biorac pod uwage poszczegolne
etapy szlaku biosyntezy VLC-PUFA (Rys. 44), stworzono cztery rozne konstrukty
genetyczne (nazwane A, A’, B i B’; Rys. 43) zawierajace w roznej kombinacji geny
kodujace enzymy: A® desaturaze z P. tricornutum lub Ostreococcus tauri, AS desaturaze
z P. tricornutum, A® elongaze z Physcomitrella patens oraz badany w obecnej pracy enzym
typu LPCAT pochodzacy z P. tricornutum (PtLPCAT1). Kazdy z czterech konstruktow
genetycznych zawieral dodatkowo gen opornosci na antybiotyk kanamycyne (gen
selekcyjny), do selekcji transformowanych roslin. Konstrukty wytworzone w tej pracy
roznity sie miedzy soba miedzy innymi pochodzeniem A® desaturazy. Konstrukty nazwane

litera A (A i A’) zawieraly A® desaturaze z P. tricornutum, przeprowadzajaca desaturacje
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kwasow ttuszczowych zwigzanych z PC, natomiast konstrukty nazwane litera B (B i B)
zawieraly A® desaturaze z Ostreococcus tauri, przeprowadzajaca desaturacje kwasow
thuszczowych zwigzanych z koenzymem A. W celu sprawdzenia potencjalnego wptywu
enzymu PtLPCATI1 na ewentualng biosyntez¢ EPA w A. thaliana (jesli takg udatoby sie¢
uzyskac), stworzone konstrukty genetyczne A i B nie zawieraly genu kodujacego

PtLPCATI, a konstrukty A’ i B’ zawieraly ten gen (Rys. 43).

“ ~— Kan® = A6-Des AG6-Elo }=~ A5-Des

P. tricornutum P. patens  P. tricornutum

~—! Kan® = A6-Des A6-Elo f~ A5-Des LPCAT
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Rys. 43. Schemat przedstawiajacy cztery roézne konstrukty genetyczne nazwane A, A’, B
I B’, zawierajace geny kodujace enzymy biorace udzial w biosyntezie kwasu
eikozapentaenowego (EPA) bedacego bardzo diugotancuchowym wielonienasyconym
kwasem tluszczowym (VLC-PUFA). Konstrukty te wykorzystano do transformacji
genetycznej Arabidopsis thaliana za posrednictwem Agrobacterium tumefaciens metoda

zanurzania pgkow kwiatowych (ang. floral dip).

Kan® — gen oporno$ci na antybiotyk kanamycyne do selekcji transformowanych roslin, A6-Des —
enzym ASdesaturaza z P. tricornutum lub Ostreococcus tauri, A6-Elo — enzym A® elongaza
z Physcomitrella patens, A5-Des — enzym A® desaturaza z P. tricornutum, LPCAT — enzym
PtLPCAT1 pochodzacy z P. tricornutum.
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Rys. 44. Schemat przebiegu kolejnych reakcji (desaturacji i elongacji) w kierunku
biosyntezy kwasu eikozapentaenowego (EPA) z naturalnie wystepujacego w A. thaliana
kwasu a-linolenowego (ALA). Dodatkowo na schemacie zademonstrowano hipotetyczny

udziat enzymu typu LPCAT w procesie syntezy EPA.

ALA — kwas a-linolenowy, SDA - kwas stearydynowy, ETA - kwas eikozatetraenowy, EPA —
kwas eikozapentaenowy.

Kasety ekspresyjne do transformacji A. thaliana tworzono metoda klonowania
Golden Gate. Poszczeg6lne etapy przygotowywania wielogenowych konstruktow zostaly
opisane w rozdziale 3.18. Obecno$¢ poszczegdlnych gendow w tworzonych konstruktach
byla potwierdzana metoda PCR (rozdziat 3.18.6) przed przystgpieniem do etapu
transformacji A. thaliana metoda floral dip. Metoda transformacji A. thaliana zostata
opisana w rozdziale 3.2. Po transformacji, ro$liny hodowano 1 selekcjonowano zgodnie
Z metodami opisanymi w rozdzialach 3.1 1 3.3, odpowiednio. Wyselekcjonowane
poszczego6lne linie roslin pokolenia F3, ktére wyrosty z nasion pokolenia F3 opornych
w 100% na antybiotyk kanamycyng, traktowano jako potencjalne homozygoty. Na rysunku
45 przedstawiono przyktadowa lini¢ nasion pokolenia F3, ktorych siewki byly oporne na
kanamycyne w 100% oraz taka lini¢ nasion F3, ktorych siewki obumieraly po
wykietkowaniu na pozywce z kanamycyng, co §wiadczylo o braku transgenow. Z lisci
transgenicznych roslin A. thaliana pokolenia F3 wybranych jako potencjalne homozygoty

izolowano DNA (metoda opisang w rozdziale 3.4), ktore wykorzystywano do
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przeprowadzenia reakcji PCR (rozdziat 3.18.6) w celu sprawdzenia obecnosci transgendw.
Niestety, nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnos$ci jednego z trangendw w roslinach A. thaliana
pokolenia F3, transformowanych konstruktem genetycznym A’ (wytypowanych jako
homozygoty) — nie potwierdzono obecnosci genu kodujacego PtLPCATL, pomimo wielu
préb. Nie pomogla zmiana warunkow reakcji PCR takich jak: ilo§¢ matrycy DNA
dodawanej do reakcji, temperatura przytaczania starteréw, stezenie MgClo w mieszaninie
reakcyjnej, stezenie polimerazy DNA Tag w mieszaninie reakcyjnej. Ponowne izolowanie
DNA z lisci badanych roslin A. thaliana, rowniez nie przyniosto lepszych rezultatow.
Obecnos¢ wprowadzanych genow dla wariantu roslin transformowanych konstruktem
genetycznym A’, probowano potwierdzi¢ w réznych liniach roslin wytypowanych jako
homozygotyczne, co rdwniez nie poskutkowato znalezieniem takiej ktora posiadata by
wszystkie wprowadzone geny. W pozostatych trzech wariantach transgenicznych roslin
pokolenia F3 transformowanych konstruktami B, B’ i A, udalo si¢ potwierdzi¢ obecno$¢
wszystkich wprowadzanych genow. Na rysunku 46 przedstawiono przyktadowe wyniki
reakcji PCR, potwierdzajace obecnos$¢ transgendow w roslinach A. thaliana. Natomiast
w Tabeli 10 przedstawiono, ktore geny zidentyfikowano dla poszczegodlnych wariantow

transformowanych A. thaliana pokolenia F3.

Rys. 45. Selekcja nasion z transformowanych roslin A. thaliana na etapie pokolenia F3 na
szalkach Petriego ze stala pozywka s MS zawierajacg antybiotyk kanamycyng. Linie
nasion pokolenia F3, z ktorych wszystkie siewki byly oporne na kanamycyn¢ traktowano
jako potencjalne linie homozygotyczne (A). Poszczegodlne linie nasion pokolenia F3, ktore
po wykielkowaniu obumieraly 1 nabieraly zottego koloru, traktowano jako linie

nieposiadajace wprowadzanych genow (B).
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Rys. 46. Przyktadowe produkty reakcji PCR przeprowadzanej z DNA genomowym izolowanym

z lisci Arabidopsis thaliana wyselekcjonowanych po transformacji jako potencjalne homozygoty.

Sciezka nr 1 - gen opornosci na kanamycyne; $ciezka nr 2 — gen kodujacy A® desaturaze

z P. tricornutum; $ciezka nr 3 — gen kodujacy A® desaturaze z P. tricornutum, $ciezka nr 4 — gen

kodujacy A® elongaze z Physcomitrella patens, Sciezka nr 5 — gen oporno$ci na kanamycyne,

Sciezka nr 6 — gen kodujacy A® desaturaze z Ostreococcus tauri, $ciezka nr 7 — gen kodujacy

PtLPCAT1 z P. tricornutum.

Tabela 10. Obecnos¢ poszczegdlnych gendéw (sprawdzana za pomocg

reakcji

PCR)

w transgenicznych liniach ro$lin pokolenia F3, transformowanych poszczegolnymi konstruktami —

A, A’, B, B’. Szare pole w tabeli oznacza, ze dany konstrukt genetyczny nie zawierat danego genu.

Geny

homozygoty

Linie roslin F3 wyselekcjonowane jako potencjalne

BI

Opornos$¢ na antybiotyk
kanamycyne

A® desaturaza z P. tricornutum

A® desaturaza z O. tauri

A® elongaza z P. patens

N° desaturaza z P. tricornutum

PtLPCAT1 z P. tricornutum
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Ostatnim etapem eksperymentu dotyczacego modyfikacji genetycznej A. thaliana,
byto sprawdzenie za pomoca metody GC (chromatografia gazowa; metoda opisana
w rozdziale 3.9), czy wyselekcjonowane ro$liny homozygotyczne z poszczegdlnych
wariantow transformacji (konstruktem A, A’, B i B’) posiadajag nowe kwasy tluszczowe
w tym EPA, oraz czy zaszta u nich zmiana w ilosci poszczegdlnych kwasow thuszczowych.
Pomimo, ze nieudalo si¢ potwierdzi¢ obecnosci wszystkich genéw u ro$lin z wariantu
transformacji konstruktem A’, wybrano jedng lini¢ z tego wariantu transformacji (linia ta
nie miala potwierdzonej obecnosci genu kodujacego PILPCATI; nasiona tej linii byty
oporne na antybiotyk kanamycyng¢) do dalszej analizy GC. Sktad oraz zawarto$¢ kwasow
thuszczowych w  wyselekcjonowanych homozygotach, okre§lano w nasionach oraz
W czgéciach nadziemnych (todygi, liScie, tuszczyny, kwiaty, paki kwiatowe; Rys. 47)

odcinanych jako cato$¢ do jednej ekstrakeji lipidéw, okoto 40 dnia od wysiania.

Rys. 47. Nadziemna czg$¢ transformowanej A. thaliana (liscie, todygi, kwiaty, paki
kwiatowe, tuszczyny) odcinana do ekstrakcji lipidow, okoto 40 dnia od wysiania nasion.
Ekstrakty lipidowe wykorzystano do analizy sktadu i zawartosci kwasow thuszczowych

przy pomocy chromatografii gazowe;j.
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W Tabeli 11 przedstawiono wyniki analizy sktadu oraz zawartosci kwasow
thuszczowych w nasionach poszczegdlnych transformantéw oraz typu dzikiego roslin
A. thaliana. Natomiast na Rys. 48 zaprezentowano chromatogramy, z przeprowadzonej
analizy na chromatografie gazowym, przedstawiajace skitad oraz zawarto$¢ kwasow
thuszczowych w ekstraktach lipidowych z czgéci nadziemnych transformowanych roslin
A. thaliana pokolenia F3 i typu dzikiego oraz w ekstraktach lipidowych z nasion
transformowanych roslin pokolenia F3 i typu dzikiego. Odnotowane wyniki wskazuja, ze
sktad kwasow tluszczowych w nasionach pokolenia F3 pozostal taki sam jak w typie
dzikim A. thaliana — nie zaobserwowano syntezy nowych kwasow thuszczowych.
Dodatkowo procentowa zawarto$§¢ kwasow tluszczowych raczej pozostala taka sama,
a ewentualne réznice pomig¢dzy nasionami roslin transformowanych a roslin typu dzikiego,
byly na tyle niskie, ze cigzko jest oceni¢ czy s3 one wynikiem przeprowadzonej
transformacji czy tez roznice wynikaja z odrebnych powtdrzen technicznych procesu
izolacji lipidow. Sktad kwasow tluszczowych badanych nasion (zarowno WT jak
i transformowanych linii A. thaliana) byt nastepujacy: kwas palmitynowy (16:0), kwas
palmitoleinowy (16:1A°), kwas stearynowy (18:0), kwas oleinowy (18:1A%), izomer kwasu
oleinowego (18:1AY), kwas linolowy (18:2), kwas linolenowy (18:3 A%!2%%): kwas
arachidowy (20:0), kwas cis-A'-eikozenowy (20:1A), izomer kwasu eikozenowego
(20:1A%), kwas cis-A%M-eikozadienowy (20:2) oraz kwas erukowy (22:1). Bardzo
doktadnie analizujac uzyskane wyniki, mozna zauwazy¢ okoto jednoprocentowy wzrost
zawarto$ci kwasu oleinowego (18:1A°%) w nasionach wszystkich czterech wariantow roslin
transgenicznych, oraz kwasu linolowego (18:2) w nasionach ro$lin transgenicznych
transformowanych plazmidem A, A’, B i B’, w porownaniu do kontroli (WT).
Odnotowano rowniez spadek zawartosci kwasu cis-Alt-eikozenowego (20:1) o okoto 1%
w nasionach roslin transformowanych konstruktami genetycznymi A i B oraz o okoto 2%
w przypadku nasion roslin transformowanych konstruktem B’ (Tabela 11).

Procentowg zawarto$¢ oraz sklad kwasoéw tluszczowych sprawdzono réwniez
W cze$ciach nadziemnych transformowanych roslin A. thaliana oraz w typie dzikim.
Analiza na GC, ekstraktow lipidowych z czeéci nadziemnych badanych roslin, nie
wykazata produkcji nowych kwasow tluszczowych ze szlaku biosyntezy EPA. Czgsci
nadziemne badanych roslin A. thaliana (zarowno WT jak i badanych transformantow)
zawieraly nastgpujace kwasy ttuszczowe: kwas palmitynowy (16:0), kwas palmitoleinowy
(16:1A9%), cis-A"1013-heksadekatrienowy (16:3), kwas stearynowy (18:0), kwas oleinowy
(18:1A9%), izomer kwasu oleinowego (18:1A), kwas linolowy (18:2), kwas linolenowy
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(18:3 A%1215): kwas arachidowy (20:0), kwas cis-A%!-gikozadienowy (20:2), kwas
behenowy (22:0) i lignocerynowy (24:0). Po przeanalizowaniu procentowej zawarto$ci
poszczegdlnych kwasow thuszczowych w badanych ekstraktach, mozna odnotowac¢ drobne
zmiany u transformowanych roslin w poréwnaniu do typu dzikiego A. thaliana.
Procentowa zawarto$¢ kwasu heksadekatrienowego (16:3) w czgsciach nadziemnych
ro$liny z wariantu transformacji B i B” wzrosta o okoto 1-2% w poréwnaniu do kontroli.
Z kolei zawarto$é kwasu oleinowego (18:1A°%) w nadziemnych czgéciach roslin spadta
0 okoto 1% w przypadku wszystkich czterech wariantow transformowanej A. thaliana.
Zawarto$¢ kwasu linolowego (18:2) spadta o okoto 1% w czesciach nadziemnych roslin
transformowanych konstruktem genetycznym B’. Nastepnym kwasem tluszczowym,
ktorego procentowa zawarto$¢ w czg¢éciach nadziemnych transformowanych roslin sig
zmienita, byt kwas linolenowy (18:3A%12%°) — w roslinach wariantu A’ i B odnotowano
okolo dwuprocentowy wzrost zawartosci, a w wariancie B’ transgenicznej ro$liny
odnotowano okoto 4% wzrost. W czgéciach nadziemnych roslin transgenicznych wariantu
B’, odnotowano réwniez okoto 2% spadek zawartosci kwasu cis-A®! eikozadienowego

(20:2), w porownaniu do typu dzikiego (Tabela 12).
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Tabela 11. Skiad kwaséw thuszczowych lipidoéw nasion A.thaliana, pochodzacych
z transformowanych linii A. thaliana pokolenia F3 (wytypowanych jako homozygotyczne),
uzyskanych po transformacji czterema ré6znymi konstruktami genetycznymi (A, A’, B, B”)

oraz pochodzacych z roslin typu dzikiego (WT).

