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STRESZCZENIE

Acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT) sg uwazane za jedne
Z kluczowych enzyméw uczestniczacych w procesie remodelowania, czyli edycji grup
acylowych znajdujacych si¢ w puli fosfolipidow oraz w cytoplazmatycznej puli acylo-
CoA. Rola ta zostata przypisana enzymom LPLAT, poniewaz wykazuja one dualng
aktywno$¢, a zatem s3 zdolne do przeprowadzania dwoch odmiennych reakcji.
W reakcjach typu forward enzymy te katalizujg dotaczenie grupy acylowej do
lizofosfolipidu, co w efekcie prowadzi do powstania okreslonego fosfolipidu. W reakcji
typu backward odpowiadajg one za proces odwrotny, ktory prowadzi do suplementacji
puli acylo-CoA w zmodyfikowane kwasy tluszczowe, bedacej zrédlem tych kwasow dla
innych  acylotransferaz  uczestniczacych w  syntezie lipidow  zapasowych
(triacylogliceroli) oraz edycji lipiddéw membranowych. Pomimo potencjalnie, znaczacej
roli w procesie remodelowania, badania dotyczace udzialu oraz roli enzymow LPLAT
W tym procesie sa/byly stabo zaawansowane.

W zwiagzku z brakiem odpowiedniej wiedzy w tym zakresie, celem badan
wykonanych w ramach niniejszej pracy byto scharakteryzowanie procesu remodelowania
zachodzgcego w rdznych tkankach rosliny oleistej jaka jest Camelina sativa. Celem byto
okreslenie efektywnos$ci tego procesu w nasionach oraz lisciach w zaleznosci od r6znych
czynnikéw takich jak: dojrzalo$¢ tkanek, warunki hodowli roslin oraz zmiany
temperatury. C. sativa obecnie staje si¢ rosling modelowa do badan metabolizmu lipidow,
niemniej jednak wcigz wiedza na jej temat jest ograniczona, w zwigzku z czym w pracy
podjeta zostala rowniez proba charakterystyki biochemicznej enzymow LPLAT
wystepujacych w jej roznych tkankach. Otrzymane podczas badan wyniki skierowaly
dalsza uwage na enzymy LPEAT, ktorych sekwencje nukleotydowe zostaly sklonowane,
przeanalizowane, a nastgpie wprowadzone do systemu drozdzowego, ktéry postuzyt do
okreslenia ich doktadnej charakterystyki.

Przeprowadzone badania, w pierwszej kolejnosci skupiajace si¢ na nasionach
C. sativa wykazaly, ze rozne grupy enzymow LPLAT charakteryzuja si¢ odmiennymi
wiasciwosciami biochemicznymi, jednak zar6wno w reakcjach forward, jak i backward
preferuja one, jako donory kwaséw thuszczowych, acylo-CoA z 18-weglowymi
nienasyconymi kwasami tluszczowymi. Wykazano, ze enzymy LPCAT, syntetyzujace
fosfatydylocholing (PC), maja potencjal do przeniesienia niemalze wszystkich

wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych produkowanych w puli PC do



cytoplazmatycznej puli acylo-CoA. Dalsze badania odpowiedziaty réwniez na pytania
dotyczace udzialu innych LPLATOw w procesie edycji grup acylowych lipidow nasion
C. sativa. Wykazaty one, ze enzymy typu LPAAT moga niezwykle szybko przenosic¢
kwasy tluszczowe obecne w puli kwasu fosfatydowego (PA) do puli acylo-CoA, podczas
gdy remodelowanie puli fosfatydyloetanoloaminy za posrednictwem LPEATOw zachodzi
znacznie wolniej. Ilo$§¢ kwasow ttuszczowych przeniesionych z puli PA i PE do puli
cytoplazmatycznego acylo-CoA wynosita odpowiednio okoto 5% oraz okoto 2%
wszystkich kwasow ttuszczowych obecnych w dojrzatych nasionach.

Wykonane badania udowodnity réwniez, ze wlasciwosci biochemiczne oraz
udziat w remodelowaniu moze by¢ zalezny od warunkoéw hodowli roslin. Ta cze$¢ badan
jasno pokazata, ze wyniki doswiadczen skupiajacych si¢ na biochemii lipidéw, dla roslin
hodowanych w warunkach in vitro, nie odzwierciedlajg efektow obserwowanych
w warunkach in vivo, a zatem wyniki te nie mogg mie¢ bezposredniego przetozenia
na warunki naturalne.

