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				STRESZCZENIE

				Lipazy to enzymy powszechnie występujące w mikroorganizmach, grzybach, roślinach i zwierzętach. Ich główną funkcją w metabolizmie komórki jest hydroliza (lipoliza) wią-zań estrowych pomiędzy kwasami tłuszczowymi a glicerolem w mono-, di- i triacyloglicero-lach. U roślin lipazy odgrywają ważną rolę w ontogenezie, uczestnicząc zarówno w rozwoju wegetatywnym, jak i w stadiach generatywnych. Enzymy te mogą też być komponentem re-akcji roślin na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe. Bazując na podobieństwie sekwen-cji aminokwasowej i wakuolarnej lokalizacji niektórych lipaz roślinnych do drożdżowego Atg15 przedstawiamy hipotezę o udziale lipaz w autofagii (a dokładniej w degradacji ciała autofagowego) u roślin. Pomimo wąskiej specyfiki substratowej i rodzaju katalizowanych reakcji w komórkach, lipazy znajdują liczne zastosowania biotechnologiczne. Cechy fizyko-chemiczne lipaz warunkujące np. szeroką specyfikę substratową w warunkach in vitro czy wysoką stabilność w szerokim zakresie pH i temperatury, powodują że enzymy te są obiek-tem badań o charakterze aplikacyjnym, a lipazy roślinne wykazują coraz większy potencjał w tym obszarze nauki i przemysłu.

				WPROWADZENIE

				Według klasyfikacji Komitetu Nazewnictwa Międzynarodowej Unii Bioche-mii i Biologii Molekularnej, lipazy zostały przyporządkowane do hydrolaz ka-talizujących rozszczepienie wiązań estrowych w cząsteczkach acylogliceroli (EC 3.1.1.3; baza danych BRENDA) i powinny być odróżniane od esteraz (EC 3.1.1.1). Lipazy katalizują reakcje hydrolizy substratów nierozpuszczalnych w wodzie, takich jak triacyloglicerole czy inne poliestry zbudowane z długołańcuchowych kwasów tłuszczowych. Esterazy natomiast preferują substraty rozpuszczalne w wodzie i wykazują wysoką aktywność względem lipidów zbudowanych z kwa-sów tłuszczowych o krótkich łańcuchach węglowych [1].

				W roku 1856 Francuski badacz Claude Bernard jako pierwszy zidentyfikował enzym o aktywności lipolitycznej. Dokładniej, zauważył on, że sok trzustkowy zwierząt był w stanie z łatwością degradować tłuszcz pochodzący z masła i ole-ju. Kilka lat później Balser, Langerhans i Flexner scharakteryzowali „ferment” trzustkowy, który rozszczepiał tłuszcz. Z kolei w 1909 roku Whitehead udowod-nił, że tłuszcz nie jest w stanie dostać się do komórki w postaci niezhydrolizo-wanej [2]. W następstwie opisanych wyżej odkryć świat naukowy potwierdził powszechne występowanie lipaz w mikroorganizmach, organizmach roślin-nych i zwierzęcych. Jednym z późniejszych kierunków badań były próby krysta-lizacji wybranych lipaz, głównie pochodzenia mikrobiologicznego. Zazwyczaj były to lipazy grzybowe. Pierwsze próby krystalizacji nie dawały zadawalają-cych wyników, co było spowodowane niską jakością prób, a tym samym niską rozdzielczością obrazów analizy krystalograficznej [3]. Z biegiem lat udało się uzyskać odpowiednie jakościowo próby, które umożliwiły opisanie struktury przestrzennej enzymu. Niemniej jednak, pomimo poznania sekwencji amino-kwasowej, nie uzyskano formy krystalicznej żadnej lipazy roślinnej [4]. Ziden-tyfikowano jednak podobieństwa strukturalne lipaz do innych enzymów, takich jak esterazy, proteazy, dehalogenazy, hydrolazy epoksydowe, czy peroksydazy, a tym samym umożliwiło to ich zaklasyfikowanie do rodziny fałdowanych hy-drolaz α/β [3-6]. Lipazy zalicza się do hydrolaz serynowych, które w centrum aktywnym zawierają triadę aminokwasów katalitycznych: serynę, kwas aspara-ginowy lub glutaminowy i histydynę [6].

				Pomimo, że lipazy w organizmach żywych pełnią raczej wąsko zdefiniowaną funkcję polegającą na degradacji acylogliceroli do wolnych kwasów tłuszczo-wych i glicerolu, to w warunkach sztucznych, w tym warunkach niewodnych, enzymy te katalizować mogą wiele innych reakcji chemicznych, ważnych dla zastosowań biotechnologicznych. Dlatego w pierwszej części artykułu skupio-no się na przedstawieniu wiedzy o strukturze molekularnej lipaz, ich lokalizacji 
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				tkankowej i komórkowej oraz roli tych enzymów w meta-bolizmie i ontogenezie roślin. Przedstawiono również nową hipotezę dotyczącą roli lipaz w autofagii w komórkach ro-ślinnych, a dokładniej ich potencjalnego udziału w degrada-cji ciał autofagowych zachodzących u roślin w wakuolach. W drugiej części niniejszego opracowania przedstawione zostały zastosowania i biotechnologiczny potencjał lipaz roślinnych.

				STRUKTURA MOLEKULARNA I REAKCJE KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZY W ORGANIZMACH ŻYWYCH

				Struktura molekularna lipaz

				Molekularna struktura przestrzenna wszystkich lipaz jest podobna, pomimo występowania znacznych różnic w sekwencji aminokwasowej, czy wielkości samego enzy-mu, która wynosić może od mniej niż 20 do około 60 kDa [7]. Lipazy, podobnie jak inne hydrolazy α/β, zawierają w swojej strukturze arkusz zbudowany z ośmiu równoległych β-harmonijek (druga jest w pozycji antyrównoległej), upo-rządkowanych jako 12435678. Nici β3 do β8 połączone są α-helisami rozmieszczonymi po bokach centralnego arku-sza. Centrum aktywne enzymu zawiera tzw. triadę katali-tyczną, która jest konserwatywna dla lipaz i zbudowana jest z seryny (nukleofil), kwasu asparaginowego lub glutamino-wego (reszta kwasowa) i histydyny, i jest bardzo podobna do triady obserwowanej w proteazach serynowych; różni się tylko kolejnością aminokwasów w sekwencji [6-8]. Taka kolejność aminokwasów w budowie triady katalitycznej jest kluczowa dla prawidłowego ułożenia splotów i zgięć w strukturze trójwymiarowej całego enzymu. Seryna jest odpowiedzialna za zgięcia, kąty czy skręcenia głównego łańcucha enzymu, a dzięki charakterystycznemu ułożeniu prowadzi do utworzenia ostrego skrętu w strukturze szkie-letu białkowego, tzw. łokcia nukleofilowego (z ang. nucle-ophilic elbow) [7]. W strukturze większości lipaz występuje również konserwatywny motyw w sekwencji aminokwaso-wej: Gly-x-Ser-x-Gly (GxSxG; GSG). Ten 5-aminokwasowy motyw zlokalizowany jest na N-końcu białka i zawiera klu-czową dla katalizy enzymatycznej serynę [6,9,10]. Niemniej jednak niektóre lipazy zamiast motywu Gly-x-Ser-x-Gly zawierają inny konserwatywny motyw: Gly-Asp-Ser-Leu (GDSxxDxG; GDSL, zwane też lipazami GELP), który rów-nież zlokalizowany jest na N-końcu [6,9,10]. Lipazy GDSL zawierają cztery reszty katalityczne: Ser, Gly, Asn i His [10], 

			

		

		
			
				ale nie posiadają tzw. łokcia nukleofilowego [6]. W trakcie reakcji katalizowanej przez lipazy powstaje produkt po-średni (oksoanion), który stabilizowany jest przez wiązania wodorowe pomiędzy dwoma aminokwasami tworzącymi tzw. dziurę oksoanionową. Wyróżnia się trzy typy (klasy) dziury oksyanionowej (GX, GGGX i Y) i mają one istotne znaczenie i dla specyfiki substratowej lipaz [6]. W wielu lipazach za prawidłowe wykształcenie dziury oksoaniono-wej odpowiada też wieko znajdujące się w pozycji otwar-tej [7]. W prawidłowej budowie lipaz obserwuje się most-ki dwusiarczkowe, które warunkują stabilność i są istotne dla aktywności katalitycznej enzymu [6]. Lipazy są często glikozylowane. Przykładem wysoko glikozylowanego en-zymu może być lipaza trzustkowa, u której reszty cukrowe stanowić mogą do 15% masy. Zazwyczaj glikozylacja lipaz warunkuje ich rozpuszczalność w wodzie, stabilność i ak-tywność [7].