% catkowitej zawartosci kwasow ttuszczowych
Kwasy ttuszczowe
WT A A B B’
16:0 8,3+0,8 8,610,3 8,120,2 8,70,5 8,410,4
16:1A° 0,3+0,01 0,3+0,01 0,3+0,01 0,30,0 0,3+0,01
18:0 3,6+0,01 3,70,3 3,7+0,2 3,7+0,3 3,90,2
18:1A° 12,9+0,1 14,00,2 14,0+0,1 14,1+0,2 14,3+0,3
18:1A1 1,6+0,05 1,5+0,02 1,5+0,1 1,50,02 1,50,03
18:27%12 27,3+0,3 28,5+0,2 27,9+0,7 28,4+0,2 28,7+0,05
18:3A%12:15 18,4+0,8 17,6+0,1 18,4+0,5 17,8+0,2 17,7+0,05
20:0 2,30,1 2,20,0 2,1540,1 2,1+0,1 2,10,03
20:1A1 19,70,8 18,5+0,1 18,90,4 18,310,2 17,910,2
20:1A8 1,9+0,1 1,8+0,04 1,7+0,05 1,8+0,04 1,7+0,03
20:24%11 1,8+0,2 1,8+0,03 1,940,1 1,8+0,05 1,9+0,03
22:1A8 2,0+0,4 1,7+0,0 1,7+0,03 1,6+0,05 1,7+0,03
18:3A6912
18:4A6'9'12'15
20:4A8'11'14'17
20:5A5’8'11'14'17
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Tabela 12. Skiad kwasow tluszczowych w nadziemnych czesciach roslin A.thaliana
(fodygi, liscie, paki kwiatowe, kwiaty oraz tuszczyny analizowane lacznie) pochodzacych
z transformowanych linii A. thaliana pokolenia F3 (wytypowanych jako homozygotyczne)
uzyskanych po transformacji czterema ré6znymi konstruktami genetycznymi (A, A’, B, B”)

oraz pochodzacych z ro$lin typu dzikiego (WT).

% catkowitej zawartosci kwasow ttuszczowych
Kwasy ttuszczowe
WT A A B B’
16:0 13,740,9 13,740,3 14,4+0,4 13,5+0,2 13,5+0,7
16:1A° 1,0£0,1 0,7+0,2 0,9+0,1 1,1%0,2 1,10,1
16:3A7:10.13 9,3+1,8 9,9+0,02 9,0+0,8 10,6+0,0 11,0+0,4
18:0 1,74£0,03 1,20,1 1,340,2 1,320,1 1,2%0,02
18:1A° 3,6+1,8 2,5+0,1 2,5+0,6 2,30,2 2,1+0,04
18:1A1 0,5+0,3 0,5+0,01 0,4+0,1 0,4+0,1 0,4+0,05
18:2A%12 17,3%2,3 17,1+0,2 16,4+0,5 16,5+0,8 16,1+0,5
18:3A%12.15 41,5+2,4 42,4%0,3 43,7+1,9 43,2+1,8 45,7+1,6
20:0 0,5+0,3 0,4+0,01 0,4+0,1 0,3+0,04 0,3+0,1
20:2A%11 10,1%0,3 10,7+0,3 10,0+1,0 9,7+2,9 7,8+1,9
22:0 0,3+0,04 0,3+0,0 0,3+0,04 0,3+0,04 0,3+0,02
24:0 0,7+0,1 0,7+0,1 0,7+0,1 0,7+0,1 0,6+0,04
18:3A69:12
18:4A6’9’12’15
20:4A8'11'14'17
20:5A5'8’11’14'17
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Rys. 48. Przyktadowe wyniki analizy na chromatografie gazowym przedstawiajace sktad
I zawarto§¢ kwasow tluszczowych w  ekstraktach lipidowych izolowanych z czesci
nadziemnych transformowanych roslin A. thaliana pokolenia F3 (A), czgsci nadziemnych
A. thaliana typu dzikiego (B), nasion transformowanych A. thaliana pokolenia F3 (C)

i nasion A. thaliana typu dzikiego (D).
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Rys. 48 cd. Przyktadowe wyniki analizy na chromatografie gazowym przedstawiajgce
sktad 1 zawartos¢ kwasow ttuszczowych w ekstraktach lipidowych izolowanych z czgsci
nadziemnych transformowanych roslin A. thaliana pokolenia F3 (A), czgsci nadziemnych
A. thaliana typu dzikiego (B), nasion transformowanych A. thaliana pokolenia F3 (C)

i nasion A. thaliana typu dzikiego (D).
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5. DYSKUSJA

5.1. Acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid

Enzymy typu LPLAT (acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid) pelnig
kluczowa rolg¢ w metabolizmie lipidéw zar6wno w organizmach eukariotycznych jak
I prokariotycznych. Enzymy te mozna podzieli¢c na odpowiednie grupy, réznigce si¢
specyficzno$cig substratowg w stosunku do akceptora kwasow tluszczowych
(lizofosfolipidu — LPL). Takimi akceptorami kwasow tluszczowych sa: LPA (kwas
lizofosfatydowy), LPE (lizofosfatydyloetanoloamina), LPC (lizofosfatydylocholina), LPS
(lizofosfatydyloseryna), LPI (lizofosfatydyloinozytol), LPG (lizofosfatydyloglicerol).
W zalezno$ci od tego, do jakiego akceptora kwasow tluszczowych dany enzym typu
LPLAT wykazuje najwyzsza specyficzno$¢, nadaje si¢ mu nazwe pochodzaca od tego
wlasnie akceptora kwasoéw thuszczowych (Jasieniecka-Gazarkiewicz i wsp., 2016; Klinska
1 wsp., 2019). Gtéwna reakcja katalizowana przez LPLATYy polega na odlaczaniu reszty
acylowej od koenzymu A 1 przytaczaniu jej do odpowiedniego lizofosfolipidu, w wyniku
czego syntetyzowany jest odpowiedni fosfolipid (reakcje typu forward). Udokumentowano
rowniez, ze enzymy typu LPLAT moga przeprowadza¢ reakcje odwrotne, w ktérych
odlaczajg one reszte acylowa od fosfolipidu 1 przytaczaja ja do koenzymu A, produkujac
odpowiedni lizofosfolipid oraz acylo-CoA (reakcje typu backward). Zdolnos¢ LPLATOw
do przeprowadzania reakcji w obydwu kierunkach, czyni je waznymi enzymami, ktore
moga modyfikowa¢ sktad lipidow membranowych w celu zachowania odpowiedniej
struktury membran komorkowych np. w odpowiedzi na zmiang¢ temperatury. Roslinne
enzymy typu LPLAT, a szczegdlnie te charakteryzujace si¢ gtowng aktywnoscia typu
LPCAT (preferujace lizofosfatydylocholing jako akceptor kwasow ttuszczowych), zostaty
dotychczas stosunkowo dobrze poznane. Uwaza si¢, ze enzymy typu LPCAT w ro$linach
odgrywaja wazng role np. w dostarczaniu wielonienasyconych kwasow ttuszczowych
przeznaczonych do syntezy triacylogliceroli (TAG) poprzez wzbogacanie puli
cytoplazmatycznego acylo-CoA w kwasy tluszczowe pochodzace z PC (fosfatydylocholina
- glowny lipid membran komoérkowych) czyli miejsca ich biosyntezy (Lager i wsp., 2013;
Pan i wsp., 2015).

Ze wzgledu na brak danych literaturowych dotyczacych enzymow typu LPCAT
pochodzacych z mikroalg, gtownym celem niniejszej pracy doktorskiej byto
zidentyfikowanie genu/6w kodujacych tego typu enzymy, a nastepnie zbadanie

wlasciwosci biochemicznych 1 specyficznosci substratowej zidentyfikowanych LPCATow
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pochodzacych z okrzemka Phaeodactylum tricornutum. Mikroalga ta jest jednym
z organizméw modelowych w badaniach nad okrzemkami z kilku istotnych powodow.
Przede wszystkim, posiada ona w pelni zsekwencjonowany genom, co jest niezwykle
przydatne w badaniach nad funkcjami gendéw (Bowler i wsp., 2008). Ponadto,
P. tricornutum wykazuje szybkie tempo wzrostu w warunkach laboratoryjnych, co utatwia
przeprowadzanie na nim badan biologicznych. P. tricornutum oraz inne mikroalgi sa
zdolne do produkcji znacznych ilosci dtugotancuchowych wielonienasyconych kwasow
thuszczowych omega-3, w szczegolnosci kwasu eikozapentaenowego (EPA; Ozcan i Ovez,
2022). Naturalna produkcja EPA przez P. tricornutum moze si¢ga¢ do 35% wszystkich
kwasow tluszczowych w tej okrzemce (Hamilton i wsp., 2014). Jednak proces tak
wydajnej biosyntezy VLC-PUFAs u P. tricornutum i innych mikroalg nie zostal jeszcze
W pelni poznany. Spekuluje si¢, ze to enzymy typu LPCAT pelnig istotng role
w biosyntezie VLC-PUFA zachodzacej u mikroalg, poprzez wydajny transfer reszt
acylowych pomiedzy PC a pulg acylo-CoA, oraz by¢ moze poprzez udzial w transporcie
VLC-PUFA (np. EPA) do miejsca ich magazynowania (u P. tricornutum sg to glownie
monogalaktozylodiacyloglicerole — MGDG; Miihlroth i wsp., 2013), chociaz ta ostatnia
(potencjalna) ich funkcja nie jest jeszcze eksperymentalnie udowodniona. Ostatnio,
w badaniach zwigzanych z projektem, ktorego czeScig jest réwniez obecna praca
doktorska, przeprowadzonych przez You i wsp. (2023), wykazano jednakze, ze PtLPCAT1
jest zlokalizowany w komorce P. tricornutum w zewngtrznej btonie chloroplastu (MGDG
zlokalizowane jest gtownie w blonach chloroplastowych) taczacej si¢ z blong retikulum
endoplazmatycznego.

W niniejsze] pracy, pierwsze badania dotyczyly okreslenia funkcji szeSciu
sklonowanych genow z P. tricornutum, ktore wytypowano, jako potencjalnie kodujace
enzymy typu LPLAT (klonowanie wykonane w pracowni Prof. Yangming’a Gong —
partnera projektu w ramach, ktorego wykonywane byly rowniez badania zwigzane
Zobecna praca doktorska). Zrodlem enzymoéw w przeprowadzanych reakcjach
enzymatycznych in vitro byly frakcje mikrosomalne izolowane z drozdzy AALEI
(pozbawionych gltownego enzymu typu LPCAT) transformowanych plazmidem
pYES2/CT niosacym okreslony gen z P. tricornutum. W wyniku przeprowadzenia
wstepnych badan, udalo si¢ zidentyfikowa¢ posrod szesciu badanych enzyméw
kodowanych przez sklonowane z P. tricornutum geny, jeden enzym typu LPCAT
(kodowany przez gen Phatr3_J20460) bardzo aktywny w testach enzymatycznych in vitro,
ktoremu nadano nazwe PtLPCATL. Dodatkowo, zidentyfikowano dwa enzymy
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wykazujace aktywnos$¢ typu LPAAT (preferujace kwas lizofosfatydowy jako akceptor
kwasow tluszczowych), ktore nazwano PtILPAAT1 oraz PtLPAAT2, kodowane przez geny
Phatr3_J11916 i Phatr3_J43099 (odpowiednio). Aktywnos¢ typu LPLAT pozostatych
badanych enzyméw kodowanych przez sklonowane geny: Phatr3_J54709, Phatr3 J40461
I Phatr3_J48640, nie byla odpowiednio wysoka w testach enzymatycznych in vitro, aby
uzna¢ je za enzymy tego typu. Trzy zidentyfikowane enzymy typu LPLAT poddano
dalszym badaniom biochemicznym. Enzym PtLPCATI1 badano w kierunku zaréwno
reakcji forward jak i backward. Dokladniejsze badania reakcji katalizowanych przez
PtLPCAT1 w kierunku forward rozpocze¢to od sprawdzenia jego aktywnosci przy
zmieniajacych si¢ parametrach reakcji takich jak: ilo§¢ mikrosomalnego PC, temperatura,
czas reakcji, pH buforu inkubacyjnego i wpltyw roznych jonéw (Mg?*, Ca?* i K¥).
Kolejnym krokiem bylo zbadanie specyficznosci substratowej wykazywanej przez
PtLPCAT1 w stosunku do réznych donorow kwasow thuszczowych (w tym do
dhugotancuchowych wielonienasyconych kwasow tluszczowych ze szlaku biosyntezy
EPA) i akceptorow kwasoéw thuszczowych oraz preferencji w stosunku do pozycji sn-1
i sn-2 lizofosfatydylocholiny. Aby dowiedzie¢ sig, jakie sg roznice i podobienstwa migdzy
ro§linnymi a okrzemkowymi enzymami typu LPCAT, w konteks$cie ich specyficzno$ci
substratowej w stosunku do kwaséw tluszczowych obecnych w polaczeniach z CoA
(acylo-CoA), przeprowadzono dodatkowo testy enzymatyczne sprawdzajgce specyficznosé
substratowg enzymow typu LPCAT pochodzacych z rozwijajacych si¢ nasion Camelina
sativa. Nastepne cksperymenty dotyczyly charakterystyki reakcji  backward
katalizowanych przez PtLPCATI. W ramach tych do$wiadczen, sprawdzano udziat
enzymu PtILPCAT1 w remodelowaniu czasteczek PC, PE i PA obecnych naturalnie we
frakcjach mikrosomalnych z drozdzy (zawierajacych kwasy tluszczowe naturalnie
wystepujace w komorkach drozdzowych). Dodatkowym wariantem tego doswiadczenia,
bylo przeprowadzenie testow enzymatycznych z wykorzystaniem czasteczek PC innych
niz naturalnie wystepujace w komorkach drozdzowych. Te ,nowe” czasteczki PC
zawieraty, gtdbwnie w pozycji sn-2, kwasy ttuszczowe ze szlaku biosyntezy EPA takie jak:
18:3 n-3, 18:3 n-6, 18:4 n-3, 20:4 n-3, 20:5 n-3. Biosynteze¢ tych ,nowych” PC
przeprowadzano bezposrednio przed wykorzystaniem ich do testéw promujacych reakcje
typu backward. Specyficznos¢ substratowg enzymu PtLPCAT1 w reakcji backward
badano réwniez poprzez przeprowadzenie testow kompetencji w stosunku do réznych
donoréow kwasoéw thuszczowych (acylo-CoA) dodawanych razem, w roéwnomolowym

stezeniu, do jednej mieszaniny reakcyjnej. W celu poréwnania wykazywanej preferencji
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przez PtLPCAT1 w testach promujacych reakcje backward w stosunku do réznych
donoréw kwasow tluszczowych (w testach kompetencji), z preferencja LPCAToOw
pochodzacych z innych organizméw niz okrzemki, przeprowadzono rowniez testy
enzymatyczne z frakcja mikrosomalng drozdzy nadeksprymujacych AtLPCAT2
(pochodzacym z A. thaliana) oraz z frakcja mikrosomalng z drozdzy nadeksprymujacych
ALE1 (gtowny drozdzowy LPCAT). Dodatkowo badano wptyw temperatury, pH buforu
inkubacyjnego oraz jondw wapnia i magnezu obecnych w mieszaninie reakcyjnej na
aktywno$¢ remodelowania PC badanych frakcji mikrosomalnych w testach promujacych

reakcje typu backward, przez PtLPCATL.