Kolejna czes¢ pracy dotyczaca wplywu temperatury na enzymy LPLAT
doprowadzita do niezwykle waznego odkrycia fizjologicznej roli enzyméw LPEAT.
Enzymy te okazaty si¢ by¢ czujnikami reagujagcymi na zmiany temperatury. Wyniki tych
badan wskazujg, ze enzymy te pod wptywem zmian temperaturowych modyfikuja swoja
specyficzno$¢ substratowg 1 moga regulowa¢ w ten sposob profil puli PE.
Zaobserwowane efekty zostalty dodatkowo potwierdzone poprzez sklonowanie genow
kodujacych poszczegélne izoenzymy LPEAT, ktorych charakterystyke biochemiczng
I preferencje substratowe w zaleznosci od temperatury zweryfikowano w systemie
drozdzowym. Wykazano rowniez, ze izoenzymy CSLPEAT1 preferujg wykorzystywanie
18:1-LPE, podczas gdy CsLPEAT?2 18:2-LPE jako akceptory grup acylowych. Ponadto
jedynie warianty CSLPEAT?2 byty zdolne do wykorzystania bardzo dlugotancuchowych
donorow grup acylowych. Sklonowane sekwencje wykorzystane zostaly réwniez m. in.
do analizy filogenetycznej. Odtworzenie ewolucyjnych zaleznosci pomigdzy
sekwencjami pozwolitlo na wykazanie, ze geny kodujace dwa warianty CSLPEAT tj.
CsLPEAT1c oraz CSLPEAT2c pochodza z genomu Camelina hispida, natomiast geny
kodujace pozostate warianty CSLPEAT 2z genomu auto-tetraploidalnej Camelina
neglecta. Ekspresja genéw kodujacych poszczegdlne warianty CSLPEAT wykazata, ze
w nasionach gtéwnie eksprymowane sg geny kodujace warianty CSLPEAT1, podczas
gdy w lisciach gléwnie wariant CSLPEAT2b co, sadzac po specyficznosci substratowej

tych izoenzymow, moze korelowa¢ z funkcja petniong przez te tkanki.
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ABSTRACT

Acyl-CoA:lysophospholipid acyltransferases (LPLAT) are considered to be the
key enzymes involved in the remodeling process. They are responsible for editing of acyl
groups in phospholipids and cytoplasmic acyl-CoAs pool. LPLAT enzymes are able to
conduct two distinct reactions. In the forward reaction these enzymes catalyze the
addition of an acyl groups to the lysophospholipids resulting in production of a specific
phospholipid. In the backward reaction, they are responsible for a reverse process, which
may have impact on the supplementation of acyl-CoAs pool with newly synthesized or
modified fatty acids. As a consequence, this pool may be a source of substrates for other
acyltransferases reactions, for instance synthesis of storage lipids or editing of the
membrane lipids. Nevertheless, despite potentially, essential role of LPLAT enzymes in
the remodeling process, research on their participation in this mechanism is scarce.

Due to deficit in knowledge in this field, the major aim of my doctoral thesis was
to describe the remodeling process occurring in the tissues of oil plant — Camelina sativa.
The prime objective was to determine the effectiveness of this process in seeds and leaves
considering factors such as: seed maturity, plant cultivation conditions and external
temperature shocks/fluctuations. Currently, C. sativa is becoming the model plant for
studying lipid metabolism, yet it has not been fully characterized. Consequently, the first
part of my experiments focused on the characterization of biochemical parameters of
LPLAT enzymes present in different tissues of this plant. Moreover, the obtained results
allowed for a deeper characterization of the LPEAT enzymes. LPEAT encoding genes
were cloned, analyzed and inserted into yeast system, in which their preferences and
activity were tested.

Primarily, research focused on C. sativa seeds. The obtained results showed that
LPLAT enzymes are described by different biochemical parameters, but each of them
exhibits the highest preference toward acyl-CoAs with 18-carbon unsaturated fatty acids.
Analysis of contribution of different classes of LPLAT enzymes in the remodeling
process revealed that LPCAT enzymes are able to transfer almost all polyunsaturated fatty
acids synthesized in phosphatidylcholine pool to the cytoplasmic acyl-CoA pool. Further
experiments provided answers to questions about the involvement of other LPLATS in
the acyl editing process in seeds: LPAAT enzymes can transfer fatty acids from
phosphatidic acid (PA) to acyl-CoA pool extremely quickly, while remodeling of the

phosphatidylethanolamine (PE) pool via LPEAT enzymes takes much more time. The
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efficiency of fatty acids transfer from PA and PE to cytoplasmic acyl-CoA pool during
the whole seed development reached 5% and 2%, respectively, of all the fatty acids
present in the lipids of mature seeds.

Conducted research also proved that the biochemical properties and efficiency of
the remodeling process depend on the plant cultivation conditions. This part of the
research clearly showed that the results from the experiments focusing on the lipid
biochemistry conducted on plant derived from in vitro condition do not reflect the effects
observed for plant cultivated in vivo. Therefore, such results cannot be directly applicable
in real growth environment.