				Lipazy najczęściej działają na granicy fazy lipid-woda i ich aktywność jest ściśle połączona z elementami struktu-ralnymi, które warunkują zmienną dostępność substratów do miejsca aktywnego enzymu. Tymi elementami są zlo-kalizowane ponad centrum aktywnym enzymu ruchome amfipatyczne pętle peptydowe zwane wiekiem (ang. lid). W warunkach wodnych wieko jest przeważnie zamknięte i miejsce aktywne enzymu jest wtedy chronione przed środo-wiskiem zewnętrznym, i tym samym nie jest ono dostępne dla substratów - enzym nie jest aktywny. Jednakże w obec-ności warstwy hydrofobowej wieko zmienia konformację, otwierając tym samym dostęp substratów do miejsca ak-tywnego lipaz. Taka regulacja aktywności enzymu wyma-gająca istnienia granicy fazy apolarnej i wodnej nosi nazwę aktywacji międzyfazowej [8,11].

				Specyficzność substratowa lipaz

				Zasadniczą reakcją katalizowaną przez lipazy w organi-zmach żywych jest hydroliza wiązań estrowych pomiędzy kwasami tłuszczowymi a glicerolem w cząsteczkach triacy-logliceroli, a w konsekwencji tej reakcji, kolejno w cząstecz-kach diacylogliceroli i ostatecznie monoacylogliceroli. Pro-duktami tych reakcji jest glicerol i wolne kwasy tłuszczowe [1,6,12-15] (Ryc. 1). Triacyloglicerole są jednymi z głównych materiałów zapasowych w tkankach roślinnych i zdepono-wane są one w ciałach olejowych rozproszonych w cytopla-zmie [16]. Lipazy rozkładające zapasowe triacyloglicerole określane są jako lipazy SDP lub SDP1 (ang. SUGAR-DE-
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				Rycina 1. Schemat deestryfikacji (hydrolizy, lipolizy) tri-, di- i monoacyloglicerolu katalizowany przez lipazę. Produktami reakcji są wolne kwasy tłuszczowe i glicerol.
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				PENDENT) [17] i są jednymi z najlepiej poznanych jak do tej pory lipaz roślinnych [14]. Aktywność lipaz katalizujących rozkład triacylogliceroli u roślin może być regulowana m. in. przez poziom końcowego produktu degradacji zapaso-wego tłuszczu, jakim są cukry (glukoza i sacharoza) [16] (Ryc. 2). Substratami lipaz mogą też być fosfolipidy. Przy-kładem jest plastydowa lipaza PLIP [18], czy Atg15 – droż-dżowy enzym działający w wakuoli [19].

				LOKALIZACJA I FUNKCJE LIPAZ W ROŚLINACH

				Ekspresja genów kodujących lipazy

				Udowodniono, że RNA wyekstrahowane z tarczki za-rodkowej kiełkujących ziarniaków kukurydzy (Zea mays) jest nośnikiem informacji genetycznej koniecznej do syn-tezy lipaz de novo na wolnych polirybosomach. Podczas kiełkowania ziarniaków kukurydzy, mRNA kodujące lipa-zy zidentyfikowane zostało pomiędzy drugim a szóstym 

			

		

		
			
				dniem, szczyt jego zawartości osiągany był piątego dnia, a następnie szybko zanikał [20]. Badania na kiełkujących nasionach i siewkach mutantów rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) wykazały, że ekspresja genu SDP1 ko-dującego domenę patatynową lipazy triacyloglicerolu jest kluczowa dla zainicjowania rozkładu zapasowego tłuszczu we wczesnych stadiach wzrostu i rozwoju rośliny [17]. Z kolei supresja ekspresji genów rodziny lipaz SDP1 skut-kowała podwyższonym poziomem akumulacji zapasowe-go tłuszczu w dojrzewających nasionach rzepaku (Brassica napus) [21]. Transkrypty genów kodujących lipazy (w tym lipazę SDP1) zostały również zidentyfikowane w osiach za-rodkowych kiełkujących nasion różnych gatunków łubinu (Lupinus spp.), których poziom był wyraźnie wyższy w wa-runkach głodu węglowego [22-24]. Analiza bioinformatycz-na całego genomu kilkunastu gatunków roślin wskazuje na istnienie dziesiątek lub setek (od 70 u Prunus avium do 194 u Malus domestica) genów kodujących lipazy GDSL, aczkol-
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				Rycina 2. Schemat obrazujący współdziałanie peroksysomów i ciał olejowych w katalizowanym przez lipazy rozkładzie zapasowych triacylogliceroli oraz przemiany uwolnionych w trakcie lipolizy kwasów tłuszczowych w komórkach roślinnych. Zasocjowane z błoną peroksysomu lipazy SDP1 przemieszczane są na powierzchnię ciała olejowego poprzez peroksule, czyli tubularne struktury błony peroksysomalnej. Uwolnione w trakcie lipolizy kwasy tłuszczowe ulegają β-oksydacji, która zacho-dzi w peroksysomie. Acetylo-CoA staje się substratem cyklu glioksalowego, który częściowo zachodzi w peroksysomie i częściowo w cytoplazmie. Bursztynian zostaje przetransportowany do mitochondrium, gdzie wskutek aktywności niektórych enzymów cyklu kwasów trójkarboksylowych (cykl TCA, cykl Krebsa) ulega przemianie do jabłczanu. W cytoplazmie, w procesie glukoneogenezy, odtworzone zostają cukry proste, które wykorzystane mogą być w tej samej komórce, albo po konwersji do sacharozy, być przetransportowane do innych komórek, tkanek czy organów roślinnych [16,25]. KT – kwasy tłuszczowe, PXA1 – peroksysomalny transporter ABC, SDP1 – SUGAR-DEPENDENT1, TAG – triacyloglicerole.
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				wiek biologiczna funkcja tych lipaz u roślin nie została jesz-cze w pełni opisana [10]. Niemniej jednak dla części genów kodujących lipazy GDSL potwierdzono ekspresję i opisano biologiczną funkcję w organach, tkankach i wydzielinach różnych gatunków roślin [9]:

				Rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana) – rozwija-jące się nasiona, korzenie, korzenie przybyszowe, siew-ki, liście, rozety liściowe, pędy, pąki kwiatowe, kwiaty, kwiatostany, pręciki, nasiona;

				Ryż siewny (Oryza sativa) – międzywęźla, liście, komórki epidermy;

				Kapusta rzepak (Brassica napus) – rozwijające się i kiełku-jące nasiona, liście, pędy, pąki kwiatowe;

				Papryka roczna (Capsicum annuum) – tkanki przewodzą-ce;

				Lucerna siewna (Medicago sativa) – brodawki korzeniowe;

				Bawełna kosmata (Gossypium hirsutum) – zalążki i włók-na;

				Pomidor zwyczajny (Solanum lycopersicum) – egzokarp rozwijającego się owocu;

				Wrotycz starcolistny (Tanacetum cinerariifolium) – siewki, liście, pąki kwiatowe, kwiaty;

				Jakaranda mimozolistna (Jacaranda mimosifolia) – nektar kwiatowy;

				Rauwolfia żmijowa (Rauvolfia serpentina) – liście;

				Wyczyniec polny (Alopecurus myosuroides) – liście siewki;

				Agawa amerykańska (Agave americana) – epiderma liścia;

				Kukurydza zwyczajna (Zea mays) – siewki, korzenie.

				Lipoliza

				Lipazy przejawiają wysoką aktywność podczas kiełko-wania nasion i wzrostu siewek. Wykazują one wtedy lokali-zację skorelowaną z powierzchną organelli magazynujących lipidy, czyli z powierzchnią ciał olejowych [12,14,15,25,26] (Ryc. 2). Ciało olejowe (zwane też oleosomem, ciałem tłusz-czowym, ciałem lipidowym, kroplą olejową lub kroplą tłuszczu/tłuszczową) to organellum zbudowane z acylo-glicerolowego rdzenia (zawartości), otoczonego monowar-stwą fosfolipidów, w której zakotwiczone są białka - oleo-zyny, kaleozyny i steroleozyny, spośród których dominują oleozyny [27]. Jedną z funkcji oleozyn jest kontrola struktu-ry i rozmiaru ciał olejowych poprzez zapobieganie ich nie-kontrolowanej fuzji [12]. Początkowo uważano, że oleozyny są miejscem wiązania lipaz na powierzchni ciała olejowego [28,29], ponieważ lipazy nie przyłączały się do innych orga-nelli [29]. Jednakże późniejsze badania dowiodły, że oleozy-ny najpierw ulegają ubikwitynacji i są degradowane przez proteasomy, a dopiero po rozkładzie tych białek lipazy są dostarczane na powierzchnię ciał olejowych za pomocą peroksysomalnych wypustek, czyli tzw. peroksul [25]. Do-starczane na powierzchnię ciał olejowych lipazy, to głównie lipazy SDP1, które przeprowadzają reakcje lipolizy, czy-li degradacji zapasowych triacylogliceroli [12,14,15,25,26] (Ryc. 1). Uwolnione przez lipazy do cytoplazmy kwasy tłuszczowe transportowane są do peroksysomów przez peroksysomalny transporter ABC (PXA1) [14,15] i ulegają następnie licznym przemianom metabolicznym na które składa się β-oksydacja w całości zlokalizowana w peroksy-somach, cykl glioksalowy zachodzący częściowo w perok-sysomach i częściowo w cytoplazmie, fragment cyklu kwa-

			

		

		
			
				sów trójkarboksylowych (cykl Krebsa) i finalnie w trakcie zachodzącej w cytoplazmie glukoneogenezy przekształcane są w glukozę i sacharozę [16] (Ryc. 2).