5.2. Reakcje typu forward przeprowadzane przez PtLPCAT1

Odnotowane w pracy wyniki testow wskazuja, ze enzym PtLPCAT1
najefektywniej akceptowal w reakcji forward nienasycone kwasy tluszczowe dodawane do
mieszaniny reakcyjnej w postaci acylo-CoA. Najwyzszg aktywno$¢ PtLPCAT1 wykazat
w stosunku do 18:4-CoA, a nast¢pnie do 18:3-CoA n-3 > 20:4-CoA n-3 > 18:3-CoA n-6 >
22:6-CoA n-3 > 16:1-CoA n-7 > 20:5-CoA n-3 > 18:1-CoA n-9 > 18:2-CoA n-6.
Natomiast nasycone kwasy tluszczowe, byly bardzo stabo lub w ogoéle nie byly
akceptowane przez enzym PtLPCAT1. Zaskakujaco niskg aktywno$¢ odnotowano roéwniez
wobec dwoch nienasyconych kwasow tluszczowych — 20:3-CoA n-3 i 20:4-CoA n-6.
Biorac pod uwage niska aktywno$¢ do 20:4-CoA n-6 oraz wysoka do 20:4-CoA n-3,
mozna wysnu¢ wniosek, ze dla enzymu PtLPCATL nie tylko istotna jest ilo§¢ podwojnych
wigzan, ale takze ich potozenie w tlancuchu weglowodorowym danego kwasu
thuszczowego. Specyficznos¢ substratowa testowanego PtLPCAT1 wobec acylo-CoA
zawierajacych 18-weglowe nienasycone kwasy tluszczowe byla podobna do
specyficznosdci substratowe]j roslinnych enzymoéw typu LPCAT (Klinska 1 wsp., 2019;
Lager 1 wsp., 2013). Mozna bylo jednak odnotowa¢ pewne rdznice w specyficznosci
substratowej w stosunku do acylo-CoA zawierajagcych nasycone kwasy tluszczowe;
roslinne enzymy typu LPCAT wykorzystywaly je lepiej w reakcjach forward niz
PtLPCAT1. W badaniach prezentowanych przez Zheng i wsp. (2012) oraz Klinska i wsp.
(2019), dotyczacych LPCATOw pochodzacych z B. napus i C. sativa (odpowiednio),
odnotowano wyzsza aktywnos¢ w stosunku do 16:0-CoA i 18:0-CoA niz aktywno$é
badanego w tej pracy PtLPCATI1 do tych nasyconych kwasow tluszczowych. Klinska
I wsp. (2019) odnotowali réwniez, ze enzymy LPCAT pochodzace z C. sativa nie
wykorzystuja 20:1-CoA oraz 22:1-CoA do reakcji forward, tak samo jak testowany
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w obecnej pracy PtLPCATI1. Wyniki niniejszych badan, dotyczacych LPCATow frakcji
mikrosomalnych izolowanych z dojrzewajacych nasion C. sativa, wskazujg na §ladowg ich
aktywnos$¢ w stosunku do 20:3-CoA n-3 i 20:4-CoA n-6, podobnie jak to miato miejsce
w przypadku PtLPCATI. Jednakze w przeciwienstwie do PtLPCAT1, badane enzymy
LPCAT pochodzace z rozwijajacych si¢ nasion C. sativa wykazaty rowniez bardzo niska
aktywnos¢ do 20:4-CoA n-3 i 20:5-CoA n-3 oraz zaskakujaco wysokg aktywno$¢ do 22:6-
CoA n-3. Na ten moment, nie ma innych doniesien naukowych dotyczacych
specyficznosci substratowej roslinnych LPCATow w stosunku do VLC-PUFA.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki, dotyczace specyficznosci substratowej
PtLPCAT1 w stosunku do donorow kwasow thuszczowych w reakcjach typu forward, sg
zgodne z wczesniejszymi przypuszczeniami, ze PtILPCATI moze odgrywaé wazng role
w biosyntezie VLC-PUFA. Przeprowadzone testy wykazaly wysoka aktywnos$¢ enzymu
PtLPCAT1 w stosunku do 20:4-CoA n-3. Ten wynik zgadza si¢ z proponowanym
szlakiem biosyntezy EPA i DHA u P. tricornutum, poprzez kwas thuszczowy 20:4 n-3 a nie
poprzez 20:4 n-6 (Zulu i wsp., 2018). Biorgc pod uwage, ze A° desaturacja kwasu
thuszczowego 20:4 (ETA) do 20:5 (EPA) zachodzi w PC 1 jest to ostatni etap szlaku
biosyntezy EPA, aktywno$¢ PtLPCATI1 (wlaczajaca 20:4 n-3 do PC) poprzedzajaca ta
desaturacj¢ moze odgrywaé kluczowa role w biosyntezie wysokiego poziomu EPA
u P. tricornutum. Ponadto, kwas ETA stanowi tylko okoto 2,2% profilu kwaséw
thuszczowych w P. tricornutum hodowanym w normalnych warunkach wzrostu (Zulu
I wsp., 2018) co sugeruje, ze ETA po wprowadzeniu do PC przez PILPCAT1 szybko ulega
desaturacji do EPA. Praktycznie zerowa aktywno$¢ enzymoéw LPCAT pochodzacych
z rozwijajacych si¢ nasion C. sativa w stosunku do 20:4-CoA n-3, wykazana w tej
dysertacji, pozwala na wysnucie przypuszczenia, ze znaczaca aktywnos¢ PILPCAT1
w stosunku do 20:4 n-3, moze potencjalnie eliminowa¢ waskie gardto (ang. bottleneck)
ograniczajace wydajng biosyntez¢ EPA 1 DHA w transgenicznych ros$linach oleistych
(Domergue i wsp., 2005). Potwierdzenie tego zalozenia wymaga jednak dalszych badan,
w ktorych mozna by okre§lic wpltyw PILPCAT]I w ro§linach transgenicznych
transformowanych genem kodujacym ten enzym oraz pozostalymi genami kodujacymi
enzymy ze szlaku biosyntezy EPA.

W testach badajagcych aktywnos¢ PtLPCAT1 w reakcji forward, enzym ten
wykazal 11 razy wyzsza aktywno$¢ w stosunku do pozycji sn-2 niz do pozycji sn-1
lizofosfatydylocholiny, gdy donorem kwasow tluszczowych byt 18:1-CoA. Podobny
wynik uzyskali Lager 1 wsp. (2013), ktéorzy badali enzymy LPCATI1 i1 LPCAT2
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pochodzace z A. thaliana. Byly one 7-8 razy bardziej aktywne w stosunku do pozycji sn-2
niz do pozycji sn-1 lizofosfatydylocholiny, gdy donorem acyli byt réwniez 18:1-CoA.
Klinska i wsp. (2019) rowniez uzyskali podobny wynik w badaniach prowadzonych nad
enzymami typu LPCAT pochodzacymi z C. sativa, ktore byly okoto 8 razy bardziej
aktywne w stosunku do pozycji sn-2 niz do pozycji sn-1 LPC. PtLPCAT1 wykazuje wigc
podobng preferencje jak inne LPCATYy roslinne w stosunku do acylacji miejsc sn-1 i sn-2
lizofosfatydylocholiny.

W testach sprawdzajacych specyficznos$¢ substratowa w stosunku do akceptora
kwasow tlhuszczowych (lizofosfolipidu), PtLPCAT1 wykazywatl oprocz aktywnos$ci
w stosunku do LPC, ktéra byla najwyzsza, rowniez aktywno$¢ w stosunku do LPE
(w testach, w ktorych dodawano jeden rodzaj LPL na test). Roéznica pomigdzy
wykazywang aktywnoscia enzymu PtLPCATI w stosunku do LPC 1 LPE, byla mniejsza
niz w przypadku réznic w aktywnosci innych LPCATOw ro$linnych w stosunku do tych
akceptorow kwasow thuszczowych. Stosunek wykazywanej aktywnosci do LPC i LPE
przez PtLPCAT] byl bardziej podobny do tego wykazywanego przez drozdzowy ALEL.
Brak jest jednak danych literaturowych, w ktorych badano by aktywno$¢ LPCAToOw
w testach z obecnoscig réznych lizofosfolipidow w jednej mieszaninie reakcyjnej. Takie
badania zostaty przeprowadzone w niniejszej pracy nad PILPCAT1. Wykazaly one pewne
roéznice, pomiedzy testami prowadzonymi z dodatkiem réznych rodzajéw LPL do jednej
mieszaniny reakcyjnej a testami, w ktoérych do mieszanin reakcyjnych dodawano tylko
jeden rodzaj LPL. Co prawda gdy w mieszaninie reakcyjnej znajdowaly si¢ rdzne
lizofosfolipidy badany PtLPCATI1 nadal najefektywniej acylowat LPC, jednak roznica
pomiedzy aktywnoscig w stosunku do LPE i do LPC byta wigksza (zaréwno gdy donorem
kwasow tluszczowych byt 18:1-CoA jak i 18:3-CoA) niz w testach z tymi
lizofosfolipidami dodawanymi do testow pojedynczo. Dodatkowo w testach kompetencji
(rozne lizofosfolipidy dodawane w réwnomolowych stezeniach do mieszaniny reakcyjnej)
PILPCAT1 przeprowadzat rowniez acylacje LPS 1 LPG gdy donorem kwasow
thuszczowych byl 18:1-CoA, w przeciwienstwie do testow w ktorych rézne LPL byly
dodawane osobno — PtLPCAT1 nie wykazywal wtedy aktywnosci do LPS i LPG.
W testach, w ktorych rézne LPL byty obecne w jednej mieszaninie reakcyjnej, aktywno$¢
badanego PtLPCAT1 w stosunku do r6znych LPL zalezata od rodzaju uzytego acylo-CoA
do reakcji. W testach w ktérych wykorzystywano 18:3-CoA, PtLPCAT1 nie wykazywatl
aktywnosci w stosunku do LPS, w przeciwienstwie do testow z 18:1-CoA, gdzie

aktywno$¢ do LPS byla wyzsza niz do LPE. W pracy przetestowano réwniez wpltyw
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roznych czasteczek LPC na aktywnos¢ PtLPCATI1. Tego typu testy wykazaly, ze
PtLPCAT1 wykazywal najwyzsza aktywno$¢ do 16:0-LPC, a nastgpnie do 18:1-LPC
i 18:0-LPC. Natomiast 20:0-LPC byt bardzo stabo wykorzystywany przez PtLPCAT1 —
aktywno$¢ enzymu byta bliska zera. Dotychczasowe badania nad LPCATami opieraty si¢
glownie na wykorzystywaniu tylko 18:1-LPC do przeprowadzanych reakcji
katalizowanych przez te enzymy (Jasieniecka-Gazarkiewicz i wsp., 2016; Klinska i wsp.,
2019; Stdhl 1 wsp., 2008). Nie mozna wigc porownac specyficznosci substratowe]
badanego przez nas PtLPCATI ze specyficznoscig innych roslinnych LPCATOw
w stosunku do roznych ,,gatunkow” LPC. Lager i wsp. (2013) w swoich badaniach uzyli
w prawdzie réwniez ric-LPC (LPC z kwasem rycynowym) i uzyskali nizszg aktywno$¢
ro$linnych LPCATOw niz w testach z uzyciem 18:1-LPC jednakze w naszych badaniach
nie stosowali$my tego ,,gatunku” LPC, wigc 1 w tym przypadku nie mozna tych danych

skonfrontowa¢ z aktywnoscig PtLPCAT1.

5.3. Reakcje typu backward przeprowadzane przez PtLPCATI1 i reakcje ,innego”
typu wlaczone w proces remodelowania fosfolipidéw - glownie fosfatydylocholiny
Badany w pracy PtLPCAT1 w testach promujgcych reakcje backward
Z mikrosomami z drozdzy nadeksprymujagcymi ten enzym posiadajagcymi jedynie
naturalnie wystepujace w komoérkach drozdzowych kwasy tluszczowe, najefektywniej
wymieniat kwasy tluszczowe w PC tego typu mikrosoméw na te pochodzace z 18:1-CoA,
18:2-CoA i 18:3-CoA. W przypadku obecno$ci w mieszaninie reakcyjnej dwu pierwszych
z tych acylo-CoA, wigkszo$¢ tej wymiany zachodzita w wyniku reakcji typu backward,
natomiast w przypadku 18:3-CoA w okoto potowie wymiana nastepowata w wyniku tego
typu reakcji a reszta w wyniku innych reakcji generujacych LPC. W przypadku obecnosci
w mieszanie reakcyjnej 16:0-CoA lub 18:0-CoA w wyniku reakcji typu backward
wymiana kwasow ttuszczowych w mikrosomalnym PC nie nastgpowala. Pewng wymiang
mozna byto jednak zaobserwowa¢ w wyniku innych reakcji generujacych LPC. Stabe
wykorzystywanie acylo-CoA z nasyconymi kwasami thuszczowymi i stosunkowo dobre
wykorzystywanie acylo-CoA z kwasami nienasyconymi byto, wigc podobne w obu typach
reakcji przeprowadzanych przez PtLPCATI tj, zarbwno w reakcjach typu forward jak
i reakcjach typu backward (w ktorych PtLPCAT1 remodelowat PC naturalnie wystepujace
we frakcjach mikrosomalnych z drozdzy). Wyniki te sa podobne do wynikéw uzyskanych
przez Jasieniecka-Gazarkiewicz i wsp. (2023), w ktorych wykazano, ze roslinny enzym

AtLPCAT?2 (pochodzacy z Arabidopsis) remodelowal mikrosomalne PC najintensywniej,
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gdy do reakcji dostarczane byly nienasycone 18-wegglowe kwasy tluszczowe w formie
acylo-CoA (szczegolnie 18:1-CoA). W tych samych badaniach Jasienieckiej-Gazarkiewicz
1 wsp. (2023) odnotowano, ze enzym ALE1l (drozdzowy LPCAT) przeprowadzal
remodelowanie PC najintensywniej gdy do reakcji byly dodawane donory kwasoéw
thuszczowych zawierajace nasycone kwasy tluszczowe (16:0-CoA i 18:0-CoA); reakcja
remodelowania mikrosomalnego PC z udzialem nienasyconych 18-weglowych kwasow
thuszczowych zachodzita mniej intensywnie. Badania przedstawiane przez Klinska 1 wsp.
(2019, 2021) rowniez wskazuja na najwyzsza aktywnos¢ LPCAToOw frakcji
mikrosomalnych pochodzacych z nasion i lisci Camelina sativa w procesie remodelowania
PC podczas obecnosci 18:1-CoA w roztworze inkubacyjnym. Remodelowanie PC
badanych frakcji mikrosomalnych drozdzy zawierajacych jedynie naturalnie wystgpujace
w nich kwasy tluszczowe w wyniku generowania LPC w reakcjach innych niz typu
backward rowniez zalezalo w pewnym stopniu od rodzaju acylo-CoA obecnego
w roztworze inkubacyjnym. Obecno$¢ 18:2-CoA 1 18:3-CoA generowata prawie
dwukrotnie wyzszg wymine w tego typu reakcjach niz obecno$¢ pozostatych acylo-CoA
(16:0-CoA, 18:0-CoA i 18:1-CoA). Poniewaz do wyliczenia tego typu remodelowania
brano rdéznicg w intensywnosci remodelowania PC z testow bez dodatku DTNB
(mierzacych oba rodzaje remodelowania) z mikrosomami nadeksprymujacymi PtLPCAT1
1 ich odpowiednikéw z mikrosomami z drozdzy kontrolnych, remodelowanie to wydaje si¢
by¢ rowniez zwigzane z aktywnoscig PtLPCATI1. Tego typu aktywno$¢ wykazywana
przez inne LPCATYy zostata odnotowana wczesniej przez Jasienieckg-Gazarkiewicz i wsp.
(2023).

W testach promujacych zachodzenie reakcji backward, w ktorych byly
remodelowane fosfolipidy obecne naturalnie we frakcji mikrosomalnej (poprzez reakcje
backward a nastepnie forward), enzym PtLPCATI] poza wykazywang aktywno$cia
w stosunku do PC, wykazal réwniez aktywnos¢ w stosunku do PA i1 PE. Jednakze,
remodelowanie PA i PE zachodzito mniej efektywnie niz PC, przy czym remodelowanie
PA bylo bardzo niskie — na granicy detekcji. Stosunek pomigdzy iloscia remodelowanego
PC i PE przez PtLPCAT1 w wyniku reakcji backward byt podobny jak stosunek
efektywnosci syntezy tych lipidow w testach promujacych reakcje forward; zaréwno gdy
donorem kwaséw thuszczowych byt 18:1-CoA jak i 18:3-CoA — zarowno synteza PC jak
Ijego remodelowanie byla/o okolo 4 razy efektywniejsza/e niz odpowiednio
synteza/remodelowanie PE. Wyniki te wskazuja, na pewnego rodzaju korelacje pomigdzy

wykorzystywaniem LPL w reakcji forward, i efektywno$cig remodelowania powstajacych
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z nich PL (poprzez reakcj¢ backward, a nastgpnie forward) przez enzym PtLPCATI.
W badaniach wcze$niejszych dotyczacych innych LPCAToOw nie udato si¢ zaobserwowac
podobnej korelacji pomigdzy specyficznoscia w wykorzystywaniu poszczegdlnych
lizolipidow do syntezy odpowiadajgcych im lipidow (reakcje typu forward)
a specyficznoscia w ich remodelowaniu w wyniku reakcji backward (Jasieniecka-
Gazarkiewicz i wsp., 2016 i 2023).

