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Identyfikacja acylotransferaz lizofosfolipidow okrzemka
Phaeodactylum tricornutum oraz charakterystyka tych
zidentyfikowanych ze szczeg6lnym uwzglednieniem
acylotransfreazy acylo-CoA:lizofosfatydylocholina

mgr Ada Polonska

Enzymy z grupy acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT) wystepuja powszechnie u roslin,
zwierzat i mikroorganizméw. Biorg one udzial w remodelowaniu sktadu kwasow ttuszczowych fosfolipidéow
oraz cytoplazmatycznej puli acylo-CoA poprzez katalizowanie tak zwanych reakcji forward jak i backward.
Reakcja forward polega na przytaczaniu odpowiedniego kwasu ttuszczowego (pochodzacego z puli acylo-
CoA) do okreslonego lizofosfolipidu w wyniku czego syntetyzowany jest odpowiadajacy mu fosfolipid.
Natomiast w reakcji backward kwas ttuszczowy jest odtaczany od fosfolipidu, przytaczany do CoA
i kierowany do cytoplazmatycznej puli acylo-CoA, a powstaty lizofosfolipid moze by¢ wykorzystany do
syntezy odpowiedniego fosfolipidu o zmodyfikowanym (w poréwnaniu do fosfolipidu, z ktérego powstat)
sktadzie kwaséw ttuszczowych.

Gléwnym celem niniejszej pracy bylo scharakteryzowanie reakcji enzymatycznych
przeprowadzanych przez LPCATy (acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfatydylocholina) pochodzace
z okrzemka Phaeodactylum tricornutum. Badania LPCAT6w pochodzacych z P. tricornutum i innych mikroalg
s istotne z uwagi na dotychczasowe przypuszczenia, ze enzymy te moga brac udziat w procesie biosyntezy
bardzo dtugotancuchowych wielonienasyconych kwaséw tluszczowych (VLC-PUFA), ktérych wydajna
biosynteza w tych organizmach nie zostata jeszcze w pelni poznana. Jak dotychczas brak byto tego typu
charakterystyki LPCATéw 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 PtLPCAT1. Dalsze
poszukiwania genéw z P. tricornutum kodujacych enzymy o aktywnosci typu LPCAT, doprowadzity do
zidentyfikowania dwu enzymoéw 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 aktywnos$ci typu LPCAT. Kolejnym etapem badan byta, wiec charakterystyka
biochemiczna i specyficzno$¢ substratowa jedynego zidentyfikowanego enzymu o aktywno$ci LPCAT
(PtLPCAT1) zaroéwno w reakcjach prowadzacych do syntezy odpowiednich fosfolipidéw (reakcje typu
forward) jak i w procesie remodelowania fosfolipidéw (reakcje typu backward oraz innego typu reakcje
wilaczone w powstawanie LPC). Ponadto przeprowadzono wstepna charakterystyke zidentyfikowanych
enzymow PtLPAAT1 i PtLPAAT2. Ostatnim etapem badan byta préba uzyskania transgenicznych ro$lin
A. thaliana produkujacych VLC-PUFA omega-3.

Uzyskane wyniki testow enzymatycznych in vitro pozwolity ustali¢ wtasciwosci biochemiczne
PtLPCAT1. W procesie remodelowania PC najwyzsza aktywno$¢ PtLPCAT1 odnotowano w temperaturze
40 °C, a w reakcjach forward byta to temperatura 30 °C. Enzym PtLPCAT1 wykazywal najwyzsza aktywnos$¢
w zasadowym pH (8,0 - 11,0) zaréwno w reakcjach forward jak i w procesie remodelowania mikrosomalnego
PC. Ten ostatni proces przebiegat jednak dosy¢ intensywnie réwniez w srodowisku lekko kwasnym (pH 5-6)
w ktérym reakcje typu forward przebiegaty ze sladowg intensywnoscia. Jony wapnia i magnezu w stezeniach
0,05 - 0,5 mM stymulowaty reakcje typu forward katalizowane przez PtLPCAT1. Natomiast w reakcjach
remodelowania mikrosomalnego PC najnizsze badane stezenia tych jonéw powodowaty hamowanie reakcji,
a wraz ze wzrostem stezenia jonéw hamowanie reakcji ustepowato. Wptyw jonéw potasu badany byt tylko
w reakcjach typu forward. W reakcjach tych jony potasu nieznacznie hamowaty aktywnos$é PtLPCAT1.