				U roślin związki lipidowe gromadzone są nie tylko w ciałach olejowych, ale również w niektórych typach pla-stydów. W leukoplastach (występujących we włoskach wydzielniczych) gromadzone są oleje aromatyczne, a w elajoplastach deponowany jest tłuszcz zapasowy, podob-nie jak ma to miejsce w ciałach olejowych tkanek i organów spichrzowych, jak np. w bielmie czy liścieniach nasion [30]. Niemniej jednak nie ma danych literaturowych odnoszą-cych się do lokalizacji lipaz w tych organellach.

				Lipazy w ewolucji i ontogenezie roślin

				W ujęciu ewolucyjnym lipazy GDSL (GELP) pojawiły się u ostatniego wspólnego przodka Zygnematophyceae (glo-nów) i roślin lądowych i aktualnie występują u wszystkich roślin lądowych. Enzymy te są jednymi spośród wielu bia-łek uczestniczących w biosyntezie i polimeryzacji związków budujących kutykulę (głównie kutyny i suberyny), a poja-wienie się kutykuli (ok. 450 mln lat temu) i ściany komórko-wej uważane jest za jeden z kamieni milowych w ewolucji roślin, umożliwiający im kolonizację lądu [10]. Ponadto li-pazy GDSL upowszechniły się u ewolucyjnie pierwotnych widłaków – grupie roślin, która wyodrębniła się krótko po pojawieniu się wiązek przewodzących, co również wskazu-je na ważną rolę tych enzymów w ewolucji roślin naczynio-wych [10].

				Lipazy odgrywają kluczową rolę w początkowych eta-pach kiełkowania nasion i ziarniaków oraz wzrostu i roz-woju siewek. Zawartość oleju w kiełkujących nasionach zmniejsza się sukcesywnie, co wskazuje na zachodzenie procesu jego hydrolizy katalizowanej przez lipazy (lipoli-za). Aktywność lipaz została potwierdzona w kiełkujących nasionach i ziarniakach niezależnie od ilości magazynowa-nego w nich tłuszczu. Najlepiej pod tym względem zbada-ne są nasiona oleiste Arabidopsis thaliana [14], ale aktywność lipaz potwierdzono również w kiełkujących białkowych nasionach różnych gatunków łubinu (Lupinus spp.) [16,23], jak i w kiełkujących skrobiowych ziarniakach kukurydzy (Zea mays) [31] czy ryżu (Oryza sativa) [32]. Finalnymi pro-duktami degradacji zapasowych lipidów u roślin są cukry, takie jak glukoza i sacharoza (Ryc. 2), które wykorzystywa-ne są w licznych procesach anabolicznych, ale też mogą być wykorzystywane jako substraty oddechowe w rozwijają-cych się siewkach [16]. W nasionach i siewkach Arabidopsis thaliana stwierdzono występowanie lipazy OBL1 (ang. Oil body lipase 1), która wykazuje wspólną lokalizację z ciałami olejowymi i katalizuje rozkład tri-, di- i monoacyloglicero-li, ale kiełkowanie nasion oraz wzrost i rozwój siewki nie był zakłócony u mutanta obl1, pomimo tego, że lipaza OBL1 warunkuje zdecydowaną większość aktywności lipolitycz-nej u tego gatunku [33]. W wydłużających się koleoptylach ryżu, wykazano ekspresję genu GER1, który koduje motyw lipazy GDSL. Stwierdzono też, że ekspresja genu GER1 może być stymulowana przez kwas jasmonowy lub świa-tło, i negatywnie regulować wydłużanie koleoptyli u tego gatunku [10]. Lipazy wraz z auksynami biorą udział w roz-woju korzeni bocznych u Arabidopsis thaliana, co powiązane 
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				jest z regulacją odkładania i degradacji suberyny w ścianach komórkowych komórek endodermalnych pokrywających primordia, czyli zawiązki korzeni bocznych. Regulatorowa rola auksyn w tym procesie polega na stymulacji ekspresji genów wybranych lipaz, które zaangażowane są zarówno w proces polimeryzacji jak i degradacji suberyny podczas ini-cjacji wzrostu korzeni bocznych. Przypuszcza się również, że lipazy uczestniczą w sieci regulatorowej, w której to ety-len kontroluje wzrost korzeni, ale ten obszar wymaga dal-szych badań [10]. Lipazy pośredniczą w metabolizmie kuty-kuli i krzemionki, która wpływa na wysokość roślin. W tym aspekcie przyjmuje się, że kluczową rolę odgrywają lipazy GDSL zlokalizowane w apoplaście epidermy. Lipazy DR (ang. DROOPING LEAF; należące do lipaz GDSL) zaanga-żowane są w odkładanie krzemionki w naskórku pod war-stwą kutykuli w liściach, a lipazy WDL1 (ang. Wilted Dwarf and Lethal1) związane są z prawidłowym wzorem odkła-dania kutyny na powierzchni komórek epidermy. Mutanty dr i wdl1 Arabidopsis thaliana reprezentują pokrój karłowaty i są letalne na wczesnych etapach rozwoju siewki wskutek nadmiernej utraty wody. Badania te wskazują na udział lipaz w metabolizmie krzemionki i składników kutykuli, który przekłada się na wysokość rośliny, ale ten aspekt re-gulacji wzrostu rośliny nie jest jeszcze dobrze poznany [10]. Modelowanie powierzchni komórek naskórka jest również ściśle powiązane z rozwojem aparatów szparkowych, które odgrywają kluczową rolę w interakcjach rośliny ze środo-wiskiem zewnętrznym. Wykazano, że pewne lipazy GDSL związane z siateczką śródplazmatyczną i ciałami olejowy-mi u Arabidopsis thaliana uczestniczą we wczesnej biosyn-tezie wosku i formowaniu kutykularnej krawędzi komórek szparkowych, a mutanty w obrębie tych genów przejawiały mniejszą konduktywność szparkową spowodowaną war-stwą kutykuli uformowaną pomiędzy krawędziami komó-rek aparatu szparkowego. Sugeruje się więc, że zależne od lipaz GDSL modelowanie powierzchni komórek epidermy ma znaczenie w prawidłowym wykształceniu i funkcjono-waniu aparatów szparkowych u roślin [10].

				Lipazy pełnią istotną funkcję w stadiach generatywnych roślin, głównie podczas rozwoju kwiatów i nasion. Lipazy są uważane za jedne z najważniejszych enzymów biorących udział w rozwoju pyłku. Lipidy i lipazy są konieczne dla wytworzenia prawidłowej struktury kutykuli pylnika i ścia-ny ziarna pyłku. Mutacje genów kodujących enzymy zwią-zane z metabolizmem lipidów, w tym mutacje genów kodu-jących lipazy, mogą wywoływać męską sterylność u roślin, która jest rezultatem nieprawidłowego wykształcenia się pręcików oraz zaburzonym funkcjonowaniem komórek ta-petum w pylnikach [10]. Lipazy (głównie SDP1-like, ale też inne lipazy) przejawiają wysoką aktywność w dojrzałych ziarnach pyłku Arabidopsis thaliana, warunkując ich pra-widłowe kiełkowanie i wzrost łagiewki pyłkowej [14]. W łagiewkach pyłkowych tego gatunku stwierdzono wysoki poziom lipazy OBL1, a mutant obl1 przejawiał wolniejszy wzrost łagiewki pyłkowej in vivo [33]. Lipazy są również istotne w procesie rozwoju żeńskich organów płciowych ro-ślin. Podobne do lipaz kutynazy biorą udział w degradacji kutykuli znamienia słupka, co jest konieczne do prawidło-wego zapylenia [10]. Dodatkowo, lipazy mogą być składni-kiem nektaru, który odgrywa ważną rolę w przyciąganiu zapylaczy u roślin. Przykładem może być nektar kwiatów 