Last part of the study focused on the impact of different temperatures on the
LPLAT enzymes. It led to an extremely significant discovery about physiological role of
the LPEAT. These enzymes turned out to act as sensors which respond to temperature
changes. The results of these experiments indicate that LPEAT enzymes can modify their
substrate preferences and regulate the composition of PE pool, depending on the
temperature conditions. Additionally, to confirm the above discovery, genes encoding
individual LPEAT isoenzymes have been cloned and their biochemical characteristic and
substrate preference in yeast system have been verified. During these experiments it has
been also noticed that CSLPEATL1 prefers the utilization of 18:1-LPE, while the
CsLPEAT?2 prefers 18:2-LPE as acyl acceptor. Moreover, only the tested isoenzymes of
CsLPEAT?2 were able to utilize very long chain acyl donors. The cloned sequences were
also used for comparative and phylogenetic analysis. Phylogenetic analyses revealed that
CsLPEAT1c and CsLPEAT2c originated from Camelina hispida, whereas other variants
of CsLPEAT originated from Camelina neglecta. The expression analysis showed that
genes encoding isoenzymes of CSLPEAT1 are mainly expressed in seeds, while encoding
CsLPEAT2b are predominantly expresses in leaves, what judging by the substrate

specificity of these isoenzymes, may correlate with the different functions of these organs.
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SPIS STOSOWANYCH SKROTOW

ACCase
ACP
BE-PSS

BSA
CDP
CoA
CPT

Cs
DAF
DAG
DGAT

DGD

DGDG
DGK
DGTA

DTNB
EPT

ER
ENR
FAD
FAS
FatA
FatB
FAX1
G3P
GC

karboksylaza acetylo-CoA (ang. acetyl-CoA carboxylase)

biatko przenoszace grupy acylowe (ang. acyl carrier protein)
syntaza fosfatydyloseryny typu wymieniajacego zasady (ang. base-
exchange-type phosphatidylserine sythase)

surowicza albumina bydleca (ang. bovine serum albumin)
cytdynodifosforan (ang. cytidine diphosphate)

koenzym A (ang. coenzyme A)

cholinotransferaza CDP-cholina:diacyloglicerol (ang. CDP-
choline:diacylglycerol cholinephosphotransferase)

Camelina sativa

dni od zakwitnigcia (ang. day after flowering)

diacyloglicerol (ang. diacylglycerol)

acyltransferaza acylo-CoA:diacyloglicerol (ang. acyl-CoA:diacylglycerol
acyltransferase

syntaza digalaktozylodiacyloglicerolu (ang. digalactosyldiacylglycerol
synthase)

digalaktozylodiacyloglicerol (ang. digalactosyldiacylglycerol)
kinaza diacyloglicerolu (ang. diacylglycerol kinase)

transacylaza diacyloglicerol:diacyloglicerol (ang.
diacylglycerol:diacylglycerol tranacylase)

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

etanoloaminotransferaza CDP-etanoloamina:diacyloglicerol (ang. CDP-
ethanoloamine:diacylglycerol ethanolaminephosphotransferase)
retikulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmatic reticulum)
reduktaza enoilo-ACP (ang. enoyl-ACP reductase)

desaturaza kwasow ttuszczowych (ang. fatty acid desaturase)
syntaza kwasow thuszczowych (ang. fatty acid synthase)

tioestraza acylo-ACP typu A (ang. fatty acid tioesterase type A)
tioestraza acylo-ACP typu B (ang. fatty acid tioesterase type B)
bialka eksportujace kwasy ttuszczowe (ang. fatty acid export 1)
3-fosfoglicerol (ang. glicero-3-phosphate)

chromatografia gazowa (ang. gas chromatography)
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GPAT acylotransferaza acylo-CoA:3-fosfoglicerol (ang. glycerol-3-phosphate
acyltransferase)

GPCAT acylotransferaza acylo-CoA:glicerofosfocholina (ang.
glycerophosphocholine acyltransferase)

HAD dehydrataza 3-D-hydroksyacylo-ACP (ang. 3-hydroxyacyl-ACP
dehydratase)

KASI syntaza 3-ketoacylo-ACP typu I (ang. 3-ketoacyl-ACP synthase I)

KASII syntaza 3-ketoacylo-ACP typu Il (ang. 3 -ketoacyl-ACP synthase I1)

KAS 11l syntaza 3-ketoacylo-ACP typu I11 (ang. 3-ketoacyl-ACP synthase I11)

KAR reduktaza p-ketoacylo-ACP (ang. ketoacyl-ACP reductase)

KT /FA kwasy tluszczowe (ang. fatty acid)

LACS9 syntetaza dtugotancuchowych acylo-CoA 9 (ang. long-chain acyl-
coenzyme A synthetase 9)

LPA kwas lizofosfatydowy (ang. lysophosphatidic acid)

LPC lizofosfatydylocholina (ang. lysophosphatidylcholine)