Specyficzno$¢ substratowa PtLPCAT1 badano zaréwno w reakcjach typu forward jak i w procesie
remodelowania mikrosomalnego PC. Specyficzno$¢ ta badana byta zaréwno w stosunku do ré6znych donoréw
kwaséw tluszczowych (acylo-CoA) jak i w stosunku do réznych ich akceptoréw (w reakcjach typu forward
byly to rézne lizofosfolipidy, a w reakcjach remodelowania rézne ,gatunki” PC). W wiekszo$ci wariantow
przeprowadzanych testow enzymatycznych PtLPCAT1 wykazywat wyzszg aktywno$¢ w stosunku do acylo-
CoA zawierajacych nienasycone kwasy tluszczowe w poréwnaniu do tych zawierajacych kwasy ttuszczowe
nasycone. W reakcjach typu forward w ktérych sprawdzano jego aktywno$¢ praktycznie do wszystkich
potencjalnych acylo-CoA ze szlaku biosyntezy kwasu eikozapentaenowego (EPA, 20:5458111417) wykazano
jednak, ze nie wszystkie acylo-CoA zawierajace nienasycone kwasy ttuszczowe (potencjalne intermediaty tej
biosyntezy) byly jednakowo akceptowane. Wykazano np. wysoka aktywno$¢ PtLPCAT1 w stosunku do 20:4-
CoA n-3 oraz niskg 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 posrod wykorzystywanych w testach lizofosfolipidow PtLPCAT1 oprécz LPC (najwyzsza aktywnos$¢) byt
zdolny do acylacji réwniez LPE, LPS i LPG. Z posr6d badanych ,gatunkéw” LPC wykorzystywat stosunkowo
dobrze 16:0-LPC, 18:0-LPC i18:1-LPC. Wykazywat jednak $ladowa aktywno$¢ w stosunku 20:0-LPC.
Aktywno$¢ PtLPCAT1 w stosunku do pozycji sn-2 (testy z sn-1-LPC) byla o okoto 11 razy wyzsza niz
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w stosunku do pozycji sn-1 (testy z sn-2-LPC). PtLPCAT1 byt zdolny do przeprowadzania remodelowania
sktadu kwaséw ttuszczowych PC, PE i PA badanych frakcji mikrosomalnych (uzyskanych z drozdzy
nadeksprymujacych PtLPCAT1) jednakze PC tych frakcji bylo remodelowane najintensywniej. Na
intensywno$¢ remodelowania PC wptywat zar6wno rodzaj donora kwaséw ttuszczowych (w testach z acylo-
CoA znienasyconymi kwasami tluszczowymi intensywno$¢ ta byla zazwyczaj wyzsza niz w ich
odpowiednikach z kwasami tluszczowymi nasyconymi) jak i rodzaj remodelowanego PC. Wptyw tego
ostatniego czynnika badano poprzez wzbogacanie PC badanych frakcji mikrosomalnych w ,nowe” czasteczki
PC syntetyzowane de novo przez endogenny PtLPCAT1 w reakcjach typu forward z dostarczonych
egzogennych substratéw bezposrednio przed testami sprawdzajgcymi intensywno$¢é remodelowania PC tak
zmienionych frakcji mikrosomalnych. Tym sposobem uzyskano frakcje mikrosomalne wzbogacone o PC
zawierajace kwasy thuszczowe ze szlaku biosyntezy EPA (stanowity one okoto 50% PC znajdujacego sie w tak
zmodyfikowanych mikrosomach). Z posréd tak zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych
najintensywniejszemu remodelowaniu podlegato 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$¢ remodelowania PC wszystkich tych
zmodyfikowanych frakcji mikrosomalnych byta jednak wyzsza niz intensywnos$¢ remodelowania PC frakcji
mikrosomalnej z drozdzy nadeksprymujacych PtLPCAT1 zawierajacych jedynie naturalnie wystepujace
w drozdzach kwasy tluszczowe. Wykazana specyficznos$¢ substratowa PtLPCAT1 wobec PC z réznymi
kwasami ttuszczowymi ze szlaku biosyntezy EPA nie wyklucza zadnej z ,,gatezi” tego szlaku chociaz sugeruje,
ze jego biosynteza poprzez 18:3(n-6) moze by¢ faworyzowana.

Testy dotyczace specyficznosci substratowej PtLPAAT1 i PtLPAAT2 wykazaly, ze enzymy te
charakteryzujg sie odmienng preferencjg w stosunku do réznych acylo-CoA, przy czym enzym PtLPAAT1
najlepiej akceptowat 18:4-CoA n-3, a PtLPAAT2 najlepiej akceptowat 18:1-CoA. Oba enzymy PtLPAAT1
i PtLLPAAT2 wykazywaty najwyzsza aktywno$¢ w temperaturze 23 °C. PtLPAAT1 wykazywat jednakze
stosunkowo wysoka wrazliwo$¢ na zmiany temperatury w zakresie 10 - 60 °C. Aktywno$¢ PtLPAAT2
podlegata za$ mniejszym wahaniom w badanym zakresie temperaturowym. PtLPAAT1 wykazywat
najwyzsza aktywnos¢ przy pH 9,0, a PtLPAAT2 przy pH 10,0. Jony wapnia wptywaty hamujgco na aktywnos¢
obydwu badanych enzymoéw typu LPAAT. Wplyw jonéw magnezu na ich aktywnos¢ zalezat jednak od ich
stezenia; stezenie 0,05 mM zwiekszato aktywno$¢ obu enzymdw, a stezenia 0,5 mM i 1 mM hamowaty ich
aktywnos¢.

Przeprowadzone transformacje roslin Arabidopsis genami szlaku biosyntezy EPA nie doprowadzity
do uzyskania ro$lin transgenicznych zawierajacych w lipidach zaréwno czeSci nadziemnej (liscie, todygi,
kwiaty, straczki) jak i w nasionach kwaséw ttuszczowych ze szlaku biosyntezy EPA. Przyczyna jak na razie
pozostaje nieznana.