			

		

		
			
				Jacaranda mimosifolia, którego składnikiem jest białko JNP1, wykazujące aktywność lipazy/esterazy. Nektar tego gatun-ku zawiera dużo związków lipofilnych i wolnych kwasów tłuszczowych uwalnianych przez JNP1, które są atrakcyjne dla zapylaczy [10,34]. Lipazy odgrywają też rolę po zapyle-niu i zapłodnieniu, wpływając na poziom akumulowanego tłuszczu w rozwijających się nasionach. W chloroplastach Arabidopsis thaliana zidentyfikowano lipazę plastydową 1 (PLIP1) będącą fosfolipazą A1. Jest to lipaza związana z błonami tylakoidowymi chloroplastów i jej aktywność prze-kłada się na efektywność biosyntezy i akumulacji zapaso-wego tłuszczu w dojrzałych nasionach. Lipaza ta uwalnia trans-wielonienasyconą grupę acylową ze specyficznych dla chloroplastów fosfatydylogliceroli. Uwolnione przez tę lipazę kwasy tłuszczowe mogą być wbudowane w inne fos-folipidy błon chloroplastowych (głównie w fosfatydylocho-linę) lub w triacyloglicerole, które deponowane są w ciałach olejowych. Geny PLIP1 wykazują wysoki poziom ekspresji w dojrzewających nasionach Arabidopsis thaliana. Nasiona mutanta insercyjnego plip1 zawierały około 10% mniej grup acylowych (co wskazuje na niższy poziom zapasowych tria-cylogliceroli), ale nasiona mutantów z nadekspresją genu PLIP1 zawierały od 40 do 50% więcej grup acylowych niż nasiona roślin dzikich [18]. Rola lipaz w rozwoju owoców jest słabo zbadana i wydaje się, że te enzymy nie są klu-czowe dla prawidłowego przebiegu tego stadium rozwoju roślin. Stwierdzono, że mutacje w obrębie wybranych ge-nów lipaz nie wpływają na rozmiar owoców u pomidora (Solanum lycopersicum), a na podstawie analiz bioinforma-tycznych przypuszcza się tylko, że niektóre lipazy GDSL mogą być związane z rozwojem owoców u roślin z rodziny Rosaceae [10]. Istnieją jednak dane pokazujące, że niektóre lipazy mogą poprawiać specyficzne parametry konsump-cyjne owoców pomidora. Zidentyfikowano bowiem lipazę LIP8, która odpowiada za wytwarzanie lotnych związków organicznych pochodzących z kwasów tłuszczowych (ang. Fatty acid-derived volatile organic compounds, FA-VOCs). Są to krótkołańcuchowe acyle zbudowane z 5-6 atomów węgla i warunkują one smak owoców, czyniąc je bardziej atrak-cyjnymi dla człowieka. Prekursorami tych związków jest kwas linolowy (18:2; 18-węglowy, dwunienasycony) i kwas linolenowy (18:3), aczkolwiek dokładny przebieg początko-wych etapów biosyntezy tych związków nie jest w pełni po-znany. Angażując jednak techniki związane z metabolomi-ką i genomiką zidentyfikowano gen LIP8, którego poziom ekspresji był ściśle skorelowany z akumulacją FA-VOCs, a badania in vitro wykazały, że lipaza LIP8 może katalizować reakcje rozszczepienia wielu wolnych kwasów tłuszczo-wych, w tym kwasu linolowego i linolenowego [35].

				Lipazy identyfikowane są nie tylko w komórkach, ale mogą one również być składnikiem wydzielin wytwarza-nych przez rośliny. U Arabidopsis thaliana wiele lipaz GDSL zawiera peptydową sekwencję sygnalną (od 13 do 113 ami-nokwasów), która pozwala na kierowanie takich białek na zewnątrz komórki. Analiza sekwestromu zawiesiny komór-kowej Arabidopsis thaliana pozwoliła zidentyfikować białka zawierające domeny GDSL, które wykazywały aktywność lipolityczną in vitro i były lokalizowane w przestrzeni po-zakomórkowej lub w ścianie komórkowej [9]. Jak już wyżej wspomniano, lipazy są składnikiem nektaru produkowane-go w kwiatach Jakarandy mimozolistnej (Jacaranda mimosifo-
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				lia) [34], ale są też składnikiem lateksu wytwarzanego przez Melonowca właściwego (Carica papaya) [36].

				Rola lipaz w reakcjach roślin na abiotyczne i biotyczne czynniki stresowe

				Lipazy mogą być zaangażowane w reakcje roślin na abiotyczne i biotyczne czynniki stresowe [1,9,10]. Spośród czynników abiotycznych jednymi z najpowszechniej od-działujących na rośliny są susza i zasolenie. Analiza bio-informatyczna danych transkryptomicznych soi (Glycine max) umożliwiła zidentyfikowanie puli genów kodujących lipazy GDSL, których poziom ekspresji był uzależniony od stresu (ang. stress-responsive). Nadekspresja jednego z takich genów (GmGELP28) w Arabidopsis thaliana pozwoli-ła uzyskać u zmutowanych roślin zwiększoną odporność na suszę i zasolenie [37]. Podwyższoną tolerancję na su-szę przejawiał również mutant Arabidopsis thaliana z nade-kspresją genu kodującego lipazę CaGLIP1 z pieprzu (Cap-sicum annuum) [38]. Mutanty ryżu czy pomidora w obrębie wybranych genów lipaz GDSL (WDL1, GDSL1, SIGDSL1/CD1) przejawiały zwiększoną transpirację i ubytek wody i tym samym były bardziej wrażliwe na suszę. Przypuszcza się, że udział lipaz w reakcjach obronnych roślin na suszę związany jest z rolą tych enzymów w prawidłowym wy-kształceniu kutykuli i warstwy wosków [10]. W odpowie-dzi roślin na zasolenie i stres osmotyczny zaangażowane mogą też być lipazy (fosfolipazy) DAD1 i DAD1-like (ang. DEFECTIVE IN ANTHER DEHISCENCE1), które uważa się za komponent sieci sygnalnych uruchomionych m.in. w warunkach stresu osmotycznego [39]. Innym stresowym czynnikiem abiotycznym znacząco ograniczającym wzrost i rozwój roślin jest chłód. Wykazano, że chłód obniżał eks-presję genów MPL1 i LIP1 kodujących lipazy triacyloglice-roli u Arabidopsis thaliana. Zaobserwowano, że mutacja mpl1 miała mały wpływ na globalne zmiany w transkryptomie mutanta, podczas gdy mutacja lip1 w znaczący już sposób zmieniała transkryptom, zarówno w warunkach kontro-lnych jak i w warunkach chłodu. U podwójnego mutanta mpl1lip1 zaobserwowano addytywny i pozytywny efekt w odpowiedzi rośliny na chłód, dlatego uważa się, że lipazy MPL1 i LIP1 są negatywnymi regulatorami tolerancji na chłód u Arabidopsis thaliana. A zważywszy ponadto na fakt, że mutacje nie wywołują wyraźnych negatywnych efektów ubocznych przejawiających się we wzroście Arabidopsis tha-liana, pokłada się duże nadzieje w tych dwóch lipazach w pracach hodowlanych, których celem jest stworzenie roślin uprawnych odpornych na chłód [40]. Przeciwstawnym do chłodu czynnikiem stresowym jest ciepło i również w reak-cjach obronnych roślin na ten abiotyczny czynnik stresowy uczestniczyć mogą lipazy. W warunkach stresu cieplnego u wielu gatunków roślin zachodzi uwalnianie wielonienasy-conych grup acylowych z acylogliceroli chloroplastowych. Przykładem takich acyli jest kwas linolenowy (18:3) czy kwas heksadekatrienowy (16:3). Badania przeprowadzone na 17-dniowych siewkach Arabidopsis thaliana rosnących w temperaturze 38°C pokazały, że lipaza HIL1 (ang. HEAT INDUCIBLE LIPASE1) indukuje rozkład monogalaktozy-lodiacylogliceroli w liściach i uwalnia z tych lipidów kwas linolenowy (18:3), ale nie uwalnia kwasu stearynowego (18:0) i palmitynowego (16:0). Enzym ten zlokalizowany jest w chloroplastach i uważa się, że HIL1 odgrywa ważną rolę 

			

		

		
			
				w procesie przebudowy składu lipidowego roślin w warun-kach stresu cieplnego [41].