LPE lizofosfatydyloetanoloamina (ang. lysophosphatidylethanolamine)
LPG lizofosfatydyloglicerol (ang. lysophosphatidylglycerol)

LPI lizofosfatydyloinozytol (ang. lizophosphatidylinositol)

LPL lizofosfolipid (ang. lysophospholipids)

LPS lizofosfatydyloseryna (ang. lysophosphatidylserine)

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

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

LPEAT acylotransferaza acylo-CoA:lizofosfatydyloetanoloamina (ang. acyl-CoA:
lysophosphatidylethanolamine acyltransferase)

LPGAT acylotransferaza acylo-CoA:lizofosfatydyloglicerol (ang. acyl-CoA:
lysophosphatidylglycerol acyltransferase)

LPIAT  acylotransferaza acylo-CoA:lizofosfatydyloinozytol (ang. acyl-CoA:
lizophosphatidylinositol acyltransferase)

LPLAT acylotransferaza acylo-CoA:lizofosolipid (ang. acyl-
CoA:lysophospholipids acyltransferase)
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LPSAT

MAG
MCAT

MDG

MGDG

MS
PA
PAP
PC
PDAT

PDCT

PDHC

PE
PG
PGPS

PGPP

Pl
PIS
PL
PLA:
PLC
PLD
PS

acylotransferaza acylo-CoA:lizofosfatydyloseryna (ang. acyl-CoA:
lysophosphatidylserine acyltransferase)

monoacyloglicerol (ang. monoacylglycerol)

transacylaza malonylowa (ang. malonylo-CoA acyl carrier protein
transacylase)

transferaza monogalaktozylodiacyloglicerolu (ang.
monogalactosyldiacylglycerol transferase)
monogalaktozylodiacyloglicerol (ang.
monogalactosyldiacylglycerol)

pozywka Murashige & Skoog (ang. medium Murashige & Skoog)
kwas fosfatydowy (ang. phosphatidic acid)

fosfataza kwasu fosfatydowego (ang. phosphatidic acid phosphatase)
fosfatydylocholina (ang. phoshatidylcholine)

acylotransferaza fosfolipid:diacyloglicerol, (ang.
phospholipid:diacylglycerol acyltransferase)
cholinofosfotransferaza fosfatydylocholina:diacyloglicerolu (ang.
phosphatidylcholine:diacylglycerol cholinephosphotransferase)
kompleks dehydrogenazy pirogronianowej (ang. puryvate dehydrogenase
complex)

fosfatydyloetanoloamina (ang. phosphatidylethanolamine)
fosfatydyloglicerol (ang. phosphatidylglicerol)

syntetaza fosforanu fosfatydyloglicerolu (ang.
phosphatidylglycerolphosphate synthase)

fosfataza fosforanu fosfatydyloglicerolu (ang.
phosphatidylglycerolphosphate phosphatase)

fosfatydyloinozytol (ang. phosphatidylinositol)

syntaza fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol synthase)
fosfolipid (ang. phospholipid)

fosfolipaza Az (ang. phospholipase A>)

fosfolipaza C (ang. Phospholipase C)

fosfolipaza D (ang. Phospholipase D)

fosfatydyloseryna (ang. phosphatidylserine)
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PSD dekarboksylaza fosfatydyloseryny (ang. phosphatidylserine

decarboxylase)

PSS syntaza fosfatydyloseryny (ang. phosphatidylserine synthase)

PUFA wielonienasycone kwasy tluszczowe (ang. polyunsaturated fatty acids)
SAD desaturaza stearylo-ACP (ang. stearoyl-ACP desaturase)

SLS syntaza sulfolipidowa (ang. sulfolipid synthase)

SQDG  sulfochinowozylodiacyloglicerol (ang. sulfoquinovosyl diacylglycerol)
TAG triacyloglicerol (ang. triacylglycerol)

TGD trigalaktozylodiacyloglicerol (ang. trigalactosyldiacylglycerol)

TLC chromatografia cienkowarstowa (ang. thin layer chromatography)
UDP urydynodifosforan (ang. uridylodiphosphate)

Stosowane terminy:

1zoenzymy — grupa enzymow wystepujagca w obrgbie danego organizmu, katalizujaca ta
samg reakcje | posiadajgca odmienng strukture pierwszorz¢dowsa. W niniejszej pracy
izoenzymami zostaly okreslone poszczegdlne enzymy o aktywnosci LPEAT tj.:

LPEAT1a.1, LPEAT1a.2, LPEAT2a, LPEAT2b oraz LPEAT2c.

Izoformy — biatka petnigce takie same funkcje katalityczne réznigce si¢ jednak strukturg
pierwszorzgdowa; w skiad kazdej izoformy moze wchodzi¢ od jednego do kilku
izoenzymoOw o zblizonej strukturze pierwszorzgdowej np.: enzymy LPEAT wystepuja

w komorkach roslinnych w dwoch izoformach — LPEATL i LPEAT2.