W testach, w ktorych badano remodelownie PC frakcji mikrosomlinch z drozdzy
nadeksprymujacych PILPCAT1 poddanych uprzednio wzbogaceniu o inne niz wystepujace
naturalnie w drozdzach czasteczki PC, intensywno$¢ remodelowania PC tego typu frakcji
mkrosomalnych zalezala w duzej mierze nie tylko od acylo-CoA znajdujacego si¢
w buforze inkubacyjnym, ale réwniez od rodzaju przeprowadzonej modyfikacji.
Najintensywniejsze remodelowanie PC frakcji mikrosomalnej odnotowano gdy frakcje
mikrosomalne wzbogacono o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC. Remodelowanie to przebiegato
zarowno w wyniku reakcji typu backward jak i w wyniku generowania czasteczek LPC
w innego typu reakcjach. Remodelowanie w reakcjach typu backward przebiegato
najintensywniej gdy w mieszaninie reakcyjnej znajdowat si¢ 18:2-CoA 1 nieco stabiej
w obecnosci 16:0-CoA; w obecnosci pozostalych acylo-CoA intensywno$¢ tego typu
remodelowania czasteczek PC byla znikoma. Remodelowanie za$ czasteczek PC badane;j
frakcji mikrosomalnej w wyniku generowania czgsteczek LPC w innego typu reakcjach
przebiegato najintensywniej w obecnos$ci wszystkich trzech acylo-CoA z nienasyconymi
kwasami tluszczowymi i zdecydowanie slabiej w obecnosci acylo-CoA z nasyconymi
kwasami tluszczowymi. Remodelowanie tego typu obserwowano praktycznie tylko
w pierwszych 30 min inkubacji. Po tym czasie ilo§¢ czasteczek PC zmodfikowanych tym
sposobem, w testach z niektorymi acylo-CoA ulegala nawet zmniejszeniu. Poniewaz po
60 min inkubacji catkowita ilos¢ [**C]PC byla wyzsza niz po 30 min, czasteczki te mogty
ulega¢ dalszemu remodelowaniu juz w wyniku reakcji backward. Sposréd wszystkich
pieciu modyfikacji badanych frakcji mikrosomalnych z drozdzy nadeksprymujacych
PtLPCATI1 podobny sposéb remodelowania mikrosomalnego PC jak omdéwiony powyzej
odnotowano jedynie dla frakcji mikrosomalnej wzbogaconej w sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-
PC. W tym przypadku réwniez obserwowano w sposobie remodelowania mikrosomalnego
PC duzy udziat reakcji w ktorych LPC generowane bylo w wyniku innych reakcji niz
reakcje typu backward przeprowadzane przez PtLPCAT1. W pierwszych 30 min inkubacji
w remodelowaniu mikrosomalnego PC tak zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych

zdecydowanie przewazaty tego typu reakcje. Oprocz tych dwu omoéwionych modyfikacji,
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w remodelowaniu PC frakcji mikrosomalnych z pozostalych trzech modyfikacji (frakcje
wzbogacone o: sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC, sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC i sn-1-18:1-sn-
2-20:5(n-3)-PC) zdecydowang przewage mialy reakcje typu backward. Jak na razie nie
mozemy jednoznacznie powiedzie¢, jaki element struktury ,nowych” czasteczek PC
wzbogacajacych dane frakcje mikrosomalne mial zdecydowany wptyw na rodzaj reakcji
zwigzanych z remodelowaniem PC tych frakcji. Poniewaz trudne jest znalezienie jednego
wspolnego elementu odrozniajacego te kwasy tluszczowe od kwasow thuszczowych
z pozycji sn-2 pozostatych modyfikacji nalezy raczej przyjaé, ze decydowata o tym cala
struktura tych kwasow. Tak jak to postulowano wczesniej, przy dyskutowaniu sposoboéw
remodelowania PC  niemodyfikowanych frakcji mikrosomalnych z  drozdzy
nadeksprymujacych PtLPCAT1 wydaje si¢, ze rdwniez ,,inne” sposoby remodelowania PC
zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych tego typu drozdzy zwigzane sg z aktywnoS$cia
PtLPCATI. Intensywno$¢ tego typu remodelowania byta, bowiem znacznie wyzsza niz ta
obserwowana w testach z mikrosomami z drozdzy kontrolnych (nietransformowanych
genem kodujacym PtLPCATI1). Nie mozna jednak wykluczy¢, ze wprowadzone ,,nowe”
czasteczki PC, ktore wywotywaly znaczny wudzial ,,innych” reakcji w procesie
remodelowania mikrosomalnego PC, tj. sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC i sn-1-18:1-sn-2-
20:4(n-3)-PC) byly mocno preferowane przez inne enzymy wiaczone w tworzenie LPC np.
odpowiednie lipazy czy enzymy typu PDAT. Potwierdzenie lub zanegowanie tego typu
sugestii pozostaje jednak kwestiag dalszych badan, niezwigzanych juz bezposrednio
z tematyka obecnej pracy.

Proces remodelowania sktadu kwasow tluszczowych fosfolipidow, w tym
omawianej obecnie fosfatydylocholiny, jest dwustopniowy. Najpierw musi doj$¢ do
powstania lizofosfolipidu; odtaczenie kwasu thuszczowego od danego fosfolipidu moze
by¢ wynikiem reakcji typu backward katalizowanej przez odpowiednie enzymy typu
LPLAT lub wynikiem dzialania innych enzymow np. odpowiednich lipaz czy PDATu.
W drugim etapie do powstalego lizofosfolipidu dotaczany jest kwas tluszczowy
pochodzacy z odpowiedniego acylo-CoA w reakcji katalizowanej przez odpowiedni enzym
typu LPLAT. Obserwowany w obecnie przeprowadzonych badaniach rézny wplyw
badanych acylo-CoA na proces remodelowania mikrosomalnego PC moéglby, wiec wigzaé
si¢ ze specyficznoscig substratowg PtLPCAT1 w stosunku do wykorzystywanych
w testach acylo-CoA w reakcjach typu forward lub by¢ zwigzany z innym wplywem tych
zwiazkow na badany proces. W testach badajacych aktywnos¢ PtLPCAT1 w stosunku do
pieciu wykorzystywanych w testach, promujacych reakcje typu forward, acylo-CoA
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wykazali$my, ze aktywno$¢ ta wahata si¢ w granicach od okoto 18000 do okoto 66000
pmol  syntetyzowanego PC/nmol  mikrosomalnego PC/godz dla acylo-CoA
Z nienasyconymi kwasami tluszczowymi i w granicach 900 do okoto 1200 pmol
syntetyzowanego PC/nmol mikrosomalnego PC/godz dla acylo-CoA z nasyconymi
kwasami tluszczowymi. Aktywno$ci te sa na tyle wysokie, ze nie wydaja si¢ byc
czynnikiem decydujacym/limitujacym reacylacje powstajacych LPC; maksymalna
aktywno$¢ w procesie remodelowania PC badanych zmodyfikowanych frakcji
mikrosomalnych nie przekroczyta 900 pmol PC/nmol mikrosomalnego PC/godz (60 min
inkubacja). Rozny wptyw badanych acylo-CoA na intensywno$¢ remodelowania
mikrosomalnego PC wydaje si¢, wigc by¢ zwigzany z wplywem tych acylo-CoA na
pierwszy etap remodelowania tj. na intensywno$¢ powstawania LPC. Badane acylo-CoA
moglyby wigza¢ sie¢ allosterycznie z PILPCATI i1 modyfikowaé¢ jego zdolno$¢ do
odtgczania kwasu ttuszczowego od PC (czy to w reakcji typu backward, czy tez w innego
typu reakcjach). Podobne sugestie odnosnie wptywu réznych acylo-CoA na intensywnos¢
remodelowania PC frakcji mikrosomalnych z drozdzy przez inne LPCATy (AtLPCAT?,
ALE1L, SLCI1) zostaly sformutowane wczesniej przez Jasienieckg-Gazarkiewicz i wsp.
(2023). Nie mozna jednak wykluczy¢, ze szybsze usuwanie ze $rodowiska reakcji
powstajacych LPC w testach z acyl-CoA z nienasyconymi kwasami ttuszczowymi (wysoka
aktywno$¢ reakcji typu forward) w porownaniu z ich odpowiednikami z nasyconymi
kwasami tluszczowymi moze mie¢ rowniez pewien wplyw na obserwowane roznice
W intensywnos$ci remodelowania mikrosomalnych PC. Z fizjologicznego punktu widzenia
intensywniejsze remodelowanie PC w obecnosci acylo-CoA z nienasyconymi kwasami
thuszczowymi ma gleboki sens, bowiem kwasy te, szczegdlnie 18:1-CoA, po wiaczeniu do
PC moga ulega¢ dalszej desaturacji. Podwyzszona obecno$¢ za$ 18:2-CoA czy 18:3-CoA
w cytozolu moze tez $wiadczyé o wysyceniu pozycji sn-2-PC tego typu kwasami
thuszczowymi 1 ich stymulujacy wpltyw na proces wytwarzania LPC, ktory udostepniatby
pozycje sn-2 w PC do reacylowania kwasami tluszczowymi z acylo-CoA dominujgcymi
w danej chwili w cytozolowej puli tych zwigzkow.

Najwyzsza aktywno$¢ enzymu PtLPCAT1 w stosunku do PC frakcji
mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC w procesie remodelowania
sktadu jej kwasow tluszczowych, wpisuje sie¢ dobrze w propozycje Arao i Yamada (1994),
zakladajaca ze dominujacy szlak biosyntezy EPA u P. tricornutum zachodzi poprzez
A6 desaturacje kwasu linolowego (18:24%!12). Uzyskane w niniejszej pracy wyniki sugeruja

zatem, ze po A6 desaturacji kwasu 18:24%!12 obecnego w PC, powstaty kwas thuszczowy
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18:3(n-6) moze by¢ bardzo skutecznie odtaczany od PC i dalej w reakcji zaleznej od A®
elongazy moze by¢ wydluzany o dwa atomy wegla do kwasu DGLA 20:3(n-6), jednego
Z intermediatow w szlaku biosyntezy EPA. Uzyskane wyniki sugeruja jednak, ze réwniez
druga galaz szlaku biosyntezy EPA nie jest eliminowana 1 moze zachodzi¢ z stosunkowo
wysoka intensywnoscig. Remodelowanie PC frakcji mikrosomalnej z drozdzy
nadeksprymujacych PtLPCAT1 wzbogaconej 0 sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC zachodzito
Z intensywnoscig tylko nieznacznie mniejszg niz remodelowanie PC frakcji mikrosomalnej
wzbogaconej 0 sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-6)-PC.  Ponadto, aktywno$¢ PtLPCAT1
w remodelowaniu PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC,
bezposredniego substratu w biosyntezie 18:4(n-3) byla jedng z najnizszych z posrod
intensywno$ci  remodelowania PC  wszystkich badanych modyfikacji  frakeji
mikrosmalnych nadeksprymujacych PtLPCAT1. Wyniki te sugeruja wiec, ze
specyficznos¢ substratowa PtLPCAT1 w procesie remodelowania r6znych ,,gatunkow” PC
zwigzanych z biosynteza EPA nie eliminuje zadnej z ,,gatezi” tego szlaku, a intensywno$¢
przeptywu intermediatéw poprzez jedng lub druga jego ,,galaz” zaleze¢ bedzie od
aktywno$ci pozostatych enzymoéw wiaczonych w powstawanie/przeksztatcanie tych
intermediatow. Z fizjologicznego punktu widzenia, remodelowanie PC frakcji
mikrosomalnych wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC nie wydaje si¢ korzystne
dla procesu biosyntezy EPA. W procesie tym ETA (20:4 n-3) musi bowiem ulec kolejnej
desaturacji w procesie zaleznym od A5 desaturazy wykorzystujacej ETA z pozycji sn-2-
PC. Nie mozna jednak wykluczyé, ze u okrzemka istnieje rowniez A® desaturaza zalezna
od acylo-CoA i wtedy tego typu remodelowanie (skutkujagce powstawaniem 20:4-C0A)
miatoby fizjologiczny sens. Remodelowanie za§ PC frakcji mikrosomalnej wzbogacone;j
0 sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC, wprawdzie jedno z mniej intensywnych, przeprowadzane
jednak gtéwnie w wyniku reakcji typu backward dostarczajacej 20:5-CoA moze dostarczac
substratu (proces elongacji zachodzi gdy kwas ttuszczowy polaczony jest z CoA) do

biosyntezy DHA (22:6) lub wiaczenia go do lipidu docelowego (MGDG, TAG).

5.4. Remodelowanie PC badanych frakcji mikrosomalnych przez PtLPCATL1 oraz
przez inne LPCATY — testy kompetencji

Badania wplywu roéznych acylo-CoA na intensywno$¢ remodelowania PC
badanych frakcji mikrosomalnych przeprowadzono réwniez w tzw. testach kompetencji,
w ktorych 5 réznych acylo-CoA (16:0-CoA, 18:0-CoA, 18:1-CoA, 18:2-CoA, 18:3-CoA)

dodawano razem w rownomolowych stezeniach do mieszanin reakcyjnych. Do tego typu
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testow z frakcjami mikrosomalnymi z drozdzy nadeksprymujagcymi PtLPCAT1
wytypowano frakcje mikrosomalne wzbogacone o0 sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC
(remodelowanie w testach z pojedynczo dodawanymi acylo-CoA przebiegalo prawie
wylgcznie w wyniku reakcji typu backward) oraz wzbogacone o sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC
(,,nowe” czasteczki PC byly pod wzgledem skladu kwaséw tluszczowych zblizone do
naturalnie wystepujacych w drozdzach). Testy kompetencyjne z mikrosomami
wzbogaconymi 0 sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC przeprowadzono w dwoch rdznych
temperaturach: 30 i 20 °C. Wykazano w nich podobne wzgledne wykorzystywanie
znajdujacych si¢ w mieszaninie reakcyjnej acylo-CoA do procesu remodelowania
mikrosomalnego PC jak w testach z pojedynczo dodawanymi poszczegdlnymi acylo-CoA
do mieszanin reakcyjnych. W obu rodzajach testow 18-weglowe nienasycone kwasy
thuszczowe byly o wiele lepiej wykorzystywane do remodelowania mikrosomalnego PC
niz nasycone kwasy tluszczowe (18:0 i 16:0). W testach kompetencji zaobserwowano
jedynie lepsze wykorzystywanie do procesu remodelowania mikrosomalnego PC, 18:2-
CoA niz 18:3-CoA (w testach z pojedynczo dodawanymi acylo-CoA preferencja bylta
odwrotna). Zaktadajac jednak, ze gtéwny wplyw badanych acylo-CoA na remodelowanie
mikrosomalnego PC zachodzit poprzez ich allosteryczny wptyw na wytwarzanie LPC
przez PtLPCATL, nieco inna preferencja w wykorzystywaniu badanych acylo-CoA
znajdujacych si¢ w mieszaninie niz dodawanych pojedynczo moze by¢ wyjasniana
rownoczesnym oddziatywaniem wszystkich badanych acylo-CoA na te zmiany. Zmiana
temperatury inkubacji z 30 °C na 20 °C nie wplyneta znaczaco na preferencje substratowa
enzymu PtLPCATI1 w procesie remodelowania mikrosomalnej PC. Powodowata jedynie
lekkie wzgledne obnizenie preferencji w stosunku do nienasyconych kwasow
thuszczowych oraz lekkie podwyzszenie preferencji w stosunku do nasyconych kwasow
thuszczowych; zmniejszyta jednak o okoto potowe intensywno$¢ procesu remodelowania.
Gdy testy kompetencji przeprowadzono z mikrosomami wzbogaconymi o sn-1-18:1-sn-2-
18:1-PC, intensywno$¢ remodelowania mikrosomalnego PC zmniejszyla si¢ nawet
bardziej niz obnizenie temperatury inkubacji do 20 °C. Do remodelowania PC tak
zmodyfikowanej frakcji mikrosomalnej nie byt tez wykorzystywany 18:3-CoA. Wzgledne
wykorzystywanie pozostalych acylo-CoA bylo podobne jak w testach z mikrosomami
wzbogaconymi 0 sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC. Wynik ten potwierdza tylko wczesniejsze
wnioski, ze intensywno$¢ remodelowania mikrosomalnego PC zalezy od rodzaju
przeprowadzonych modyfikacji; ogoélniej rzecz biorac od rodzaju modyfikowanego PC.