				W kiełkujących ziarniakach ryżu zaobserwowano spo-wolnienie degradacji zapasowego tłuszczu i spadek aktyw-ności lipaz podczas stresu biotycznego wywołanego infekcją grzyba Fusarium verticillioides [32]. Mogłoby to sugerować brak istotnej roli lipaz w reakcji obronnej na atak patogena. Niemniej jednak mutanty Arabidopsis thaliana glip1 były wy-raźnie bardziej podatne na infekcję nekrotroficznego grzy-ba Alternaria brassicicola, a glip2 na infekcję nekrotroficznej bakterii Ervinia carotovora. Z kolei ograniczenie ekspresji ge-nów GLIP1 i GLIP2 u ryżu wzmacniało odporność zarówno na infekcje grzybowe jak i bakteryjne, a nadekspresja tych genów zmniejszała tolerancję na patogeny. Lipaza GLIP1 może zwiększać odporność rośliny na infekcję patogena grzybowego w dwojaki sposób: albo poprzez bezpośrednie niszczenie struktury ściany komórkowej zarodników grzy-ba, albo uczestnicząc w etylenowej sieci sygnalnej aktywo-wanej w roślinie podczas infekcji [10]. Rola lipaz GDSL w reakcjach obronnych podczas infekcji patogenów badana jest często w powiązaniu z funkcjonowaniem roślinnych sieci sygnalnych, w których czynnikami regulatorowymi są etylen, kwas salicylowy, kwas jasmonowy, czy auksy-ny [1,9,10]. Generalnie rzecz ujmując, rola roślinnych lipaz GDSL w interakcjach rośliny i patogena nie jest jednoznacz-na i może być bardzo zróżnicowana w zależności od gatun-ku [9]. Hormony roślinne są również istotnym komponen-tem odpowiedzi na zranienie, które może być skutkiem nie tylko aktywności patogena mikrobiologicznego, ale też np. efektem żerowania owadów na roślinie. W reakcjach roślin na zranienie obserwuje się intensywny wzrost biosyntezy kwasu jasmonowego, który zwiększa ekspresję genów od-porności na patogeny czy owady. Wykazano, że zranienie indukuje ekspresję genów DAD1 i DAD1-like u Arabidopsis thaliana [42].

				Udział lipaz w autofagii u roślin

				Autofagia, inaczej „samozjadanie”, to proces ewolucyj-nie konserwatywny i można go opisać jako wewnątrzko-mórkowy szlak kataboliczny polegający na auto-degradacji różnych elementów komórki, w tym organelli, fragmentów cytoplazmy, kompleksów białkowych i innych makroczą-steczek [43,44]. Wyróżnia się dwa główne typy autofagii u roślin: makroautofagię i mikroautofagię (Ryc. 3). Każdy z tych dwóch rodzajów autofagii jest procesem selektywnym, czyli komponenty komórki ulegają degradacji wybiórczej. Przykładami selektywności autofagii może być mitofagia, podczas której na drodze autofagii degradowane są mito-chondria [45,46], peksofagia, czyli wybiórcza, autofagiczna degradacja peroksysomów [45,47], czy lipofagia – degrada-cja całych ciał olejowych wewnątrz wakuoli [45]. W trak-cie makroautofagii, przeznaczone do degradacji elementy komórki (ładunek, ang. cargo) otaczane są stopniowo przez strukturę zwaną fagoforem, a całkowicie już zamknięty ła-dunek w podwójnej błonie nazywany jest autofagosomem. Dalsze etapy makroautofagii zachodzą w odmienny sposób w komórkach grzybów i roślin oraz zwierząt. U grzybów i roślin zewnętrzna błona autofagosomu łączy się z tono-plastem, tworząc wewnątrz wakuoli ciało autofagowe, któ-re następnie degradowane jest przez wakuolarne enzymy 
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				lityczne. U zwierząt autofagosom łączy się bezpośrednio z lizosomem, który dostarcza enzymy lityczne, tworząc au-tolizosom [43]. W trakcie mikroautofagii nie dochodzi do powstania autofagosomu. Następuje za to wgłębienie (in-waginacja) w błonie wakuolarnej, po której zasklepieniu wewnątrz wakuoli powstaje ciało autofagowe [43]. Proces degradacji ciał autofagowych w komórkach roślinnych jest zbadany w bardzo niewielkim stopniu. Wiadomo, że de-gradacja ciał autofagowych zachodzi błyskawicznie [43], ale nie wiadomo jakie enzymy uczestniczą w tym etapie autofagii. Przypuszcza się tylko, że u roślin mogą to być wakuolarne enzymy procesujące (VPE) [43,48,49]. U droż-dży jednym z enzymów biorących udział w degradacji ciał autofagowych jest białko Atg15. Dane literaturowe nie są jednoznaczne i wskazują, że jest to lipaza, potencjalna lipa-za, albo białko o aktywności lipolitycznej [43,50]. Według 

			

		

		
			
				innych źródeł jest to fosfolipaza [51,52], ale dostępne są też dane literaturowe wskazujące na to, iż Atg15 jest zarówno lipazą jak i fosfolipazą [19]. Jak do tej pory nie znaleziono homologów tego białka u innych grup organizmów, w tym u roślin, niemniej jednak trwają prace poszukujące roślin-ne analogi drożdżowego Atg15. Analiza bioinformatyczna transkryptomu osi zarodkowych kiełkujących nasion łubi-nu pozwoliła zidentyfikować 90 transkryptów genów kodu-jących lipazy w osiach zarodkowych nasion łubinu białego (Lupinus albus) i 111 transkryptów w osiach nasion łubinu andyjskiego (Lupinus mutabilis). Spośród tych genów, 38 wykazało prawdopodobnie wakuolarną lokalizację kodo-wanych przez nie białek, a analiza filogenetyczna wskazała podobieństwo 3 potencjalnie wakuolarnych lipaz łubino-wych do drożdżowego Atg15. Porównanie sekwencji ami-nokwasowych wyselekcjonowanych w ten sposób 3 lipaz 
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				Rycina 3. Schemat przebiegu makro- i mikroautofagii w komórkach roślinnych wraz z hipotetycznym udziałem lipaz w dekompozycji ciała autofagowego. W trakcie makroautofagii, przeznaczone do degradacji komponenty komórki (tzw. ładunek; ang. cargo) otaczane są na terenie cytoplazmy fagoforem, czyli spłaszczonym pęcherzy-kiem zbudowanym z podwójnej błony lipidowo-białkowej. Fagofor powiększa się i w pełni oddziela ładunek od cytoplazmy, a powstała w ten sposób struktura nazy-wana jest autofagosomem. Ładunek przekazany zostaje do wnętrza wakuoli poprzez fuzję zewnętrznej błony autofagosomu z tonoplastem. W świetle wakuoli powstaje ciało autofagowe. W procesie mikroautofagii fagofor i autofagosom nie powstają, a przeznaczony do autofagicznej degradacji ładunek wnika do wnętrza wakuoli poprzez inwaginację tonoplastu, tworząc ciało autofagowe. Niezależnie od pochodzenia, makro- czy mikroautofagicznego, ciało autofagowe ulega błyskawicznej degradacji ka-talizowanej przez wakuolarne enzymy hydrolityczne, a produkty dekompozycji ciała autofagowego transportowane są do cytoplazmy i ponownie wykorzystywane w procesach metabolicznych. Jak do tej pory nieznane są enzymy uczestniczące w degradacji ciała autofagowego u roślin. Hipotetycznie takimi enzymami mogą być waku-olarne enzymy procesujące (VPE) [43,48,49], a na podstawie analogii do drożdżowego Atg15 sformułować można kolejną hipotezę, zakładającą udział lipaz w degradacji ciała autofagowego w komórkach roślinnych [24].
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				łubinowych z drożdżowym Atg15 pokazało, że najwyższy stopień podobieństwa występuje w rejonie centrum aktyw-nego badanych enzymów. Na tej podstawię sformułowano hipotezę, że w degradacji ciał autofagowych u roślin uczest-niczyć mogą lipazy [24].

				Analiza ultrastruktury komórek głodzonych osi zarod-kowych łubinu, w których obserwuje się zaawansowane procesy autofagiczne, wykazała lokalizację ciał olejowych wewnątrz ciał autofagowych w wakuolach, co wskazu-je na lipofagię [23,47]. Z dużym prawdopodobieństwem, wewnątrz ciał autofagowych w wakuolach komórek gło-dzonych osi zarodkowych łubinu obserwowano również peroksysomy, co potwierdzałoby peksofagię [23,47]. Sko-ro lipazy w normalnych warunkach są zasocjowane z bło-ną peroksysomu i działają na powierzchni ciał olejowych (Ryc. 2), to rodzi się pytanie, czy aktywne lipazy mogą być przetransportowane z tymi organellami do wakuoli poprzez autofagosom w procesie lipofagii czy peksofagii? A jeśli tak, to czy enzymy te uczestniczą w degradacji ciał autofagowych? A może lipazy przetransportowane do wa-kuoli w taki sposób są po prostu autofagicznym ładunkiem i ulegają szybkiej i niespecyficznej proteolitycznej degrada-cji tracąc swą aktywność lipolityczną? Takie pytania wpi-sują się w wyżej sformułowaną hipotezę o udziale lipaz w degradacji ciał autofagowych w komórkach roślinnych, ale aktualnie powstają bez odpowiedzi.