Warianty — okreslenie odnoszace si¢ do wystgpowania réznych wersji sekwencji
nukleotydowych kodujacych dane biatko lub izoformy tego biatka; w pracy okreslenie
wariant bylo réwniez zamiennie stosowane jako izoenzym nalezacy do danej izoformy;
np. izoforma LPEAT2 w komorkach Camelina sativa kodowana jest przez trzy warianty
genowe: LPEAT2a, LPEAT2b oraz LPEAT2c, biatka kodowane przez te warianty genowe

czasami zmianie byly nazywane jako warianty danej izoformy.

LPEAT — duzymi literami oraz kursywa opisane zostaty geny

LPEAT — duzymi literami opisane zostaty poszczegdlne biatka

16



WPOROWADZENIE | CELE PRACY

Proces remodelowania (edycji grup acylowych) fosfolipidow to jeden
z fundamentalnych mechanizmow zachodzacych u wszystkich zywych organizmow
W tym ro$lin, zwierzat, czy nawet mikroorganizméw. U roslin oleistych proces ten jest
niezwykle istotny do utrzymania ptynnosci membran biologicznych, majacej kluczowe
znaczenie dla poprawnej fizjologii komorki i zachodzacych w niej proceséw. Ponadto
modyfikacja puli kwasoéw tluszczowych w puli fosfolipidow jest niezwykle waznym
procesem, gdyz zwigzki te stanowig istotny substrat posredni w procesie biosyntezy
triacylogliceroli, czyli lipidow zapasowych, a co wigcej jeden z fosfolipidow —
fosfatydylocholina jest miejscem syntezy wieloniensyconych kwaséw tluszczowych.
Niemniej jednak mimo tak istotnego udzialu procesu remodelowania w poprawne
funkcjonowanie komorek 1 metabolizm lipidéw, wiedza na temat tego mechanizmu wcigz
jest uboga.

Jednymi z enzymow, ktorym przypisuje si¢ kluczowa role w tym procesie sa
acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT). Enzymy te sa glownie
zlokalizowane w retikulum enodplazmatycznym, gdzie odpowiadajg za synteze
fosfolipidow. Zwigzki te sg produkowane w reakcjach typu forward — ,,do przodu”,
podczas ktorych do lizofosfolipidow dotaczane sa grupy acylowe pochodzace
z cytoplazmatycznej puli  acylo-CoA. W  zalezno$ci od  wykorzystywanego
lizofosfolipidu enzymy te beda syntetyzowaly inne fosfolipidy, a takze beda posiadaty
inne nazwy. Enzymy te w reakcjach typu backward — ,.do tylu” katalizujg reakcje
odwrotne, podczas ktorych grupy acylowe sa odtagczane od fosfolipidow i1 przenoszone
na wolny koenzym A. Ze wzgledu na swojg dualng aktywnos$¢ enzymy LPLAT uwazane
sa za potencjalnie odpowiedzialne za proces remodelowania zarowno profilu kwasow
thuszczowych wystepujacych w puli fosfolipidow, jak i cytoplazmatycznej puli acylo-
CoA, co w efekcie prowadzi do wzbogacania tych puli w de novo syntetyzowane lub
zmodyfikowane kwasy tluszczowe.

Dotychczas zdolno$¢ do katalizowania reakcji w obie strony zostata potwierdzona
wylacznie dla  enzyméw LPCAT  (odpowiedzialnych za  remodelowanie
fosfatydylocholiny) obecnych w ro$linnych frakcjach mikrosomalnych. Dla pozostatych
enzymow typu LPLAT, takich jak LPEAT oraz LPAAT, ktdre uczestnicza odpowiednio
w edycji puli fosfatydyloetanoloaminy oraz kwasu fosfatydowego, zdolnos¢ ta zostata

zaobserwowana jedynie po wprowadzeniu genéw kodujacych te biatka do systemow
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drozdzowych. W zwiazku z tym, pierwszym podj¢tym problemem w ramach niniejszej
pracy byto zweryfikowanie zdolnos$ci tych enzymow, obecnych w nasionach Camelina
sativa, do przeprowadzania tych reakcji. Celem tego etapu badan bylo rowniez
wykonanie charakterystyki biochemicznej enzymoéw LPLAT obecnych w nasionach
Inianki. C. sativa pomimo swoich unikatowych agronomicznych oraz przemystowych
wlasciwosci, dopiero na przestrzeni ostatnich lat staje si¢ powszechnie uzywang rosling
modelowa do badan dotyczacych metabolizmu lipidow roslin oleistych, a wigc
oczywistym zamiarem byto wypetnienie luki wiedzy na temat tych enzymow.