Rodzaj modyfikowanego PC moze tez wptywac na wzgledne wykorzystywanie w procesie
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remodelowania réznych acylo-CoA (obecnie dyskutowane dane i dane z testow z acylo-
CoA pojedynczo dodawanych do mieszanin reakcyjnych), co czyni regulacje calego
procesu remodelowania PC procesem mocno skomplikowanym. Na intensywno$¢
remodelowania PC i na sposob wykorzystania réznych acylo-CoA w tym procesie
wptywalo rowniez pochodzenie enzymu typu LPCAT wprowadzanego do systemu
drozdzowego (drozdze AALEL, praktycznie pozbawione aktywno$ci typu LPCAT).
W testach kompetencji z mikrosomami nadeksprymujgcymi AtLPCATZ2 z Arabidopsis,
wzbogaconymi o sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC intensywno$¢  remodelowania
mikrosomalnego PC byla na podobnym poziomie jak w testach z mikrosomami
nadeksprymujagcymi PtLPCAT1 wzbogaconymi o taki sam rodzaj PC. Gdy do testow
zastosowane zostaly za$§ frakcje mikrosomalne z drozdzy nadeksprymujacych drozdzowy
ALE1 intensywno$¢ remodelowania PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-
sn-2-18:4(n-3)-PC byta za§ okoto 3-krotnie nizsza niz w analogicznych testach
Z mikrosomami z drozdzy nadeksprymujacymi PtLPCAT1. Remodelowanie za§ PC frakcji
mikrosomalnych wzbogaconych o sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC z drozdzy nadeksprymujacych
PtLPCATL i ALE1 bylo nizsze odpowiednio o okoto 34% i 64% od remodelowania tego
typu PC w testach z mikrosomami nadeksprymujacymi AtLPCAT2. W przeprowadzonych
testach kompetencji wszystkie trzy wspomniane acylotrasferazy typu LPCAT wprawdzie
stosunkowo lepiej wykorzystywaty acylo-CoA z nienasyconymi kwasami tluszczowymi
(niz te zawierajace kwasy tluszczowe nasycone) do procesu remodelowania
mikrosomalnego PC, jednakze wzgledne wykorzystywanie poszczegolnych acylo-CoA nie
bylo juz takie samo i bylo dodatkowo modyfikowane przez rodzaj wprowadzonych
»howych” czasteczek PC. W testach wykorzystujacych frakcje mikrosomalne wzbogacone
0 sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC, AtLPCAT2 wykorzystywal do remodelowania
mikrosomalnego PC najefektywniej 18:2-CoA i tylko nieco stabiej 18:1-CoA. PtLPCAT1
wykorzystywat zas w analogicznych testach najintensywniej 18:1-CoA 1 o okoto polowe
stabiej 18:2-CoA, zas ALE1l preferowat jeszcze mocniej 18:1-CoA i 18:2-CoA
wykorzystywat juz tylko z okolo 1/3 intensywnosci jego wykorzystania. W odréznieniu od
dwu pozostatych LPCATow, ALE1 stosunkowo dobre wykorzystanie rowniez 18:0-CoA
do tego procesu (okolo potowa efektywnosci wykorzystania 18:2-CoA). W testach
z frakcjami  mikrosomalnymi wzbogaconymi o0 sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC  wzgledne
preferencje w wykorzystaniu réznych acylo-CoA do procesu remodelowania PC réwniez
nie byly identyczne. PILPCAT1 i AtLPCAT2 wykorzystywaty wprawdzie 18:1-CoA
i nieco stabiej 18:2-CoA oraz nie wykorzystywaty 18:3-CoA do procesu remodelowania,
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ale juz ALE1 lepiej preferowat 18:2-CoA niz 18:1-CoA i1 wykorzystywal réwniez 18:3-
CoA. Testy te jednoznacznie wykazuja, ze enzymy o aktywnosci LPCAT pochodzace
roznych organizmow charakteryzuja si¢ odmienng specyficznoscig substratowg zarowno
w stosunku do remodelowanych ,,gatunkow” PC jak 1 w stosunku do acylo-CoA
wykorzystywanych w procesie remodelowania. W pewnym sensie potwierdza to wnioski
wyciagnigte wczesniej przez Jasienieckg-Gazarkiewicz 1 wsp. (2023) jezeli chodzi o acylo-

CoA oraz poszerza te dane o preferencje w stosunku roznych rodzajow PC.

5.5. Wplyw czynnikéw Srodowiskowych na aktywnosé PtLPCAT1

Eksperymenty dotyczace wplywu temperatury na aktywno$¢ PtLPCAT1
wykazaty, ze enzym ten w reakcjach forward wykazuje najwyzsza aktywnos¢ w 30 °C.
Zastosowanie nizej lub wyzszej temperatury powodowalo gwaltowny spadek aktywnos$ci
PtLPCAT1. W badaniach prowadzonych przez Klinskg i wsp. (2019) nad enzymami
LPCAT pochodzacymi z C. sativa, rowniez optymalng temperaturg dla tych enzyméow byto
30 °C. Jednak spadek aktywno$ci przy nizszej lub wyzszej temperaturze niz optymalna, nie
byt tak drastyczny jak w przypadku PtLPCAT]1.

W testach badajacych wplyw temperatury na intensywno$¢ remodelowania
mikrosomalnego PC drozdzy nadeksprymujacych PtLPCATI1 najwyzszg intensywnos$¢ tej
reakcji odnotowano w temperaturze 40 °C. Poniewaz do testow stosowano frakcje
mikrosomalng wzbogacona o sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC dla ktérej odnotowano, ze
proces remodelowania PC zachodzi gtownie w wyniku reakcji typu backward nalezy wigc
zatozy¢ ze maksymalna temperatura dla reakcji typu backward i reakcji typu forward
przeprowadzanych przez PtLPCATL1 znacznie si¢ rozni; w reakcjach typu forward
wynosita 30 °C. Obnizenie temperatury do 30 °C, nie spowodowato drastycznego spadku
aktywnosci PtILPCAT1 w procesie remodelowania PC; aktywno$¢ w tej temperaturze byla
tylko nieznacznie nizsza niz w 40 °C. Dopiero obnizenie temperatury do 20 °C lub
podwyzszenie do 50 °C skutkowato bardzo drastycznym obnizeniem aktywnosSci
PtLPCAT1 w reakcjach backward. Ponadto, po podniesieniu temperatury do 60 °C,
PtLPCAT!1 przeprowadzal reakcje forward tylko z niewiele nizsza efektywnoscia niz
w 50 °C, podczas gdy jego aktywnos¢ typu backward byta w tej temperaturze bliska zera.
Uzyskanych w obecnej pracy wynikéw dotyczacych réznic w wysokosci optymalnej
temperatury dla reakcji typu forward i reakcji typu backward przeprowadzanych przez
PtLPCAT]1 nie mozemy skonfrontowaé¢ z podobnymi badaniami wykonanymi dla innych

LPCATO6w, bowiem w literaturze brak jest jak dotychczas danych na ten temat.
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Z fizjologicznego punktu widzenia, trudno jest okresli¢ znaczenie wykazanej
zaleznos$ci PtLPCAT1 od temperatury. Uwaza sig, ze temperatura ponizej 15 °C i powyzej
21 °C to warunki stresowe dla P. tricornutum (Bojko i wsp., 1970). Yongmanitchai i Ward
(1991) podaja, ze P. tricornutum najefektywniej produkuje EPA w zakresie temperatury
21,5 — 23 °C, a optymalna temperatura dla wzrostu jest szacowana na 15 °C do 20 °C.
Skok aktywno$ci PtLPCAT1 miedzy 20 °C a 30 °C, moze by¢ w jaki§ sposob zwigzany
z odpowiedzia wykazywang przez ten organizm na warunki stresowe, w ktorych
biosynteza EPA zachodzi intensywniej.

Enzym PtLPCATI1 wykazywat wysoka aktywnos¢ w pH obojetnym (okoto 7)
i zasadowym pH (8-11) zarowno w reakcjach forward jak i backward (najwyzsza
aktywno$¢ przypadata na pH okoto 8), podobnie jak LPCATy pochodzace z nasion
C.sativa (Klinska i wsp., 2019). Proces remodelowania PC frakcji mikrosomalne;j
wzbogaconej 0 sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC przebiegat jednak stosunkowo intensywnie
rowniez w pH lekko kwasnym (pH 5-6), w ktorym reakcja typu forward katalizowana
przez PtLPCAT1 przebiegata na bardzo niskim poziomie. W pH zblizonym do oboj¢tnego
remodelowanie PC tak zmodyfikowanej frakcji mikrosomalnej przebiegato praktycznie w
wyniku reakcji typu backward. Jezeli zatozylibysSmy, ze rowniez w nizszych pH
remodelowanie PC badanej frakcji mikrosomalnej rowniez zachodzi w wyniku tego typu
reakcji to wihasciwosci PILPCAT1 w reakcjach forward oraz backward roznityby sig
znacznie, jezeli chodzi o zalezno$¢ tych reakcji od kwasowosci srodowiska. W nizszych
wartosciach pH, LPC moglo oczywiscie powstawaé rowniez w reakcjach innego typu niz
reakcje backward katalizowane przez PtLPCAT1. Mozna wigc rozwazaé, ze to nie reakcje
backward zachodzity stosunkowo intensywnie w nizszych pH, ale reakcje innego typu
byty przez to pH stymulowane.. Uzyskanych przez nas wynikoéw dotyczacych wptywu pH
na aktywnos$¢ remodelowania PC, prawdopodobnie w wyniku reakcji typu backward, nie
mozemy porownac¢ z danymi literaturowymi, bowiem w literaturze brak jest tego typu
danych dotyczacych innych enzymow typu LPCAT. Jezeli chodzi jednak o wptyw pH na
intensywno$¢ reakcji forward przeprowadzanych przez enzymy typu LPCAT z B. napus
(Furukawa-Stoffer i wsp., 2003; Oo i Huang, 1989) oraz z myszy (Nakanishi i wsp., 2006),
to ich najwyzsza aktywno$¢ odnotowano réwniez w zasadowym pH. Jednak na ten
moment, znaczenie fizjologiczne tej wspolnej cechy jest trudne do wytlumaczenia.
W przypadku P. tricornutum wykazano jednak, ze jego hodowla w zasadowym pH,
mobilizuje go do produkcji wigkszej ilosci lipidéw niz podczas hodowli w pH neutralnym

(Mus 1 wsp., 2013; Zhang 1 wsp., 2016). Jednakze nie ma bezposrednich dowodow, ze ma

213



to zwigzek z wysoka aktywnosciag LPCAT w pH zasadowym — aby to potwierdzi¢
wymagane jest przeprowadzenie dodatkowych badan.

W testach badajacych reakcje forward, PtLPCAT1 wykazywat inng odpowiedz na
dodatek jonow magnezu i wapnia w st¢zeniach 0,05 — 0,5 mM, niz LPCATy pochodzace
zroslin (Klinska i wsp., 2019). LPCATy z P. tricornutum reagowaty podwyzszong
aktywno$cig na dodatek tych jonow, natomiast LPCATYy ro$linne spadkiem aktywnosci,
W porownaniu do testow prowadzonych bez dodatku jondéw. Jony wapnia i magnezu
wywieraly natomiast odmienny wplyw na PtLPCAT1 w reakcjach backward
w porownaniu do reakcji forward — najnizsze badane stezenia tych jonow powodowaty
silne hamowanie reakcji backward. Wraz ze wzrostem stezenia jondw hamowanie reakcji
ulegalo zmniejszeniu 1 w pewnych stezeniach ustepowato catkowicie (stezenia te byly
wyzsze dla jonow magnezu niz wapnia). Zachowanie PtLPCAT1 w odpowiedzi na jony
wapnia i magnezu w reakcji backward byto wigc zblizone do odpowiedzi LPCATow
pochodzacych z nasion C. sativa w reakcji forward jednakze w przypadku tych ostatnich
hamowanie reakcji bylo tym mocniejsze im wyzsze byly stezenia dodawanych jonow
(Klinska i wsp., 2019). Wyzsze stezenia jonOw magnezu i wapnia moga wpltywaé na
gorsza rozpuszczalno$¢ acylo-CoA, co moze mie¢ zwigzek ze spadkiem aktywnos$ci
enzymu PtLPCAT1 w reakcji forward przy wyzszych stgzeniach tych jonow
(Constantinides, 1986). Ta hipoteza nie wyjasnia jednak hamujacego wptywu niskich
stezen jondw magnezu i wapnia na reakcje backward i brak tego wplywu w wyzszych
stezeniach. W dyskutowaniu do tej pory tej kwestii zaktadali$my, ze remodelowanie
mikrosomalnego PC zachodzito w wyniku reakcji backward. Wydaje si¢ jednak, ze nalezy
rozwazy¢ rowniez udzial ,,innych” reakcji w tym remodelowaniu. Gdyby przyjaé, ze jony
wapnia czy magnezu hamujac reakcje backward w niskich stezeniach nie wptywaja w tych
stezeniach na ,,inne” reakcje, natomiast w wyzszych stezeniach reakcje te stymuluja,
wyjasnialoby to zaobserwowane efekty wptywu tych jondw. Aby jednak potwierdzi¢ to
zalozenie nalezaloby przeprowadzi¢ dodatkowe badania. Pomimo, braku catkowitej
jasnosci dotyczacej mechanizmu wptywu réznych stg¢zen wapnia i magnezu na aktywnos$é¢
PtLPCATL1 uzyskane wyniki sugeruja regulatorowy ich wplyw na jego aktywnosc.
W nizszych stgzeniach moglyby one stymulowaé reakcj¢ forward natomiast hamowac
reakcje backward i utrzymywaé odpowiednig aktywno$¢ enzymu w zaleznosci od
zaistnialych potrzeb fizjologicznych w komorce. Jony potasu, wykazywaly natomiast
w reakcjach forward wpltyw hamujacy zarowno na enzym LPCAT pochodzacy
z P. tricornutum jak i na LPCATy pochodzace z C. sativa (Klinska i wsp., 2019).
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Hamujacy wptyw tych jonow byt jednak niewielki i wynosit od okoto 1 do 30%, w obu
przypadkach. Badania dotyczace wplywu potasu na aktywno$¢ LPCATOw w reakcjach
backward nie byly za$ jak do tej pory przeprowadzone. St¢zenia jonéw potasu, wapnia
i magnezu w kompartymentach komorkowych P. tricornutum mogg odbiega¢ od st¢zen,
ktore uzyto w niniejszych badaniach. Stezenie jonow wapnia w komorce P. tricornutum
prawdopodobnie jest zblizone do najnizszych stezen uzytych w pracy lub jeszcze nizsze.
Jony wapnia sa aktywnie transportowane z komorki przez Ca?*-ATPaze znajdujaca sic
w btonie komorkowej, aby utrzymac niskie stezenie wewnatrzkomoérkowe tych jonow,
przy wysokim stezeniu zewnetrznym (Melkikh i Bessarab, 2010). Jezeli chodzi o jony
magnezu i potasu, to ich stg¢zenie wewnatrzkomorkowe moze byé wyzsze niz st¢zenia
uzywane w badaniach nad PtLPCAT1. W badaniach prezentowanych przez Dickson
i Krist (1987), wykazano, ze stgzenie jonéw potasu i magnezu wewnatrz komorek
P. tricornutum wynosito okoto 200 mM i 32 mM, odpowiednio, gdy komorki byly
hodowane w $rodowisku o zasoleniu zblizonym do tego wystgpujacego w Srodowisku
naturalnym. Rowniez w przypadku badan prowadzonych przez Overnella (1975),
zaobserwowano wysokie stezenie jonow potasu, wynoszace okoto 140 mM, wewnatrz
komorek P. tricornutum, hodowanych w pozywce zawierajacej jony potasu w stezeniu
6,7 mM. Jednakze nie wiadomo, czy wykazane w tych badaniach stezenia
wewnatrzkomorkowe omawianych jonoéw, odpowiadaly st¢zeniom wystepujacym
W bezposrednim otoczeniu enzymu PtLPCATI. Dlatego, nie jest mozliwe bezposrednie
przelozenie wptywu badanych jondw na aktywno$¢ enzymatyczng odnotowang
w $rodowisku reakcyjnym in vitro na ich potencjalny wplyw na aktywno$¢ enzymu
w warunkach in vivo jako, ze praktycznie nie jest mozliwe oszacowanie stezenia tych

jondéw w bezposrednim otoczeniu enzymu w obu tych warunkach.

5.6. Enzymy typu LPAAT kodowane przez geny sklonowane z P. tricornutum

Oprocz badan dotyczacych charakterystyki biochemicznej 1 specyficznosci
substratowej PtLPCAT1 w niniejszej pracy wykonano réwniez charakterystyke
zidentyfikowanych dwu enzyméw  wykazujacych  aktywno$§¢ typu LPAAT
(acylotransferazy acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy), kodowanych przez geny pochodzace
z P. tricornutum i nadano im nazwy PtLPAAT1 i PtLPAAT2. W testach z dodatkiem
roznych lizofosfolipidéw (dodawanych do mieszanin reakcyjnych osobno) odnotowano, ze
wykazuja one rowniez aktywnos$¢ w stosunku do LPE (lizofosfatydyloetanoloamina) — oba

badane enzymy i LPS (lizofosfatydyloseryna) — tylko PtLPAAT2. Aktywnosci te byly
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jednak o wiele nizsze niz ich aktywno$¢ w stosunku do LPA w zwigzku z powyzszym
zakwalifikowano je jako enzymy typu LPAAT. Wyniki przeprowadzonych testow nie
wykazywatly zadnej aktywno$ci badanych enzymow ani w stosunku do LPC
(lizofosfatydylocholina) ani LPG (lizofosfatydyloglicerol).