				WYKORZYSTANIE LIPAZY ROŚLINNYCH W PRZEMYŚLE

				Lipazy, ze względu na dużą różnorodność i wydajność katalizowanych reakcji uważane są za jedne z najważniej-szych biokatalizatorów wykorzystywanych w przemyśle [8,13,53,54]. Aplikacyjny sukces tych enzymów wiąże się nie tylko z szeroką specyficznością substratową, ale też z wyso-ką stabilnością enzymu w szerokim spektrum temperatury czy pH, oraz brakiem konieczności stosowania kofaktorów reakcji [55]. Zastosowanie w biotechnologii znalazły lipazy mikrobiologiczne, zwierzęce i roślinne, aczkolwiek lipazy mikrobiologiczne są stosowane najczęściej. Około połowa lipaz komercyjnych produkowana jest z drożdży i grzybów nitkowatych [56]. Przyczyną powszechności stosowania li-paz mikrobiologicznych jest szybki wzrost kultur i niskie koszty hodowli, oraz wysoka stabilność i szeroka specyficz-ność substratowa tych enzymów [8,13,53,54,57]. Niemniej jednak warto zaznaczyć, że koszty pozyskiwania i przetwa-rzania lipaz roślinnych są coraz niższe i stają się konkuren-cyjne w odniesieniu do lipaz mikrobiologicznych [9,54]. W porównaniu do lipaz mikrobiologicznych, lipazy roślinne mogą być ekstrahowane ze źródeł nisko kosztowych, ta-kich jak biomasa [56] i mogą być używane bezpośrednio po pozyskaniu i częściowym tylko oczyszczeniu [58]. Ponadto rośliny nie muszą być genetycznie modyfikowane, aby być źródłem lipaz do zastosowań przemysłowych [56]. Dlatego lipazy roślinne coraz powszechniej znajdują zastosowania biotechnologiczne zarówno na etapie badań, prac rozwojo-wych, jak i wdrożeń przemysłowych.

			

		

		
			
				Źródła lipaz roślinnych

				Lipazy pozyskiwać można z różnych części roślin. Mogą to być nasiona, owoce (w tym ziarniaki), lateks, liście, otrę-by [54] czy biomasa [56]. Najczęściej lipazy pozyskuje się z nasion lub ziarniaków takich roślin jak: rącznik pospolity (Ricinus communis), afrykańska fasola oleista (Pentaclethra macrophylla), wiąz (Ulmus), słonecznik (Helianthus annuus), jatrofa przeczyszczająca (Jatropha curcas), łubin (Lupinus), len (Linum usitatissimum), migdałowiec (Prunus amygdalus), czarnuszka siewna (Nigella sativa), pszenica (Triticum), ryż (Oryza sativa), kukurydza (Zea mays), owies (Avena sativa), jęczmień (Hordeum vulgare), sezam (Sesamum), sorgo (Sor-ghum bicolor), rzepak (Brassica napus), czy dynia piżmowa (Cucurbita moschata). Źródłem lipaz roślinnych może być również mezokarp owoców olejowca gwinejskiego (palmy olejowej Elaeis guineensis) czy owoce męczennicy jadalnej (Passiflora edulis) [13,54]. Stosując jednak tradycyjne strate-gie ekstrakcji i oczyszczania lipaz, niektóre źródła roślinne są nieatrakcyjne dla zastosowań przemysłowych ze wzglę-du na niską zawartość lipaz w tkankach i organach roślin-nych, albo niestabilność i utratę aktywności enzymu w pro-cesie oczyszczania [58]. Aby przezwyciężyć takie trudności, opracowuje się nowe procedury pozyskiwania lipaz z mate-riału roślinnego, w tym również z niejadalnych części roślin [54].

				Reakcje katalizowane przez lipazy ważne dla zastosowań biotechnologicznych

				Specyficzność substratowa lipaz warunkowana jest przez cechy molekularne enzymu, strukturę chemiczną substratu i warunki reakcji. W obrębie struktury lipaz głów-nymi wyznacznikami specyficzności substratowej lipaz są: miejsce wiązania substratu (miejsce aktywne) i wieko [7]. Miejsce aktywne znajduje się głęboko w strukturze białka, dlatego substrat wiąże się z miejscem aktywnym poprzez kieszeń, która zlokalizowana jest na szczycie centralnej β-harmonijki. Budowa miejsca aktywnego lipaz różni się rozmiarem, strukturą czy cechami fizykochemicznymi (hy-drofobowość reszt aminokwasowych wyścielających kie-szeń). Zróżnicowanie strukturalne miejsca aktywnego ma pozytywny wpływ na reaktywność z określoną długością reszt kwasów tłuszczowych, które wchodzą w skład tria-cylogliceroli [7]. Lipazy GDSL, ze względu na bardziej ela-styczną strukturę enzymu niż typowe lipazy GSG, cechują się szerszą specyficznością substratową [10], dlatego oprócz typowej aktywności lipolitycznej, niektóre lipazy GDSL wy-kazują również aktywność tioesterazową, proteazową, ary-loesterazową, czy lizofosfolipazową [1]. Takie właściwości tej grupy lipaz zwiększają ich potencjał biotechnologiczny i sprzyjają ich częstszemu wykorzystywaniu w różnych gałę-ziach przemysłu. Wieko, to drugi element strukturalny, któ-ry odpowiada nie tylko za ustalanie konformacji zamkniętej lub otwartej enzymu, ale także warunkuje specyficzność substratową lipaz, w tym lipaz roślinnych. Wieko może wy-kazywać zmienność funkcjonalną, jak i zmienność w roz-miarze. Każda zmiana w budowie oraz wielkości wieczka może prowadzić do powstania różnych izoform enzymu, które mogą różnić się od oryginalnej formy enzymu specy-ficznością substratową [4,7,11], ale też aktywnością czy ter-mostabilnością [11].
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				Pomimo tego, że zasadniczą reakcją katalizowaną przez lipazy w komórkach jest hydroliza wiązań estrowych w acyloglicerolach [1,6,12,14,15], to w warunkach in vitro, a w szczególności w medium niewodnym, enzymy te mogą ka-talizować wiele innych reakcji chemicznych. Wymienić tutaj można następujące typy reakcji chemicznych [54,59]:

				hydroliza estrów;

				synteza estrów;

				transestryfikacje (interestryfikacja, alkoholiza, acydoli-za);

				hydroliza amidów;

				synteza amidów;

				aminoliza;

				hydroliza estrów tiolowych

				synteza estrów tiolowych;

				synteza wodoronadtlenków kwasów karboksylowych.

				Specyficzność substratową lipaz w aspekcie zastosowań biotechnologicznych, ale również ich naturalnej roli w or-ganizmach żywych, analizować można w następujących obszarach:

				substratospecyficzność – lipazy katalizują przede wszyst-kim hydrolizę tri-, di- i monoacylogliceroli [1,6,12,14,15]. Substratami lipaz mogą też być fosfolipidy, np. lipaza PLIP [18] czy Atg15 [19]. Oprócz wyżej wymienionych związków nierozpuszczalnych w wodzie (hydrofobo-wych lub amfifilowych), do substratów lipaz zaliczyć również można związki rozpuszczalne [6,7];

				regiospecyficzność – lipazy mogą być sn-1,3-specyficzne (hydrolizują wiązania estrowe w pozycji R1 lub R3 tria-cyloglicerolu), sn-2-specyficzne (hydrolizują wiązanie R2 triacyloglicerolu), oraz niespecyficzne (hydrolizują wią-zanie estrowe w dowolnym położeniu triacyloglicerolu) [55,59];

				acylospecyficzność – lipazy wykazują specyficzność dla danego kwasu lub klasy kwasów tłuszczowych nieza-leżnie od ich pozycji w szkielecie glicerolu. Lipazy w niewielkim stopniu rozróżniają długość nienasyconych kwasów tłuszczowych i ze zbliżoną szybkością hydro-lizują wiązania estrowe pomiędzy glicerolem a resztą acylową o długości od 2 do 18 atomów węgla. Znacznie wyższą specyficzność i większą efektywność hydrolizy lipazy wykazują względem kwasów tłuszczowych nie-nasyconych [55,59];

				stereospecyficzność – lipazy rozróżniają konformację przestrzenną enancjomerów grup acylowych [55].

