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Abstrakt

Kvasinky su schopné uklafiaespotrebovant metabolicki energiu do svojichddumo forme
neutralnych lipidov, triacylglycerolov (TAG) a stéesterov (SE). TAG a SE tvoria zaklad lipidovych
partikdl. Tvorba LP je zavisla od Styroch génovybduktov: Dgalp, Lrolp, Arelp a Are2p. Weé
mastné kyseliny musia Bypred zapojenim do lipidového metabolizmu najskktivavané. Za
aktivaciu st zodpovedné acyl-CoA syntetdzy (Fa&ga2p, Faa3p a Faadp),dormn kombinovana
delécia génov pre dve z nich, FAA1 a FAA4, spbsebujkvasinkySaccharomyces cerevisiae
sekréciu mastnych kyselin (MK). V praci sme sa zafheia Studium wveahu medzi syntézou
neutralnych lipidov a sekréciou MK u kvasini8accharomyces cerevisiagéinnos’ sekrécie MK
sme merali pomocou réznych analytickych metod. madich analyzach sme pozorovali rozdiely
v hladinach vysekretovanych MK. Z nameranych vystedsme zistili, Ze sekretujuci kiéez LP,
sekretuje MK vyrazne viac ako sekretujici knosahujici LP.
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Uvod

Lipidové partikuly zohravaju vyznamnd udlohu v lipgbm a energetickom
metabolizme [1]. LP sa skladaju z hydrofébnehogadbsahujiuceho neutralne lipidy, ktoré je
ohrantené fosfolipidovou monovrstvou [2].

Prijaté alebo nadprodukované mastné kyseliny (M&)vdunke ukladaju v podobe
zasobnych lipidov, triacylglycerolov (TAG) a stezsterov (SE), do lipidovych partikal (LP)
[3,4]. Syntéza LP u kvasiniek je kontrolovana Styanzymami, z ktorych dva sa potig
na produkcii TAG a dva na produkcii SE [5]. Za tworTAG v LP su zodpovedné proteinoveé
produkty dvoch génovRO1aDGAL. Za syntézu SE su zodpovedné dve Acyl-CoA sterol
acyltransferazy:Arelp aAre2p [1,6,7]. Kvasinky, ktoré nemaju ani jeden z enzymo
katalyzujucich tvorbu TAG a SE, netvoria LP a aané sa ako QM (quadruple mutant).
KvasinkaS. cerevisiasekretuje MK do okolitého prostredia,dksu v nej stiasne deletované
gény pre dve acyl-CoA syntetazyAAlaFAA4), ktoré su zodpovedné za aktivaciu prijatych
MK z vonkajSieho prostredia [8].

Cielom naSej prace bolo zigtiaky vplyv maja neutralne lipidy aich syntéza na
sekréciu mastnych kyselin.

Material a metédy

V experimentoch boli pouZzité nasledovné kmene:
Tabulka 1: Nazvy pouzitych kmigov
BY4742 + YCplac33
BY4742faal,44 + YCplacl1ll
BY4742 QM + YCplac111
BY4742 QMfaal,H + YCplacl11l
BY4742 QMfaal, 4 + YCplac111DGA1l
BY4742 QMfaal, 44 + YCplac111{RO1
BY4742 QMfaal,4 + YCplac111ARE1
BY4742 QMfaal,4 + YCplac111ARE2




Spektrofotometrické meranie sekretovanych mastikysklin do média

Hladiny vysekretovanych mastnych kyselin sme merainocou spektrofotometra pri
vinovej dZzke 600nm.\&asovych intervaloch sme sledovali zakal média v@stpch kméov,
pricom intenzita zakalenia média nam reprezentovalazsino sekretovanych MK do média.

Tenkovrstvova chromatografia (TLC)

Lipidy boli odparené dosucha asuspendované v malabjeme zmesi
chloroform:metanol 2:1. Na TLC piat bolo nanesenych fDpomocou poloautomatického
nanésacieho pristroja CAMAG Linomat 5. Lipidy bdélené na TLC platni v dvoch krokoch
vyvijacou zmesou |. (petroléter:dietyléter:kys.o&os pomere 70:30:2) do 3/4 TLC platne
a nasledne vyvijacou zmesou Il. (petroléter.diegylésr pomere 49:1) po koniec platne.
Skvrny lipidov boli vizualizované spalenim nasledevTLC platta sa namila v spdovacej
zmesi a nésledne inkubovala cca 5 min. pri 130%€pilovzdusnej suke s priebeZznym
kontrolovanim intenzity spalenia. Jednotlivé lipidigoli identifikované porovnanim
s pohyblivogou Standardov.