Testy dotyczace specyficznosci substratowej PILPAATL | PtLPAAT2 w stosunku
do réznych acylo-CoA wykazaty, ze enzymy te charakteryzuja si¢ odmienng preferencja
w stosunku do réznych ,,gatunkow” tych donorow kwaséw tluszczowych. Enzym
PILPAATI najlepiej akceptowal 18:4-CoA n-3, a PtLPAAT2 najlepiej akceptowat 18:1-
CoA, a dopiero w drugiej kolejnosci 18:4-CoA n-3. Dodatkowo PtLPAATI1 wykazywat
0 wiele wyzszg aktywno$¢ w stosunku do 18:2-CoA, 18:3-CoA n-3 i 18:3-CoA n-6 niz
PtLPAAT?2. Oba te enzymy akceptowatly rowniez pozostate kwasy tluszczowe ze szlaku
biosyntezy EPA (oprocz wspomnianego 18:4-CoA) takie jak: 20:4 n-3, 20:4 n-6, 20:5 n-3.
Przy czym mozna odnotowac wyzsza aktywnos¢ tych enzyméw do 20:4 n-6 niz do 20:4 n-
3. Jak wspominano we wczesniejszym etapie dyskusji dotyczacej PILPCATI, aktywno$¢
w stosunku do 20:4-CoA n-3 moze by¢ istotna podczas biosyntezy 20:5 (EPA). Wplyw
enzymow PtLPAAT na proces biosyntezy EPA mozna rozpatrywac jednakze jedynie, jako
wplyw posredni. Syntetyzowane przez nie czasteczki PA mogltyby by¢ dostawcg DAG do
biosyntezy PC i sktad kwasow ttuszczowych tak zsyntetyzowanych czasteczek PC mogtby
ulega¢ dalszym modyfikacjom dostarczajac EPA lub innych intermediatow z jego szlaku
biosyntezy w przypadku innych kwasow tluszczowych niz kwas 20:4, podlegajacych
modyfikacjom. W badaniach przedstawianych przez Klinska i wsp. (2020), LPAATy
pochodzace z nasion C. sativa wykazywaly preferencj¢ w stosunku do 18-weglowych
nienasyconych kwasow tluszczowych, szczegélnie do 18:1. Sposrdd nasyconych kwasow
tluszczowych akceptowaly za$ stosunkowo dobrze 16:0. LPAATy z P. tricornutum
wykazywaty rowniez, wysoka aktywnos$¢ w stosunku do 16:0-CoA oraz 18:1-CoA. Jezeli
chodzi o pozostale wielonienasycone 18-to weglowe kwasy tluszczowe to PILPAAT1
akceptowal je stosunkowo dobrze za§ PtLPAAT2 relatywnie stabo, W badaniach
prowadzonych przez Klinska i wsp. (2020) nie sprawdzano preferencji roslinnych
LPAATOw w stosunku do acylo-CoA z kwasami tluszczowymi dluzszymi niz 18-cie
atoméw wegla lub z wiekszg iloscia podwojnych wigzan niz trzy. Nie da sie wiec
porowna¢ z nimi specyficznosci LPAATOw pochodzacych z P. tricornutum, ktore
stosunkowo dobrze akceptowaly wiele z tego typu kwasoéw ttuszczowych. Jednakze juz

z badan nad specyficzno$cig substratowg LPAATOw z P. tricornutum mozna zalozy¢, ze
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kazdy z LPAATOw charakteryzuje si¢ typowa tylko dla siebie specyficzno$cig
substratowg.

Oba badane LPAATyY z P. tricornutum (PtLPAAT1 i PtLPAAT2) wykazywaty
najwyzszg aktywno$¢ w temperaturze 23 °C. Enzym PtLPAATI1 wykazywal jednakze
wigksza zalezno$¢ od temperatury niz PtLPAAT?2. Jego aktywnosci w przedziale badanych
temperatur 10 — 60 °C ulegata duzo wigkszym zmianom niz aktywno$¢ PtLPAAT2,
Niniejsze wyniki dotyczace wptywu temperatury na aktywno$¢ LPAATOw pochodzace
z P. tricornutum pokazuja, ze reakcja tych enzymow na temperature otoczenia rdznila sie
od reakcji LPAATOw pochodzacych z nasion C. sativa (Klinska i wsp., 2020). LPAATYy
z C. sativa wykazaty bowiem najwyzszg aktywno$¢ w temperaturze 30 °C. Jednakze
jezeliby poréwnywaé podatno$¢ na zmiane¢ temperatury enzymoéw LPAAT pochodzacych
z P. tricornutum i enzyméw LPAAT pochodzacymi z nasion C. sativa, to enzym
PtLPAAT1 wykazywatl podobnie duza wrazliwo$¢ na zmiang temperatury (zmiana
temperatury na ponizej 20 °C lub powyzej 30 °C powodowata drastyczny spadek
aktywnosci) jak LPAATY pochodzace z nasion C. sativa.

Reakcja enzymow PtLPAATL1 i PtLPAAT2 na zmiany pH otoczenia byta do
pewnego stopnia podobna, jednakze odnotowano rowniez dosy¢ istotne réznice w ich
odpowiedzi na zmiany tego czynnika sSrodowiskowego. Oba enzymy wykazywaty
najwyzsza swoja aktywno$¢ w $rodowisku zasadowym. Enzym Pt{LPAAT1 wykazywal
jednak najwyzsza swoja aktywno$¢ przy pH 9,0, a enzym PtLPAAT2 dopiero przy pH
10,0. W pH 11,0 PtLPAATI1 nie wykazywatl juz praktycznie aktywno$ci enzymatyczne;j,
podczas gdy PtLPAAT? tracit tg aktywnos¢ dopiero w pH 12,0. W badaniach dotyczacych
LPAATOwW ro$linnych Ichihara i wsp. (1987) wykazali, ze LPAATy pochodzace z nasion
krokosza barwierskiego (C. tinctorius), wykazywaty maksymalng aktywno$¢ w zakresie
pH 8,5 — 9,5. Natomiast, Oo i Huang (1989) w swoich badaniach nad LPAATami rzepaku
(B. napus), odnotowali optymalne dla nich pH powyzej wartosci 10,0.

Przeprowadzone badania wykazaly rowniez zalezno$¢ zaréowno PtLPAAT1
I PtLPAAT?2 od obecnos$ci jondw magnezu i wapnia w mieszaninie reakcyjnej. Obecno$¢
jonoéw wapnia w stezeniach 0,05 — 1 mM wywotata drastyczny spadek aktywnosci obydwu
badanych enzymow. Natomiast wptyw jondw magnezu byt juz troche inny. Najnizsze
Z uzytych stezen jonow magnezu (0,05 mM) zwigkszato aktywnos¢ obydwu enzymoéw,
natomiast wyzsze ich stezenia (0,5 mM i 1 mM) wptywatly zdecydowanie hamujaco na ich
aktywnos$¢. Hamujacy wplyw jonow wapnia odnotowano rowniez w przypadku enzymow

typu LPAAT pochodzacych z palmy (S. cocoides), kukurydzy (Z. mays) i rzepaku
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(B. napus; Oo i Huang, 1989). Stymulujacy wplyw jonéw magnezu (w stezeniu 1 mM)
odnotowano natomiast w stosunku do enzymow typu LPAAT pochodzacych z kukurydzy
i palmy (Oo i Huang, 1989). Ci sami autorzy odnotowali tez, ze dla LPAATOw
pochodzacych z rzepaku jony magnezu wplywaly hamujaco. W badaniach
przedstawianych przez Cao i wsp. (1990) odnotowano za$, ze jony magnezu wptywaly

stymulujaco na aktywno$¢ LPAATOw pochodzacych z Limnanthes alba.

5.7. Transgeniczne rosliny A. thaliana z genami szlaku biosyntezy VLC-PUFA
Ostatnim etapem niniejszej pracy byla proba uzyskania roslin transgenicznych
A. thaliana zdolnych do biosyntezy kwasu eikozapentaenowego (EPA), w tym zbadanie
wptywu enzymu PtLPCAT1 na wydajnos$¢ biosyntezy tego kwasu thuszczowego. Aby to
sprawdzi¢ w ramach niniejszej pracy wytworzono cztery konstrukty genetyczne (metoda
klonowania Golden Gate) zawierajace geny kodujace A® desaturaze z P. tricornutum lub
Ostreococcus tauri, A® elongaze z Physcomitrella patens, A® desaturaze z P. tricornutum,
gen selekcyjny kodujacy oporno$¢ na antybiotyk kanamycyne, oraz PtLPCATI1. Te
konstrukty genetyczne roznily si¢ miedzy sobg brakiem lub obecnoscia genu kodujacego
PtLPCAT1 (dla porownania wpltywu tego enzymu na biosyntez¢ EPA w roslinach
transgenicznych) oraz pochodzeniem A® desaturazy (dwa konstrukty zawieraty desaturaze
pochodzaca z O. tauri, a pozostale dwa z P. tricornutum). Po transformacji ro$lin
A. thaliana przygotowanymi konstruktami, prowadzono selekcje roslin w celu uzyskania
linii homozygotycznych pokolenia F3, ktorych nasiona byly w 100% oporne na antybiotyk
kanamycyne. Dla kazdego z czterech rodzajow transformowanych ro$lin, udato si¢
wyselekcjonowac linie homozygotyczne oporne w 100% na antybiotyk kanamycyneg. Te
linie byly nastgpnie sprawdzane metoda PCR, na obecno$¢ transgendw. Z posrdd czterech
rodzajow transformowanych roslin udalo si¢ potwierdzi¢ obecno$¢ wszystkich transgenow
w trzech rodzajach (zawierajacych konstrukty A, B, B’); niestety nie udalto si¢ potwierdzi¢
obecnosci wszystkich transgendw w jednej z nich (A’). Nastgpnie sprawdzano metodg GC
sktad kwasow tluszczowych w ekstraktach z nasion oraz cze$ciach nadziemnych
(traktowanych jako cato$¢) z roslin homozygotycznych w ktorych potwierdzono obecnosé
wszystkich genow, oraz jednej ro$liny nie posiadajacej zidentyfikowanego jednego
z gendéw (kodujacego enzym PtLPCATL). Uzyskane wyniki wykazaty brak oczekiwanego
produktu EPA oraz innych kwasow ttuszczowych ze szlaku biosyntezy EPA takich jak:
GLA, SDA, ETA, we wszystkich wariantach transformowanych A. thaliana pokolenia F3.

W niektorych homozygotach zaobserwowano jedynie drobne zmiany w iloSci kwasow

218



thuszczowych naturalnie wystepujacych w roslinach A. thaliana, w poréwnaniu do WT.
Nie wydaje si¢ jednak aby, zmiany te byly efektem przeprowadzonej transformacji,
araczej moga one wynika¢ z odrgbnych powtorzen technicznych procesu izolacji lipidow
oraz z powtdrzen biologicznych szczegdlnie w przypadku ekstraktow z czesci
nadziemnych, gdzie rosliny mogty si¢ troch¢ rézni¢ migdzy sobg w ilosci rozwinigtych
pakow czy ilosci nasion. Brak produkcji nowych kwasow tluszczowych
w transformowanych A. thaliana, uniemozliwit zbadanie wptywu PtLPCAT1 na syntez¢
EPA w warunkach in vivo.

Dane literaturowe pokazuja, wiele udanych eksperymentow, w ktérych uzyskano
rosliny transgeniczne produkujace VLC-PUFA; np. Abbadi i wsp. (2004) uzyskali
produkcje EPA i ARA u Inu (Linum usitatissimum) stanowigcg odpowiednio 1% i 1,5%
wszystkich kwasow tluszczowych, oraz uzyskali produkcj¢ ARA u tytoniu stanowiaca 2%.
Badacze Ci uzyli tego samego zestawu genow jak w niniejszej pracy, czyli kodujacych
A® desaturaze z P. tricornutum, A® desaturaze z P. tricornutum oraz A® elongaze
z Physcomitrella patens. Autorzy tych badan doszukiwali si¢ przyczyny niskiej produkcji
EPA i ARA min. w mozliwym zachodzeniu wyciszania niektorych transgenow z powodu
uzycia tego samego promotora (USP) do wszystkich trzech gendéw w konstrukcie
genetycznym. O mozliwym wyciszaniu transgendw przy uzyciu tego samego promotora do
wszystkich wprowadzanych genow, pisali rowniez w swoich publikacjach Chen 1 wsp.
(2006) oraz Ruiz- Lopez i wsp. (2012). W niniejszej pracy uzyto innego gatunku rosliny do
transformacji (A. thaliana) niz w badaniach przedstawianych przez Abbadi i wsp. (2004).
Zastosowano jednak taki sam promotor (NOS) do wszystkich gendéw zawartych
w konstruktach genetycznych. Nie mozna wigc wykluczy¢, ze mogto to mie¢ wptyw na

brak produkcji EPA w transformowanych roslinach A. thaliana.
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6. WNIOSKI

1. Gen Phatr3_J20460 pochodzacy z P. tricornutum koduje bardzo aktywny w testach
enzymatycznych in vitro, enzym typu LPCAT, ktéry nazwano PtLPCAT1. Dodatkowo,
geny Phatr3_J11916 i Phatr3_J43099 (réwniez pochodzace z P. tricornutum) koduja
enzymy wykazujace aktywno$¢ typu LPAAT, ktore nazwano PILPAAT1 oraz
PtLPAAT2 (odpowiednio).

2. Enzym PtLPCAT1 wykazuje w reakcjach typu forward wysoka aktywnos$¢ w stosunku
do acylo-CoA z nienasyconymi kwasami thuszczowymi ze szlaku biosyntezy kwasu
eikozapentaenowego (EPA). Szczegélnie wysoka aktywnos¢ PILPCAT1 w stosunku do
20:4-CoA n-3, a niska do 20:4-CoA n-6 sugeruje, ze szlak biosyntezy EPA
u P. tricornutum moze przebiega¢ glownie poprzez ten pierwszy intermediat. Niska
aktywno$¢ LPCATow pochodzacych z nasion C. sativa w stosunku do 20:4-CoA n-3
I znaczaca aktywno$¢ PILPCATL do 20:4-CoA n-3, sugeruje ze enzym PtLPCAT1
moze potencjalnie eliminowa¢ waskie gardlo (ang. bottleneck) ograniczajace wydajna

biosyntez¢ EPA i DHA w transgenicznych roslinach oleistych.

3. Niska aktywnos$¢ enzymu PtLPCATL do 20:4-CoA n-6 oraz wysoka do 20:4-CoA n-3,
swiadczy rowniez o tym, ze dla tego enzymu nie tylko istotna jest ilo$¢ podwojnych
wigzan, ale takze ich polozenie w tancuchu weglowodorowym danego kwasu

thuszczowego.

4. Wysoka aktywno$¢ PILPCAT1 w reakcjach forward w stosunku do 20:4-CoA n-3
koreluje ze stosunkowo niska aktywnos$cig tego enzymu w reakcjach remodelowania
(zachodzacych glownie w wyniku reakcji typu backward) sn-2-20:4(n-3)-PC co
wskazuje na promowane przylaczanie reszt acylowych pochodzacych z 20:4-CoA n-3
do lizofosfatydylocholiny i tworzenie sn-2-20:4(n-3)-PC, gdzie moze zajs¢ desaturacja
20:4 n-3 do 20:5 n-3.

5. Proces remodelowania sktadu kwasow thuszczowych fosfolipidow (w tym gltéwnie PC)
katalizowany przez PtLPCAT]1 jest zalezny zaré6wno od sktadu kwasow tluszczowych
fosfatydylocholiny jak 1 rodzaju acylo-CoA wykorzystywanych w procesie

remodelowania.