				Aplikacyjny potencjał lipaz roślinnych

				W przemyśle spożywczym zazwyczaj stosuje się lipazy mikrobiologiczne, które wykorzystuje się najczęściej do wytwarzania produktów mlecznych, wypieków i soków owocowych, a także do interestryfikacji tłuszczów i olejów w celu wytworzenia zmodyfikowanych acylogliceroli będą-cych źródłem i nośnikiem smaków i aromatów [13]. Taka selektywna hydroliza, czy modyfikacja tłuszczów może być katalizowana również przez lipazy pozyskiwane z nasion i może ona być zastosowana w celu uwalniania specyficz-nego smaku, koloru i zapachu żywności [60]. W przemy-

			

		

		
			
				śle mleczarskim stosowane są zazwyczaj lipazy zwierzęce i mikrobiologiczne i wykorzystuje się je w celu hydrolizy tłuszczu mlecznego, a modyfikacja długości łańcuchów kwasów tłuszczowych poprawia smak serów i nadaje pro-duktom mleczarskim charakterystyczne walory smakowe. Lipazy mogą również przyśpieszać proces dojrzewania sera [53]. W typowym przemyśle mleczarskim lipazy roślinne nie znajdują zastosowań, ale roślinna lipaza pozyskiwa-na z lateksu melonowca właściwego (Carica papaya) może być wykorzystana do syntezy niskokalorycznych krótko- i długołańcuchowych triacylogliceroli, które mogą być doda-wane do preparatów mleko zastępczych [58], ale również do chipsów, panierek, dipów, wyrobów piekarniczych lub jako zamienniki masła kakaowego. Lipazę z kiełkujących ziarniaków pszenicy (Triticum) można wykorzystać do po-prawy jakości makaronów. Lipaza dodana do mąki pozwa-la na wyeliminowanie jaj w produkcji makaronu i tym sa-mym zwiększa ona elastyczność makaronu z jednoczesnym zmniejszaniem jego kleistości [61].

				W przemyśle farmaceutycznym lipazy (głównie mikro-biologiczne) mogą być wykorzystywane ze względu na ich stereoselektywność, która jest istotna w produkcji optycznie czystych enancjomerów. Takie związki wykazują większą skuteczność działania terapeutycznego, a także wywołu-ją mniej skutków ubocznych i wykorzystywane są np. do produkcji niesteroidowych leków przeciwzapalnych, czy leków stosowanych przy nadciśnieniu [62]. W przemyśle farmaceutycznym swoje zastosowanie znalazły także lipa-zy roślinne, które są bezpieczniejsze w użyciu od lipaz mi-krobiologicznych nawet w częściowo oczyszczonej formie. Przykładem może być lipaza pozyskana z lateksu melo-nowca właściwego (Carica papaya), charakteryzująca się sn-3 stereoselektywnością i bardzo wąską specyficznością sub-stratową [58]. Zastosowania farmaceutyczne opisywane są również dla lipazy pozyskiwanej z kiełkujących ziarniaków pszenicy (Triticum), którą wykorzystać można do regiose-lektywnej hydrolizy diestrowych metabolitów pośrednich w syntezie niektórych antybiotyków β-laktamowych, otrzy-mując pożądany monoester z 80% wydajnością z jednocze-snym obniżeniem kosztów poprzez eliminację drogich od-czynników nieenzymatycznych [61]. Medyczne zastosowa-nia lipaz roślinnych były badane w stanach niewydolności trzustki, które wynikały z chorób takich jak mukowiscydo-za i zespół Shwachmana-Diamonda. Przykładem może być tutaj lipaza wyekstrahowana z owsa (Avena sativa), którą wykorzystywano w badaniach ze względu na stabilność w środowisku kwaśnym i odporność na degradację przez kwasy żołądkowe. Innym przykładem medycznego wyko-rzystania lipaz roślinnych jest lipaza z lateksu melonowca właściwego. Wykazano, że katalizuje ona reakcję estryfi-kacji kwasem oleinowym fitosteroli pochodzących z oleju rzepakowego, a powstały produkt jest w stanie skutecznie obniżać poziom cholesterolu we krwi [58].

				W przemyśle kosmetycznym lipazy wykorzystuje się przede wszystkim w celu produkcji związków powierzch-niowo czynnych i zapachowych. Związki takie można wytwarzać z mono- i diacylogliceroli m.in. poprzez kata-lizowane przez lipazy reakcje estryfikacji lub transestryfi-kacji [54]. Lipazy mogą być wykorzystywane nie tylko jako biokatalizatory w syntezie komponentów kosmetycznych, 
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				ale mogą występować w kosmetykach lub preparatach me-dycznych jako składniki aktywne [63]. Lipazy mogą być na przykład składnikiem kremów albo doustnych preparatów wspomagających utratę wagi poprzez degradację tłuszczu [54]. Lipazy mogą być składnikiem kosmetyków służących do oczyszczania powierzchniowego skóry, masek do wło-sów czy twarzy. I to właśnie w tego typu produktach znaj-dują zastosowania również lipazy roślinne. Przykładem jest lipaza uzyskiwana z kiełkujących ziarniaków pszenicy (Triticum), która poprawia parametry tego rodzaju kosme-tyków w aspekcie balansu w aktywności powierzchniowej wymaganej do efektywnego mycia, a nadmiernym odtłusz-czaniem, wysuszaniem czy podrażnianiem skóry. Nie bez znaczenia pozostają również takie zalety jak pożądane ce-chy organoleptyczne, oddziaływanie na środowisko czy koszty wytworzenia kosmetyków, gdyż np. wzbogacenie kosmetyków w lipazy z pszenicy umożliwia ograniczenie stosowania detergentów syntetycznych. Płynne preparaty do mycia twarzy zawierają 1% lipazy z ziarniaków pszeni-cy, która stabilizowana jest agarem oraz EDTA jako czynnik stabilizujący odpowiednie dla skóry pH [61].

				Biodiesel to rodzaj paliwa, w skład którego wchodzą estry długołańcuchowych kwasów tłuszczowych pozyski-wanych z olejów roślinnych [56]. Pomimo tego, że roślinne surowce do produkcji biodiesla są łatwo dostępne, to roz-wojowe prace biotechnologiczne skupiają się na pozyski-waniu tego biopaliwa z niejadalnych części roślin, aby nie zwiększać popytu i nie konkurować z produkcją żywności [54]. Z produkcją biodiesla wiąże się transestryfikacja tria-cylogliceroli z alkoholami, którą przeprowadzać można z wykorzystaniem lipaz głównie mikrobiologicznych, ale też zwierzęcych i roślinnych [8,54,56]. Spośród roślinnych lipaz wykorzystywanych do produkcji biodiesla stosowa-ne są lipazy z melonowca właściwego (Carica papaya) i ja-trofy (Jatropha curcas) [56]. Obiecującą roślinna lipazą dla produkcji biodiesla zdaje się też być lipaza pozyskiwana z kiełkujących ziarniaków pszenicy (Triticum) [61]. Oprócz reakcji transestryfikacji, lipazy mogą również katalizować estryfikację wolnych kwasów tłuszczowych z alkoholem, umożliwiając produkcję biodiesla ze zużytych olejów bądź tłuszczów o wysokiej zawartości wolnych kwasów tłusz-czowych. Estryfikacja katalizowana przez lipazy roślinne dodatkowo zmniejsza lepkość oleju poprzez zastąpienie glicerolu alkoholem metylowym lub etylowym [58]. W ba-daniach związanych z wytwarzaniem biodiesla zwraca się uwagę na nasiona roślin jako źródło surowca. Wprawdzie nasiona zazwyczaj przeznaczane są na produkcję żywności dla człowieka, albo na paszę dla zwierząt hodowlanych, ale są one też interesującym obiektem dla produkcji biodiesla, gdyż w trakcie kiełkowania nasion w naturalny sposób po-jawiają się w nich lipazy. Takie połączenie zarówno oleju jak i biokatalizatora w jednym surowcu stwarza potencjał dla uproszczenia produkcji i obniżenia kosztów wytwarzania takiego biopaliwa [56].