Kolejnym niezwykle waznym celem niniejszej pracy bylo okreslenie roli
enzymow LPLAT, obecnych w nasionach C. sativa, w procesie remodelowania. Udziat
tych enzymow w edycji grup acylowych puli fosfolipidow, a szczegolnie puli acylo-CoA,
ktoéra kolejno moze by¢ wykorzystywana przez inne acylotransferazy w syntezie lipidow
zapasowych byt dotychczas zapekienie nieznany. Zatem wykonane przeze mnie badania
miaty na celu odpowiedzie¢ na pytania dotyczace intensywnos$ci zachodzenia tego
procesu w nasionach na réznych etapach ich rozwoju. Ponadto moim zadaniem byto
okreslenie ile kwaséw tluszczowych moze by¢ przenoszonych przez enzymy LPLAT do
puli acylo-CoA, a ile z nich jest wigczana do tych puli w wyniku reakcji innych takich
jak  aktywno$¢  fosfolipazy A>, czy enzymu PDAT (acylotransferazy
fosfolipid:diacyloglicerol).

Jak juz wspomniano, wiedza na temat enzyméw LPLAT 1 ich roli w tkankach
C. sativa byta znikoma, w zwigzku z czym kolejnym oczywistym celem badan bylo
scharakteryzowanie tych enzymoéw w tkankach wegetatywnych takich jak liscie.
Do badan wykorzystane zostaty zaréwno liscie roslin hodowanych w warunkach in vivo,
jak i in vitro. Ze wzgledu na fakt, ze kompozycja profilu kwasow thuszczowych w lisciach
jest rownie wazna jak w nasionach, mimo ze petnig one odmienng role w tych tkankach,
przeprowadzone zostaty réwniez badania dotyczace procesu remodelowania. Pod uwage
wzieto rozne warunki hodowli 1 ich wpltyw na aktywno$¢ enzyméw LPLAT oraz
intensywno$¢ wymiany grup acylowych w fosfolipidach obecnych w tych tkankach.

Rozwazajac fakt, ze profil kwasow tluszczowych obecnych w liSciach roslin,
a doktadnie we frakcji ich lipidow polarnych, gléwnie fosfolipidow, w pewnym stopniu
odpowiada za adaptacj¢ do zewnetrznych warunkow temperaturowych, kolejnym celem
badan byto zweryfikowanie czy enzymy LPLAT rowniez uczestnicza W tych procesach.
Wstepne wyniki badan wykazaly, Ze jedynie enzymy LPEAT reaguja zmiang

specyficznosci substratowej na zmiany temperatury. W zwigzku z tym dalsza cze$¢ badan
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skupiata si¢ wtasnie na tych enzymach i miata na celu okreslenie wplywu temperatury na
aktywno$¢ 1 specyficzno$¢ substratowa tych enzymdéw oraz intensywno$¢ procesu
remodelowania fosfolipidow obecnych w lisciach.

W niniejszej pracy, ze wzgledu na zaobserwowane efekty wplywu temperatury na
specyficzno$¢ substratowg enzymoéw LPEAT postawiono sobie takze za zadanie
scharakteryzowanie osobno kazdego z izoenzymow LPEATI] oraz LPEAT2
(na podstawie danych literaturowych kazdy z nich wystgpuje w trzech wariantach).
Postanowiono sklonowac¢ 1 wprowadzi¢ sekwencje nukleotydowe kodujace te izoenzymy
do systemu drozdzowego, a nastepnie okresli¢ ich charakterystyke biochemiczng oraz
specyficznos¢ substratowa (gldéwnie w zaleznosci od temperatury). Dane te przede
wszystkim mialy potwierdzi¢ lub zaprzeczy¢ zaobserwowanemu wptywowi temperatury
na specyficznos¢ substratowg enzymoéw LPEAT oraz po raz pierwszy okresli¢ parametry
biochemiczne tych enzymow obecnych w tkankach Inicznika, na temat ktorych brak byto
jakichkolwiek informac;ji.

Rownolegle czgs¢ badan dotyczaca enzymow LPEAT skupiata sie na poznaniu
ich  pochodzenia  filogenetycznego  oraz  scharakteryzowaniu  sekwencji
aminokwasowych. Ponadto wyznaczony zostal wzor ekspresji genéw kodujacych
poszczegblne izoenzymy w rdéznych tkankach C. sativa, ktory zakladano, ze wraz
z wynikami dotyczacymi preferencji 1 aktywnosci poszczego6lnych izoenzymdw pozwoli
na okreslenie roli tych biatek w tkankach roslinnych.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy umozliwiajg doktadniejsze
poznanie charakterystyki biochemicznej, w tym preferencji substratowych oraz
aktywnosci w reakcjach typu forward oraz backward enzyméw LPLAT obecnych
w réznych tkankach C. sativa. Ponadto dostarczajg fundamentalnej wiedzy na temat
dotychczas mato poznanego procesu remodelowania zachodzacego w réznych tkankach
rosliny oleistej, ktory okazuje si¢ by¢ zalezny nie tylko od miejsca jego przebiegu, ale

rowniez od warunkow hodowlanych czy rowniez stresu temperaturowego.
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Przedstawione w pracy badania zostaly zrealizowane w ramach projektu OPUS13
finansowanego z Narodowego Centrum Nauki, ktorego kierownikiem jest prof. dr hab.
Antoni Banas. Tytut projektu: »Rola acylotransferaz acylo-
CoA:lizofosfatydyloetanoloamina (LPEAT) w regulacji wzrostu roslin”. Numer

projektu: 2017/25/BNZ3/00721.