6. Preferencja w remodelowaniu PC frakcji mikrosomalnej wzbogaconej o sn-1-18:1-sn-2-
18:3(n-6)-PC przez PtLPCAT1 moze sugerowaé, ze synteza EPA u P. tricornutum
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moze intensywnie przebiega¢ poprzez 18:3 n-6 jako produkt posredni w tej biosyntezie,

ktory po odlgczeniu jest nastepnie przedtuzany do 20:3 (n-6).

7. Wysoka aktywno$¢ typu backward enzymu PtLPCAT1 réwniez w stosunku PC
z 18:4(n-3) w pozycji sn-2, swiadczy¢ moze o wydajnej reakcji odtgczania 18:4 n-3 od
fosfatydylocholiny i tworzeniu 18:4-CoA n-3, ktéry moze by¢ dalej wydtuzany do 20:4-
CoA n-3. Specyficzno$¢ PtLPCATI1 w procesie remodelowania réznych ,,gatunkéw”
PC nie eliminuje wigc mozliwosci ani szlaku biosyntezy EPA poprzez 18:3 n-6 ani
poprzez 18:3 n-3 przeksztatcanego dalej w PC do 18:4. Przeplyw intermediatow jego
biosyntezy poprzez jedng lub druga ,galaz” szlaku zaleze¢, wigc bedzie
najprawdopodobniej od aktywno$ci pozostatych enzyméw wilaczonych w  jego

biosynteze.

8. Rozny wplyw badanych acylo-CoA na proces remodelowania PC frakcji
mikrosomalnych przez PtLPCAT1 w warunkach in vitro nie jest raczej powigzany
z aktywnoscia typu forward wykazywang przez PtLPCAT1 w stosunku do tych acylo-
CoA (aktywnosci te sg w stosunku do wszystkich badanych acylo-CoA wyzsze niz ich
wykorzystanie w procesie remodelowania). Wydaje si¢ wigc, ze wpltywaja one na
proces remodelowania PC w inny sposob, np. poprzez allosteryczne wigzanie si¢

Z enzymem 1 wplywaniem przez to na jego aktywno$¢ w tym procesie.

9. Wykorzystywanie przez PtLPCAT1 w procesie remodelowania PC r6znych acylo-CoA
zardwno w testach z pojedynczo dodawanymi acylo-CoA do mieszaniny reakcyjnej jak
1 w testach, gdy dodawane byly razem w réwnomolowej mieszaninie, bylo podobne
(acylo-CoA z nienasyconymi kwasami thuszczowymi byly wykorzystywane
preferencyjnie). Sposob ich podawania zmieniatl jednak nieco preferencj¢ enzymu

w stosunku poszczegolnych acylo-CoA.

10. Zaleznos¢ reakcji typu forward przeprowadzanych przez PtLPCAT1 od czynnikoéw
srodowiskowych nie byla identyczna jak zalezno$¢ od tych czynnikow procesu
remodelowania fosfolipidow. Najwyzszg efektywno$¢ reakcji typu forward
odnotowano np. w temperatura 30 °C, a najwyzsza efektywno$¢ procesu
remodelowania w temperaturze 40 °C. Oba procesy przebiegaly najefektywniej
w zasadowym pH (8-11), ale w pH lekko kwasnym (pH 5-6) reakcje typu forward

przebiegaly ze §ladowg intensywnos$cig a intensywno$¢ remodelowania nie byta juz
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11.

12.

tak mocno zredukowana. Dodatek jonow wapnia i magnezu stymulowat reakcje typu

forward, a hamowat proces remodelowania.

Zidentyfikowane enzymy typu LPAAT tj. PtLPAATL i PtLPAAT2 wykazywaly
W systemie drozdzowym o wiele nizszg aktywnos$¢ niz PtLPCATI. Aktywnosci te
byly jednak wystarczajaco wysokie by wykona¢ ich charakterystyke biochemiczng
I okresli¢ ich specyficznosé substratowa. Wykazano, ze oba enzymy charakteryzowaty
si¢ odmienng specyficzno$cig substratowa w stosunku do rdéznych acylo-CoA i nieco
odmiennie reagowaly tez na czynniki $rodowiskowe takie jak temperatura, pH,

obecno$¢ jondOw wapnia czy magnezu.

Przeprowadzone transformacje roslin Arabidopsis genami szlaku biosyntezy EPA nie
doprowadzily do uzyskania roslin transgenicznych zawierajacych bardzo dhugo
fancuchowe wielonienasycone kwasy tluszczowe. Przyczyna jak na razie pozostaje

nieznana.
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Rys. S1. Aktywnos¢ typu LPAAT enzymu PtLPAAT1 (kodowanego przez gen
Phatr3_J11916) oraz PtLPAAT2 (kodowanego przez gen Phatr3_J43099) w stosunku do sn-
1-[**C]18:1-LPA oraz siedemnastu réznych donoréow kwasow tluszczowych (acylo-CoA).

Jako ,tlo” traktowano aktywnos¢ typu LPAAT mikrosomow uzyskanych z drozdzy
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delecyjnych AALE1 transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT. a — wykres
przedstawiajacy specyficzno$¢ substratowg badanych enzymow typu LPAAT bez odjetej
aktywnosci ,,tta”, ktorg przedstawiono w postaci szarego stupka, b — wykres przedstawiajacy
specyficzno$¢ substratowg enzymu PtLPAATI1 po odjeciu aktywnos$ci ,.tta”, ¢ — wykres
przedstawiajacy specyficzno$¢ substratowa enzymu typu PtLPAAT2 po odjgciu aktywnosci

Hta”.

Aktywno$¢ enzymu PtLPAAT1 mierzono dla frakcji mikrosomalnej uzyskanej z drozdzy pochodzacych
z pojedynczej kolonii komoérkowej ,,3”, a enzymu PtLPAAT?2 z kolonii komoérkowej ,,1”. Aktywno$¢ kontrolng
zmierzono dla frakcji mikrosomalnej pYES2/CT.4. Wyniki przedstawiono w postaci $redniej wraz
z odchyleniem standardowym. Asteryksy oznaczaja istotno$¢ statystyczng pomiedzy aktywnoscia dla
mikrosoméw z drozdzy AALE] transformowanych pustym plazmidem pYES2/CT a aktywnoscig dla
mikrosoméw z drozdzy AALEI transformowanych plazmidem pYES2/CT niosgcym gen Phatr3 J11916 lub
Phatr3 J43099, w stosunku do konkretnego acylo-CoA. Istotnos$¢ statystyczng wyznaczono przy uzyciu testu
T Studenta, gdzie ** - p < 0,001, ** - p < 001, * - p < 005
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Tabela S1. Wiaczenie [*C]16:0 do fosfolipidow naturalnie wystepujacych we frakcjach
mikrosomalnych z drozdzy AALEI ze wstawionym pustym plazmidem pYES2/CT lub
plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3 J20460 (kodujacy PtLPCATI1) pochodzacy
z Phaeodactylum tricornutum przy zastosowaniu warunkéw reakcji promujacych reakcje

backward z wykorzystaniem [**C]16:0-CoA jako donora kwaséw ttuszczowych.

Cras pmol [**C]PL/nmol mikrosomalnego PC
14 14 14
Mikrosomy | inkubacji [FcIpc [MCIPE [FCIPA
[min] - + A - + A B + A
DTNB | DTNB DTNB | DTNB DTNB | DTNB
8,9 2,4 4,6
10 0 -8,9 0 2,4 0 -4,6
12,2 +1,8 +4,4
AALET+ 30 28,8 25,7 39 4,8 7,0 59 10,5 10,0 04
+2,8 | 3,4 ’ +0,7 | +1,9 ’ +1,0 | +2,4 ’
PtLPCAT1
36,8
39,7 3,5 11,8 14,3 15,8
60 +10, 3,0 -8,4 -1,5
0 15,7 +3,1 | £2,8 4,1 | £3,9
10 24 &7 2,2 0 0 0 0 0 0
+0,9 +0,1 !
AALEL+ 43 | 11,8 3,2 1,9 | 36
30 —7'5 O '3,2 _117
pYES2 40,2 +2,2 +1,4 +1,8 +3,3
4,9 23,3 9,9 4,1 13,6
60 -18,5 0 -9,9 9,5
12,0 | 11 +1,5 1,7 | x2,2

W tabeli (testy ,-DTNB” oraz testy ,,#DTNB”) przedstawiono wyniki $rednie £ odchylenie
standardowe (n >3); PC —fosfatydylocholina, PE — fosfatydyloetanoloamina, PA — kwas fosfatydowy.
-DTNB - intensywno$¢ wiaczania [**C]16:0 do poszczegdlnych fosfolipidow w warunkach w ktorych
poszczeg6lne lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji backward katalizowanych przez zawarte
W mikrosomach enzymy typu LPLAT oraz w wyniku reakcji innego typu (np. aktywnos¢ fosfolipaz
czy PDATu).

+DTNB - intensywno$¢ wiaczania [*C]16:0 do poszczegdlnych fosfolipidow w warunkach w ktorych
reakcje backward katalizowane przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT zostaly
zablokowane, a lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji innego typu (np. aktywnos¢ fosfolipaz czy
PDATU).

A — intensywno$¢ wlaczania [*4C]16:0 do poszczegdlnych fosfolipidow w wyniku reakcji backward
katalizowanych przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT; od ilosci produktu powstatego

w testach ,,- DTNB” odejmowano ilosci produktu powstatego w testach ,,+#DTNB.
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Tabela S2. Wiaczenie [*C]18:0 do fosfolipidow naturalnie wystepujacych we frakcjach
mikrosomalnych z drozdzy AALEI ze wstawionym pustym plazmidem pYES2/CT lub
plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3 J20460 (kodujacy PtLPCATI1) pochodzacy
z Phaeodactylum tricornutum przy zastosowaniu warunkéw reakcji promujacych reakcje

backward z wykorzystaniem [**C]18:0-CoA jako donora kwaséw ttuszczowych.

pmol [**C]PL/nmol mikrosomalnego PC
Czas
Mikrosomy | inkubacji [**C]PC [**C]PE [**C]PA
[min] - + - + - +
A A A
DTNB | DTNB DTNB | DTNB DTNB | DTNB
10 81 TS el o | Y 47 ] o 0 0
+1,1 +2,3 ! +0,5 !
AALEL+ 11,9 | 145 2,7 28
30 -2,6 0 -2,7 0 -2,8
PtLPCAT1 +4,8 +1,2 +1,7 +2,1
32,8 22,7 1,6 5,2 4,6 4,0
60 10,1 -3,6 0,6
+6,7 +1,3 +1,0 +1,0 +0,5 +1,8
0,1 1,3
10 -1,2 0 0 0 0 0 0
40,2 40,5
AALET+ 15 23 2,0
30 0,8 0 0 0 0 2,0
pYES2 +0,7 +1,0 +1,5
1,3 8,0 3,3 1,2 3,5
60 -6,7 0 3,3 2,3
+1,2 +2,3 +2,0 +2,1 +1,5

W tabeli (testy ,-DTNB” oraz testy ,+DTNB”) przedstawiono wyniki $rednie £ odchylenie
standardowe (n >3); PC —fosfatydylocholina, PE — fosfatydyloetanoloamina, PA — kwas fosfatydowy.
-DTNB — intensywno$¢ wiaczania [**C]18:0 do poszczegodlnych fosfolipidow w warunkach w ktorych
poszczegblne lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji backward katalizowanych przez zawarte
w mikrosomach enzymy typu LPLAT oraz w wyniku reakcji innego typu (np. aktywnos¢ fosfolipaz
czy PDATu).

+DTNB - intensywno$¢ wlaczania [Y*C]18:0 do poszczegodlnych fosfolipidow w warunkach w ktoérych
reakcje backward katalizowane przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT zostaly
zablokowane, a lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji innego typu (np. aktywnos¢ fosfolipaz czy
PDATuU).

A — intensywno$¢ wigczania [Y*C]18:0 do poszczegblnych fosfolipidow w wyniku reakcji backward
katalizowanych przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT; od ilosci produktu powstatego

w testach ,, -DTNB” odejmowano ilo$ci produktu powstatego w testach ,,+DTNB.
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Tabela S3. Wiaczenie [*C]18:1 do fosfolipidow naturalnie wystepujacych we frakcjach
mikrosomalnych z drozdzy AALEI ze wstawionym pustym plazmidem pYES2/CT lub
plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3 J20460 (kodujacy PtLPCATI1) pochodzacy
z Phaeodactylum tricornutum przy zastosowaniu warunkéw reakcji promujacych reakcje

backward z wykorzystaniem [**C]18:1-CoA jako donora kwaséw thuszczowych.

pmol [**C]PL/nmol mikrosomalnego PC
Czas
14 14 14
Mikrosomy | inkubacji [*ClpC [*CIPE [*“CIPA
' - + - + - +
[min] A A A
DTNB | DTNB DTNB | DTNB DTNB | DTNB
38,8 | 18,3 9,5 4,9 6,1 5,9
10 20,5 4,6 0,2
+4,1 | £1,5 +10 | £1,2 +19 | £14
AALET+ 97,5 | 28,7 26,4 8,8 15,9 11,2
30 68,8 17,7 4,8
PtLPCAT1 +7,3 | £1,2 +2,4 | £3,6 +1,7 | +£1,2
132,7 | 35,7 31,8 | 10,0 20,7 | 15,5
60 97,1 21,8 5,2
+18,2 | £3,8 +6,4 | +1,8 +2,5 +2,4
3,2 4,0
10 0 0 0 0 0 0 -0,8
+1,7 | £24
AALET+ 30 1,3 0 13 0 0 0 8,3 5,5 27
pYES2 +1,1 ’ +1,7 | +0,7 ’
3,3 11,5 13,8 16,7
60 -8,1 0 0 0 -2,9
+1,7 | £2,6 +0,7 | +£2,8

W tabeli (testy ,-DTNB” oraz testy ,+DTNB”) przedstawiono wyniki $rednie + odchylenie
standardowe (n >3); PC —fosfatydylocholina, PE — fosfatydyloetanoloamina, PA — kwas fosfatydowy.
-DTNB — intensywno$¢ wiaczania [**C]18:1 do poszczegodlnych fosfolipidow w warunkach w ktorych
poszczegblne lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji backward katalizowanych przez zawarte
w mikrosomach enzymy typu LPLAT oraz w wyniku reakcji innego typu (np. aktywnos¢ fosfolipaz
czy PDATu).

+DTNB - intensywno$¢ wlaczania [Y*C]18:1 do poszczegdlnych fosfolipidow w warunkach w ktoérych
reakcje backward katalizowane przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT zostaly
zablokowane, a lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji innego typu (np. aktywnos¢ fosfolipaz czy
PDATuU).

A — intensywno$¢ wilgczania [Y*C]18:1 do poszczegdlnych fosfolipidow w wyniku reakcji backward
katalizowanych przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT; od ilosci produktu powstatego

w testach ,,-DTNB” odejmowano ilosci produktu powstatego w testach ,,+DTNB.
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Tabela S4. Wiaczenie [*C]18:2 do fosfolipidow naturalnie wystepujacych we frakcjach
mikrosomalnych z drozdzy AALEI ze wstawionym pustym plazmidem pYES2/CT lub
plazmidem pYES2/CT niosagcym gen Phatr3 J20460 (kodujacy PtLPCATI1) pochodzacy
z Phaeodactylum tricornutum przy zastosowaniu warunkéw reakcji promujacych reakcje

backward z wykorzystaniem [**C]18:2-CoA jako donora kwaséw thuszczowych.

14 ;
Cras pmol [**C]PL/nmol mikrosomalnego PC
Mikrosomy | inkubacji [*CIpC [*CIPE [CIPA
[min] - + A - + A - + A
DTNB | DTNB DTNB | DTNB DTNB | DTNB
59,6 | 31,9 10,0 | 9,1 69 | 12,8
10 27,7 0,9 -5,9
+1,1 | £1,0 +1,0 | +1,3 +2,4 | £31
112,1
AALEL+ 55,1 31,7 | 14,3 16,9 | 19,5
30 +17, 57,0 17,4 -2,6
PtLPCAT1 2 45,2 +6,3 | +1,5 +48 | +1,1
175,3 | 72,0 43,2 | 20,9 15,3 | 26,3
60 103,3 22,3 -11,0
+4,4 | £3,9 +4,6 | £2,5 +2,1 | £39
3,3 2,3 2,0 8,9
10 1,1 0 0 0 -6,8
40,9 | 40,9 40,7 | 40,9
AALET+ 64 | 71 68 | 144
30 0,7 0 0 0 7,7
pPYES2 +1,5 | +1,1 +16 | +2,5
7,5 | 10,5 2,5 87 | 141
60 —3,0 O ‘2,5 _513
+1,3 | +2,0 40,7 +16 | +2,1

W tabeli (testy ,-DTNB” oraz testy ,+DTNB”) przedstawiono wyniki $rednie £ odchylenie
standardowe (n >3); PC —fosfatydylocholina, PE — fosfatydyloetanoloamina, PA — kwas fosfatydowy.
-DTNB - intensywno$¢ wiaczania [**C]18:2 do poszczegdlnych fosfolipidow w warunkach w ktorych
poszczeg6lne lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji backward katalizowanych przez zawarte
W mikrosomach enzymy typu LPLAT oraz w wyniku reakcji innego typu (np. aktywnos¢ fosfolipaz
czy PDATu).