				W przemyśle chemicznym lipazy w połączeniu z prote-azami i amylazami wykorzystuje się w produkcji detergen-tów [54]. Lipazy są najczęściej dodawane do domowych czy przemysłowych środków piorących i czyszczących, ułatwia-jących usuwanie zanieczyszczeń tłuszczowych. Absorbują się one na powierzchni tkanin i tworzą kompleks tkanina-

			

		

		
			
				-lipaza, który katalizuje rozpad wiązań chemicznych plamy tłuszczowej po dodaniu wody [54,62]. Lipazy są dodawane także do płynów do mycia naczyń, wybielaczy i środków do czyszczenia skóry. Lipazy stosowane w detergentach muszą charakteryzować się stabilnością w określonych, często skrajnych wartościach pH (10-11) i temperatury (30-60ºC), odpornością na inne składniki preparatu (np. pro-teazy) oraz szeroką specyficznością substratową [8,60,62]. Obiecującymi lipazami roślinnymi dla takich zastosowań zdają się być lipazy pochodzące z ziarniaków ryżu (Oryza sativa) i owsa (Avena sativa), gdyż są stabilne w środowisku alkalicznym i w temperaturze około 60ºC [60]. Bardzo obie-cującą i aktualnie szeroko badaną lipazą roślinną jest lipaza pozyskiwana z kiełkujących ziarniaków pszenicy (Triti-cum), która katalizuje szereg reakcji chemicznych ważnych nie tylko dla zastosowań w przemyśle chemicznym, ale też farmakologicznym czy spożywczym. Szczególną uwagę i duże nadzieje pokłada się w dużym potencjale tej lipazy w tzw. ‘chemii zielonej’, czyli projektowaniu produktów che-micznych i procesów, które ograniczają lub eliminują zuży-cie lub wytwarzanie substancji niebezpiecznych [61].

				PODSUMOWANIE

				Lipazy to enzymy występujące nie tylko u roślin, ale również w organizmach grzybów, zwierząt, jak i w mikro-organizmach. U roślin uczestniczą one w wielu procesach rozwojowych, począwszy od kiełkowania nasion, a na wy-kształceniu owoców kończąc. Enzymy te zaangażowane są w utrzymanie homeostazy komórki i organizmu roślinnego oraz są ważnym komponentem reakcji roślin na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe. Przypuszcza się, że lipazy u roślin mogą uczestniczyć również w autofagii (w degradacji ciał autofagowych), która zachodzi na każdym etapie onto-genezy roślin, zarówno w warunkach normalnych jak i stre-sowych. Lipazy roślinne wprawdzie znajdują zastosowania w przemyśle, ale ich biotechnologiczne wykorzystanie w porównaniu do lipaz mikrobiologicznych pozostaje raczej w skali szczątkowej. Roślinne lipazy stosuje się między in-nymi w przemyśle spożywczym, farmaceutycznym, kosme-tycznym, ale też w produkcji biodiesla i przemyśle chemicz-nym. Niemniej jednak lipazy roślinne aktualnie bardziej są obiektem prac badawczych i rozwojowych, aniżeli wdroże-niowych. Aktualne działania mające na celu opracowanie nowych zastosowań dla lipaz (w tym lipaz roślinnych) czy zoptymalizowanie opracowanych już procedur biotechno-logicznych zapewne zaowocują w przyszłości ich nowym i efektywniejszym wykorzystaniem w wielu aspektach dzia-łalności człowieka, zarówno tych poznawczych jak i aplika-cyjnych.
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				ABSTRACT

				Lipases are enzymes commonly found in microorganisms, fungi, plants and animals. Their main function in cell metabolism is the hydroly-sis (lipolysis) of ester bonds between fatty acids and glycerol in mono-, di- and triacylglycerols. In plants, lipases play an important role in ontogeny, participating in both vegetative development and generative stages. These enzymes may also be a component of plant responses to biotic and abiotic stresses. Based on the similarity of the amino acid sequence and vacuolar localization of some plant lipases to yeast Atg15, we present a hypothesis about the participation of lipases in autophagy (precisely, in the degradation of the autophagic body) in plants. De-spite the narrow substrate specificity and the type of reactions catalysed in cells, lipases find numerous biotechnological applications. The physicochemical features of lipases, which determine, for example, wide substrate specificity in vitro or high stability in a wide range of pH and temperature, make these enzymes the subject of applied research, and plant lipases show an increasing potential in this area of science and industry.
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STRESZCZENIE

ipazy to enzymy powszechnie wystepujace w mikroorganizmach, grzybach, roslinach i

zwierzetach. Ich gléwna funkeja w metabolizmie komérki jest hydroliza (lipoliza) wia-
zaft estrowych pomiedzy kwasami tuszezowymi a glicerolem w mono-, di- i triacyloglicero-
lach. U roélin lipazy odgrywaja wazna role w ontogenezie, uczestniczac zar6wno w rozwoju
wegetatywnym, jak i w stadiach generatywnych. Enzymy te moga tez by¢ komponentem re-
akeji roslin na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe. Bazujac na podobiefistwie sekwen-
oji aminokwasowej i wakuolarnej lokalizacji niektérych lipaz roslinnych do drozdzowego
Atgl5 przedstawiamy hipoteze o udziale lipaz w autofagii (a dokladniej w degradacji ciala
autofagowego) u roélin. Pomimo waskiej specyfiki substratowej i rodzaju katalizowanych
reakeji w komérkach, lipazy znajduja liczne zastosowania biotechnologiczne. Cechy fizyko-
chemiczne lipaz warunkujace np. szeroka specyfike substratowa w warunkach in vitro czy
wysoka stabilnoéé w szerokim zakresie pH i temperatury, powoduja ze enzymy te sa obiek-
tem badati o charakterze aplikacyjnym, a lipazy roélinne wykazuja coraz wigkszy potencjal
w tym obszarze nauki i przemyslu.

WPROWADZENIE

Wedlug Klasyfikacji Komitetu Nazewnictwa Miedzynarodowej Unii Bioche-
i i Biologii Molekularnej, lipazy zostaly przyporzadkowane do hydrolaz ka-
talizujacych rozszczepienie wiazar estrowych w czasteczkach acylogliceroli (EC
3.1.1.3; baza danych BRENDA) i powinny by¢ odrozniane od esteraz (EC 3.1.1.1).
Lipazy katalizuja reakcje hydrolizy substratow nierozpuszczalnych w wodzie,
takich jak triacyloglicerole czy inne poliestry zbudowane z dlugolaricuchowych
kwasow tluszezowych. Esterazy natomiast preferuja substraty rozpuszczalne w
wodzie i wykazuja wysoka aktywnosé wzgledem lipidéw zbudowanych z kwa-
sow tuszezowych o krétkich lasicuchach weglowych [1].

W roku 1856 Francuski badacz Claude Bernard jako pierwszy zidentyfikowal
enzym o aktywnosci lipolitycznej. Dokladniej, zauwazyl on, ze sok trzustkowy
Zzwierzat byl w stanie z latwoscia degradowac tuszcz pochodzacy z masla i ole-
ju. Kilka lat pozniej Balser, Langerhans i Flexner scharakteryzowali , ferment”
trzustkowy, ktéry rozszczepial thiszez. Z kolei w 1909 roku Whitehead udowod-
nil, ze thuszez nie jest w stanie dostac sie do komoérki w postaci niezhydrolizo-
wanej [2]. W nastepstwie opisanych wyzej odkry¢ swiat naukowy potwierdzit
powszechne wystepowanie lipaz w mikroorganizmach, organizmach roslin-
nychi zwierzecych. Jednym z pozniejszych kierunkéw badar byly proby krysta-
lizacji wybranych lipaz, glownie pochodzenia mikrobiologicznego. Zazwyczaj
byly to lipazy grzybowe. Pierwsze proby krystalizacii nie dawaly zadawalaja-
cych wynikéw, co bylo spowodowane niska jakoscia prob, a tym samym niska
rozdzielczoscia obrazéw analizy krystalograficznej [3]. Z biegiem lat udalo sie
uzyskaé odpowiednie jakosciowo proby, ktére umozliwily opisanie struktury
przestrzennej enzymu. Niemniej jednak, pomimo poznania sekwendji amino-
kwasowej, nie uzyskano formy krystalicznej zadnej lipazy roslinnej [4]. Ziden-
tytikowano jednak podobienistwa strukturalne lipaz do innych enzymoéw, takich
jak esterazy, proteazy, dehalogenazy, hydrolazy epoksydovwe, czy peroksydazy,
a tym samym umozliwilo to ich zaklasyfikowanie do rodziny faldowanych hy-
drolaz a/p [3-6]. Lipazy zalicza sie do hydrolaz serynowych, ktére w centrum
aktywnym zawieraja triade aminokwasow katalitycznych: seryne, kwas aspara-
ginowy lub glutaminowy i histydyne [6].

Pomimo, ze lipazy w organizmach zywych pelnia raczej wasko zdefiniowana
funkge polegajaca na degradacji acylogliceroli do wolnych kwasow tuszczo-
wych i glicerolu, to w warunkach sztucznych, w tym warunkach niewodnych,
enzymy te katalizowaé moga wiele innych reakdji chemicznych, waznych dla
zastosowari biotechnologicznych. Dlatego w pierwszej czesci artykulu skupio-
10 sie na przedstawieniu wiedzy o strukturze molekularnej lipaz, ich lokalizacji
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