m NARODOWE CENTRUM NAUKI

Cze$¢ z badan zostala rowniez zrealizowana w ramach grantu otrzymanego
Z dofinansowania badan naukowych dla wuczestnikow Interdyscyplinarnych
Przyrodniczo-Matematycznych Studiow Doktoranckich MWB UG i GUMed, ktoérego
bytam kierownikiem.  Tytul projektu: ,,Wptyw hodowli in vitro oraz in vivo
na akumulacje acylolipidow i aktywnos¢ acylotransferaz acyl-CoA:lizofosfolipid
w lisciach Camelina sativa”. Numer projektu: 539-N113-B931-21.
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Znaczaca czgS¢ wynikow przedstawionych w niniejszej pracy zostata juz

opublikowana w wysoko punktowanych, recenzowanych czasopismach naukowych:

1. Klinska S., Jasieniecka-Gazarkiewicz K., Bana§ A. (2019). Acyl-
CoA:lysophosphatidylcholine acyltransferases (LPCATs) of Camelina sativa
seeds: Biochemical properties and function. Planta. 250: 1655-1670.

2. Klinska S., Jasieniecka-Gazarkiewicz K., Demski K. Bana$ A. (2020). Editing of
phosphatidic acid and phosphatidylethanolamine by acyl-CoA:lysophospholipid
acyltransferases in developing Camelina sativa seeds. Planta. 10: 4.

3. Kilinska S., Demski K., Jasieniecka-Gazarkiewicz K., Bana$ A. (2021a). LPEATS
Tailor Plant Phospholipid Composition through Adjusting Substrate Preferences
to Temperature. Int. J. Mol. Sci. 22: 8137.

4. Klinska S., Kedzierska S., Jasieniecka-Gazarkiewicz K., Banas A. (2021b). In
Vitro Growth Conditions Boost Plant Lipid Remodelling and Influence Their
Composition. Cells. 10: 2326.
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1. PRZEGLAD LITERATURY

1.1. Lipidy — definicja, klasyfikacja, wystepowanie oraz funkcje

Lipidy to grupa hydrofobowych zwigzkéw organicznych nierozpuszczalnych
W wodzie, zwana rowniez thuszczowcami, ktore nazwe oraz hydrofobowe wlasciwosci
zawdzigczaja migdzy innymi obecnos$ci kwasoéw thuszczowych w swojej strukturze.
Lipidy sa zwigzkami wystepujacymi powszechnie we wszystkich organizmach zywych.
W tkankach ro$linnych mozemy podzieli¢ je na trzy nadrzedne grupy: glicerolipidy,
sfingolipidy oraz sterole (Heldt i Piechulla, 2011).

Glicerolipidy to zwigzki, ktorych budowa oparta jest na szkielecie glicerolowym, do
ktorego w pozycjach sn-1 i/lub sn-2 i/lub sn-3 moga by¢ przylaczone kwasy thuszczowe;
woOwczas zwigzki te tworzg pule lipidow zapasowych takich jaki np.: triacyloglicerole.
W pozycji sn-3 moze jednak rowniez by¢ przytaczona zasada azotowa za posrednictwem
reszt kwasu fosforanowego tworzac w ten sposob fosfolipidy (glicerofosfolipidy), badz
grupa cukrowa, ktora jest charakterystyczna dla galaktolipidow. Do puli fosfolipidow
zaliczane sg zwigzki takie jak: fosfatydylocholina, kwas fosfatydowy (PA; ang.
phosphatidic acid), fosfatydyloetanoloamina (PE; ang. phosphatidylethanolamine),
fosfatydyloglicerol (PG; ang. phosphatidylglicerol), fosfatydyloseryna (PS; ang.
phophatidylserine), fosfatydyloinozytol (PI; ang. phosphatidylinositol). Natomiast
dwoma gtownymi galaktolipidami wystepujagcymi w tkankach roslinnych sg
monogalaktozylodiacyloglicerole (MGDG; ang. monogalactosyldiacylglycerol) oraz
digalaktozylodiacyloglicerole (DGDG; ang. digalactosyldiacylglycerol). Do puli
glicerolipidow zaliczane sg rowniez sulfolipidy, ktore podobnie, jak galaktolipidy,
zawierajg w pozycji Sn-3 reszte cukrowa, ktora w przypadku sulfolipidow posiada
dodatkowo reszt¢ kwasu siarkowego. Reprezentantem tej grupy zwigzkow wystepujacym
w tkankach ro$linnych jest sulfochinowozylodiacyloglicerol (SQDG; ang.
sulfoquinovosyl diacylglycerol), (van de Loo 1in., 1993; Somerville i in., 2000; Dérmann,
2005). Oprocz znacznego zroznicowania —strukturalnego glicerolipidow ich
rozmieszczenie w tkankach, organellach oraz pomigdzy listkami lipidowej dwuwarstwy
btony moze by¢ roéznorodne. Kazdy z tych zwigzkow ma okreslong lokalizacje oraz
przypisang rol¢ jaka pelni w danym kompartymencie komoérkowym (Harayama
i Riezman, 2018; van Meer i in., 2008). Wybrane zwiazki nalezace do réznych grup