Vysledky a diskusia

VoIné mastné kyseliny sa v bunkach po aktivacii poraamyl-CoA syntetaz a syntéze
TAG a SE, ukladaju do lipidovych partikul v podabeutralnych lipidov. Predpokladali sme,
Ze ak bunka nema moznosilozit MK do neutralnych lipidov a zaroiieje schopna
sekretové MK, zvysi sa tak sekrécia MK danou bunkou.

Pomocou spektrofotometrickych analyz sme boli sofopledovéd néarast kmgov
(Graf 1) v zasvislosti odasu a hladiny vysekretovanych mastnych kyselin @piich zakal
supernatantu (Graf 2), taktiez v zavislosticagu.
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Graf 2 Meranie hladiny vysekretovanych mastnych kysetimastového média
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Vysledky spektrofotometrickych merani zakalu kuwdtiveho média ukazuja, Ze
sekretujuci km# bez lipidovych partikal (BY4742 QMaal,#1 + YCplll) v porovani so
sekretujucim kmgom s lipidovymi partikulami (BY4742faal,41 + YCpl1l), dosahuje
vysSiu sekréciu MK (graf 2). Zarokez vysledkov vyplyva, Ze sekretujuci kimebez
lipidovych partikal, zo vSetkych pozorovanych kiog, sekretuje MK najvyraznejsie.

Na overenie tychto tvrdeni sme analyzovali lipidy @omocou tenkovrstvovej
chromatografie (TLC) a plynovej chromatografie (G@br. 2). Vysledky z TLC nam
potvrdili funkénog’ jednotlivych génov syntézy NL. KmesDGAL, resp.LRO1 tvori TAG
avsak nie SE, zafiado kmeai s AREL, resp. AREZ2, tvori SE a netvori TAG (Ofjr. 1
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Obréazok 1 TLC analyza neutralnych lipidov izolovanych z bekiSt: 1 Fosfolipidy 2.
Ergosterol 3. Lanosterol 4. Vieé MK 5. Triacylglycerol 6.Sterolestery 7. Skvalén
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Obrazok 2 GC analyza metylesterov mastnych kyselin extrahgstaz kultiva&nych médii



Zaver:

Na zaklade analytickych metéd sme pozorovali, Zkresejuci kme s lipidovymi
partikulami (BY4742faal, 4 + YCplll), sekretuje mastné kyseliny v menSich Zatwéch
ako Studované sekretujice kmene. Zaiiowne pozorovali, Ze sekretujuci kineez
lipidovych partikal (BY4742 QM faal, 44 + YCplll) sekretuje mastné kyseliny
najvyraznejSie spomedzi Studovanych koe Zo ziskanych vysledkov vyplyva, Ze ak
kvasinka v dosledku narusenej syntézy NL neobsdtRjaie je schopna uklatd®K do NL
a preto sa sekrécia MK zvyrazni. Naopak opatovnyiadnim génov zodpovednych za
syntézu NL DGA1, LRO1, AREhleboARE3J, dochadza k tvorbe LP, do ktorych sa MK
moZu ukladé a tym sa sekrécia zniZuje.
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Abstract

Yeast cells are able to store unused metabolicggnar form of neutral lipids namely
triacylglycerols (TAG) and sterolesters (SE). TA®IZ&SE form a core of so called lipid droplets (LD).
Formation of LD depends on four gene products: Pgatolp, Arelp and Are2p. TAG and SE are
also main storage components of free fatty acicee Fatty acids can be activated and placed iptd li
metabolism by four activation genes. It is knowrgttcombined deletion of two fatty acid activation
genesFAAl andFAA4, causes fatty acid secretion phenotype in yBastharomyces cereviside
our work we have studied a relationship betweeth&gis of neutral lipids and secretion of fattydaci
in yeast. Efficiency of fatty acid secretion wasasred by several techniques. We demonstrate that
mutant with absence of LD secreted higher amouhti&tty acids into growth media compare to
control strain. In addition, we have identifiedfdiences between amounts of lipids.