+DTNB - intensywno$¢ wiaczania [*C]18:2 do poszczegdlnych fosfolipidow w warunkach w ktorych
reakcje backward katalizowane przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT zostaly
zablokowane, a lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji innego typu (np. aktywnos¢ fosfolipaz czy
PDATU).

A — intensywno$¢ wilgczania [Y*C]18:2 do poszczegdlnych fosfolipidow w wyniku reakcji backward
katalizowanych przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT; od ilosci produktu powstatego

w testach ,,-DTNB” odejmowano ilosci produktu powstatego w testach ,,+DTNB.
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Tabela S5. Witaczenie [**C]18:3 do fosfolipidow naturalnie wystepujacych we frakcjach mikrosomalnych
z drozdzy AALEI ze wstawionym pustym plazmidem pYES2/CT lub plazmidem pYES2/CT niosgcym gen
Phatr3_J20460 (kodujacy PtLPCAT1) pochodzacy z Phaeodactylum tricornutum przy zastosowaniu warunkow

reakcji promujacych reakcje backward z wykorzystaniem [**C]18:3-CoA jako donora kwasow ttuszczowych.

pmol [**C]PL/nmol mikrosomalnego PC
Czas
. ) . [**C]PC [**C]PE [1*CIPA
Mikrosomy | inkubacji
. - + - + - +
[min] A A A
DTNB | DTNB DTNB | DTNB DTNB | DTNB
23,9 15,5 0,7 2,3 1,1
2 8,4 -1,5 0 -0,5
40,7 | +1,7 +1,3 | +0,9 40,8
40,9 24,4 3,7 6,8 3,6 6,5
5 16,4 3,1 -2,9
+1,8 | £3,6 +2,3 | £0,8 +1,7 | +0,8
AALET+ 56,4 | 33,8 11,8 | 8,0 62 | 82
10 22,6 3,8 -1,9
PtLPCAT1 +49 | £0,4 +12 | +1,2 +1,9 | +1,0
94,7 41,3 25,9 10,4 12,1 12,5
30 53,5 15,4 -0,4
+3,1 | £34 +2,9 | £0,9 +15 | £14
137,4 | 77,2 34,9 18,9 14,2 19,8
60 60,3 16,0 -5,6
+2,7 | £7,9 40,7 | +0,6 +1,7 | £2,2
3,0 3,1
2 0,1 0 0 0 0 0 0
+1,8 | 1,4
3,0 3,9
5 -0,9 0 0 0 0 0 0
10,8 +0,8
AALE1+
2,7 5,6 2,0 0,9 6,8
10 -2’9 0 '2,0 -519
pYES2 +2,1 | +0,6 11,4 +1,5 +0,6
6,3 8,6 1,4 3,6 11,2
30 2,3 0 -1,4 -7,6
109 | £2,4 +1,4 +1,2 | +4,7
8,2 14,4 2,1 5,6 18,0
60 —6[2 O '2,1 _1214
+0,6 | +1,3 +1,1 +0,8 | +2,4

W tabeli (testy ,,-DTNB” oraz testy ,,#DTNB”) przedstawiono wyniki srednie + odchylenie standardowe (n >3);
PC —fosfatydylocholina, PE — fosfatydyloetanoloamina, PA — kwas fosfatydowy.

-DTNB — intensywno$¢ wlaczania [**C]18:3 do poszczegdlnych fosfolipidow w warunkach w ktérych
poszczegolne lizofosfolipidy powstajg w wyniku reakcji backward katalizowanych przez zawarte w
mikrosomach enzymy typu LPLAT oraz w wyniku reakcji innego typu (np. aktywnos¢ fosfolipaz czy PDATu).
+DTNB - intensywno$¢ wiaczania [*4C]18:3 do poszczegolnych fosfolipidow w warunkach w ktérych reakcje
backward katalizowane przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT zostaly zablokowane,
a lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji innego typu (np. aktywnos¢ fosfolipaz czy PDATu).

A — intensywno$¢ wlaczania [**C]18:3 do poszczegdlnych fosfolipidéw w wyniku reakcji backward
katalizowanych przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT; od ilo$ci produktu powstatego w testach ,,-

DTNB” odejmowano ilosci produktu powstatego w testach ,,+DTNB.
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Tabela S6. Catkowita zawarto$¢ PC, w tym procent ,,nowych” zmodyfikowanych czasteczek

PC, w osadach mikrosoméw powstajacych po odwirowaniu buforu inkubacyjnego

wykorzystywanego w reakcjach forward modyfikujacych sktad mikrosomalnego PC. Dla

czgsteczek PC zawierajacych kwas tluszczowy 18:1 w obydwu pozycjach (sn-1 i sn-2)

podano tylko catkowite zawartosci PC/test ze wzgledu na brak mozliwos$ci identyfikacji jaka

zawarto$¢ stanowity nowo zsyntetyzowane PC.

»Nowe,, czgsteczki PC
wzbogacajgce dane frakcje

Catkowita
zawartos¢ PC

Zawartosc
endogennego

Zawartosc
nowych
czasteczek PC

Zawartos¢
nowych
czasteczek PC

mikrosomalne nmol/test PC [nmol/test
[ /test] [ /test] [nmol/test] [%]
sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC
3,74+0,72 1,81+0,35 1,92+0,43 51,3+4,6
(+PtLPCAT1)
sn-1-18:1-sn-2- 18:3(n-6)-PC
3,11+0,52 1,39+0,49 1,72+0,10 56,7+7,5
(+PtLPCAT1)
sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC
3,56+0,68 1,74+0,45 1,82+0,45 51,247,6
(+PtLPCAT1)
sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)-PC
2,70+0,59 1,29+0,23 1,41+0,64 50,5+14,4
(+PtLPCAT1)
sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-PC
2,74+0,27 1,36+0,16 1,38+0,41 49,5+10,9
(+PtLPCAT1)
sn-1-18:1-sn-2-18:1(n-9)-PC
3,93+0,42
(+PtLPCAT1)
sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC
3,79+0,69 2,91+0,41 0,88+0,3 22,7+4.6
(+AtLPCAT2)
sn-1-18:1-sn-2-18:1(n-9)-PC
2,51+0,47
(+AtLPCAT2)
sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)-PC
3,38+0,27 2,85+0,14 0,5340,14 15,43+2,7
(+ALE1)
sn-1-18:1-sn-2-18:1(n-9)-PC
2,24+0,32

(+ALE1)
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Tabela S7. Intensywno$¢ remodelowania PC frakcji mikrosomalnych z drozdzy
nadeksprymujacych PtLPCAT! wzbogaconych o nowe ,gatunki” PC w zaleznosci od
réznych donorow [HClkwasow ttuszczowych - [**Clacylo-CoA, dodawanych do mieszanin

reakcyjnych osobno.

pmol [**C]PC/nmol mikrosomalnego PC
Donor
Czas ,Nowe” czgsteczki PC wzbogacajgce mikrosomalne PC
inkubacji
[min] sn-1-18:1-sn-2-18:3(n-3)-PC sn-1-18:1-sn-2- 18:3(n-6)-PC
Acyl-CoA
- DTNB + DTNB A - DTNB + DTNB A
21,9 25,8 138,3 43,6
30 0 94,7
(C]16:0-CoA +3,3 16,1 30,4 +12,4
' 42,9 29,1 286,3 68,1
60 13,9 218,2
16,8 +3,3 +50,3 +18,3
14,5 57,8 33,2
30 0 14,5 24,6
4C]18:0-Con +1,3 42,5 16,3
21,8 82,3 48,1
60 0 21,8 34,2
12,3 +17,3 15,6
73,6 13,6 706,2 718,9
30 60,0 0
(4C]18:1-CoA +22,2 +1,3 +52,3 +22,3
' 160,1 20,9 4471 636,6
60 139,2 0
+30,3 0,8 +40,9 26,1
88,6 12,2 681,9 465,7
30 76,4 216,2
4C]18:2-Con 19,3 10,3 +138,4 +136,9
' 244,0 12,4 941,3 415,5
60 231,6 525,8
+33,8 +0.6 +164,3 +191,6
95,7 537,1 609,1
30 0 95,7 0
(4C]18:3-CoA +6,0 +25,2 +156,3
:3-Co
189,0 682,6 660,3
60 0 189,0 22,3
+20,2 61,4 63,3

W tabeli (testy ,,-DTNB” oraz testy ,,#DTNB”) przedstawiono wyniki $rednie + odchylenie standardowe (n >3);
PC —fosfatydylocholina,

-DTNB - intensywno$¢ wiaczania [YC]FA do poszczegdlnych fosfolipidow w warunkach w ktorych
poszczegodlne lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji backward katalizowanych przez zawarte
wmikrosomach enzymy typu LPLAT oraz w wyniku reakcji innego typu (np. aktywno$¢ fosfolipaz czy PDATu).
+DTNB - intensywno$¢ wlaczania [**C]FA do poszczegodlnych fosfolipidow w warunkach w ktorych reakcje
backward katalizowane przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT zostaly zablokowane, a
lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji innego typu (np. aktywno$¢ fosfolipaz czy PDATu).

A — intensywno$¢ wlaczania [¥C]FA do poszczegdlnych fosfolipidow w wyniku reakcji backward
katalizowanych przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT; od ilo$ci produktu powstatego w testach ,,-

DTNB” odejmowano ilosci produktu powstatego w testach ,,+DTNB, jezeli wynik byt ujemny to wpisywano 0.
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Tabela S7 cd. Intensywnos$¢ remodelowania PC frakcji mikrosomalnych z drozdzy
nadeksprymujacych PtLPCAT! wzbogaconych o nowe ,gatunki” PC w zaleznosci od
réznych donoréow [“*Clkwaséw ttuszczowych - [**Clacylo-CoA dodawanych do mieszanin

reakcyjnych osobno.

pmol [**C]PC/nmol mikrosomalnego PC
Donor
Cras ,Nowe” czgsteczki PC wzbogacajgce mikrosomalne PC
inkubacji | sn-1-18:1-sn-2-18:4(n-3)- sn-1-18:1-sn-2-20:4(n-3)- | sn-1-18:1-sn-2-20:5(n-3)-
Acylo- [min] PC PC PC
CoA - * A - * A - * A
DTNB | DTNB DTNB | DTNB DTNB | DTNB
30 34,8 22,2 126 42,1 14,1 280 19,5 24,5 0
[14C]16:0- +7,0 | £2,8 ’ +2,1 | 0,9 ’ +0,7 | 8,0
CoA €0 47,1 35,1 120 94,8 22,4 224 37,6 40,0 0
+4,5 | 10,3 ’ +5,3 | #1,9 ’ +7,7 | 6,8
20 10,9 6,5 44 12,9 12,5 04 24,5 19,7 48
[14C]18:0- +1,8 | 1,2 ’ +3,6 | 3,0 ' +1,0 | £2,9 '
CoA 18,1 11,5 10,1 7,8 34,1 18,2
60 6,6 2,3 15,9
+1,2 | £2,0 +41 | +1,7 +1,4 | +1.2
20 391,5 27,3 3642 202,2 | 166,0 36.2 232 38,8 1932
[14C]18:1- +25,7 | 45,9 " | +13,8 | 45,8 ’ +24,9 | 3,0 ’
CoA 621,9 | 38,6 327,3 | 146,8 381,8 | 50,3
60 583,3 180,5 331,5
43,9 13,3 +16,3 | £19,5 +39,9 7,5
20 92,0 25,4 66.6 56,2 130,8 0 1214 | 35,4 86.0
[C]18:2- £175 | 42,6 ’ $92 +5,8 +11,4 | +49 ’
CoA €0 177,3 37,2 1401 127,9 | 145,8 0 186,3 54,1 1322
51,8 | +7,2 "7 | £18,5 | +18,3 +25,8 | 45,5 ’
20 268,6 11,8 2568 249,0 | 236,1 199 186,5 33,8 157
[14C]18:3- +16,5 | 1,6 "] £55,0 | +13,3 ’ +11,4 | 45,1 ’
CoA 406,6 16,7 266,2 | 231,9 368,8 | 59,1
60 389,9 34,3 309,7
+37,0 0,8 +31,5 +1,9 18,5 13,1

W tabeli (testy ,-DTNB” oraz testy ,+DTNB”) przedstawiono wyniki $rednie £ odchylenie
standardowe (n >3); PC —fosfatydylocholina,

-DTNB — intensywno$¢ wiaczania [*C]FA do poszczegdlnych fosfolipidow w warunkach w ktorych
poszczegblne lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji backward katalizowanych przez zawarte
w mikrosomach enzymy typu LPLAT oraz w wyniku reakcji innego typu (np. aktywnos$¢ fosfolipaz
czy PDATu).

+DTNB - intensywno$¢ wigczania [Y*C]FA do poszczeg6lnych fosfolipidow w warunkach w ktoérych
reakcje backward katalizowane przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT zostaly
zablokowane, a lizofosfolipidy powstaja w wyniku reakcji innego typu (np. aktywnos¢ fosfolipaz czy
PDATU).

A — intensywno$¢ wigczania [Y*C]FA do poszczegdlnych fosfolipidow w wyniku reakcji backward
katalizowanych przez zawarte w mikrosomach enzymy typu LPLAT; od ilosci produktu powstatego
w testach ,,-DTNB” odejmowano ilosci produktu powstalego w testach ,,+DTNB, jezeli wynik byt
ujemny to wpisywano 0.
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Tabela S8. Procent wymiany kwasow tluszczowych w fosfatydylocholinie zmodyfikowanych

frakcji mikrosomalnych drozdzy nadeksprymujacych PtLPCAT na kwasy tluszczowe

pochodzace z réznych czasteczek [*4CJacylo-CoA w ciagu godziny inkubacji; A —w wyniku

reakcji backward; B — w wyniku reakcji backward i innych reakcji produkujgcych LPC (testy
bez dodatku DTNB).

% wymiany kwasow ttuszczowych fosfatydylocholiny

,Nowe,, zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych na kwasy ttuszczowe
czasteczki PC Catkowita pochodzgce z odpowiedniego [**Clacylo-CoA w ciggu godziny w
wzbogacajgce zawartosé wyniku reakcji backward (A) oraz procent catkowitej wymiany (B)
dane frakcje PC [**Clacylo-CoA
mikrosomalne | [nmol/test] | ;50 con | 18:0.CoA | 18:1-CoA | 18:2CoA | 18:3-CoA

(% puli PC)
A B A B A B A B A B
sn-1-18:1-sn-2-
18:3(n-3)-PC 3,74 1,39 (4,29 | 2,18 | 2,48 | 13,9 | 16,0 | 23,2 | 24,4 | 18,9 | 18,9
[51,3%]
sn-1-18:1-sn-2-
18:3(n-6)-PC 3,11 21,8 1 28,6 (3,42 |8,23| 0 |44,7 526|941 2,23 68,3
[56,7%]
sn-1-18:1-sn-2-
18:4(n-3)-PC 3,56 1,20 (4,71 |0,66 | 1,81 | 58,3 | 62,2 | 14,0 | 17,7 | 39,0 | 40,7
[51,2%]
sn-1-18:1-sn-2-
20:4(n-3)-PC 2,70 7,24 19,48 | 0,23 |1 1,01 181|327 0 |12,8|343| 26,6
[50,5%]
sn-1-18:1-sn-2-
20:5(n-3)-PC 2,74 0 |376]159|3,41|33,2|382|13,2|18,6| 31,0 36,9
[49,5%]

W niektorych przypadkach w testach z dodatkiem DTNB wymiana kwasow tluszczowych w PC byta

wyzsza niz w testach bez dodatku DTNB (przestawionych obecnie jako catkowita wymiana); dane

w Tabeli S7.
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