glicerolipidow zostang doktadnie omdéwione w dalszej czgéci pracy.
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Kolejna grupa zwigzkoéw zaliczana do lipidow to sfingolipidy, ktoérych struktura
opiera si¢ na tancuchu sfingozyny posiadajagcym od dwoch od trzech grup
hydroksylowych oraz jedng grup¢ aminowa. Poprzez wigzanie amidowe do tancucha
sfingozyny dofaczony jest kwas thuszczowy. Sa to zwiazki wystepujace gltownie
w plazmalemmie oraz membranach retikulum endoplazmatycznego, stanowig do 5%
wszystkich lipidéw obecnych w tkankach roslinach.

W przeciwienstwie do dwoch poprzednich grup acylolipidow, sterole, nalezace takze
do lipidéw roslinnych, to zwigzki, w ktérych budowie nie znajduja si¢ kwasy ttuszczowe
(oprocz ich estrow z kwasami thuszczowymi). Ich szkielet opiera si¢ na czgsteczce steranu
(czterech sprzezonych pierscieniach — cyklopentanoperhydrofenantrenu). Sterole to
bardzo szeroka grupa zwigzkow, ktora stanowi istotny sktadnik membran wielu organelli

regulujgc ich wlasciwosci, miedzy innymi ptynnos¢ (Heldt 1 Piechulla, 2011).

1.2. Kwasy tluszczowe
Kwasy tluszczowe wystepuja bardzo powszechnie we wszystkich organizmach,
zaczynajac od bakterii, a konczgc na ludzkim organizmie. Stanowig nadrzedny sktadnik
budulcowy lipidow zapasowych, membranowych, metabolitow wtérnych, czasteczek
sygnatowych, czy koenzymow. Odpowiednia zawartos¢ 1 proporcja kwasow
tluszczowych ma réwniez kluczowe znaczenie w utrzymaniu ciekto-krystalicznej
struktury blon komoérkowych, a co za tym idzie zapewnienie prawidtowej fizjologii

komorki (Kates i in., 1984).
Kwasy tluszczowe to najbardziej rozpowszechniona forma wystepowania wegla
W postaci zredukowanej. Sg to zwiazki zwane roéwniez kwasami karboksylowymi,
ktorych struktura sktada sie z pojedynczej grupy karboksylowej (COOH) potgczonej
Z tancuchem weglowodorowym, tworzac w ten sposob zwigzki o ogdlnym wzorze
R-COOH. Kwasy tluszczowe moga wystgpowaé w postaci ,,wolnej” tworzac pule
zwigzkow o ogolnej nazwie ,,wolne kwasy tluszczowe”, badz moga wchodzi¢ w sktad
puli acylolipidow, czyli zwiazkow bardziej ztozonych takich jak juz wspomniane
glicerolipidy.

Kazdy z kwasow ttuszczowych posiada swoja: nazwe systematyczng — nadawang na
podstawie wyjsSciowego weglowodoru budujacego kwas tluszczowy oraz nazwe
zwyczajowa — najczesciej uzywang i zwykle pochodzaca od zrodta ich odkrycia. Ponadto

kazdy z nich posiada swoj unikalny skrét (Symbol numeryczny) oparty na wzorze

22



A:BA*Y? gdzie A okresla ilos¢ atomow wegla, B ilos¢ wigzan podwojnych, a X,y i z
0znaczaja numery atomow wegla, liczac od grupy karboksylowej, za ktérymi znajduja
si¢ wigzania podwojne. Na przyktad kwas linolowy 18:2A%12 to kwas, ktory bedzie
posiadal 18 atomow wegla oraz dwa wigzania nienasycone, jedno wystepujace pomiedzy
91 10, a drugie miedzy 12 i 13 atomem wegla.

Roéwniez powszechnie uznanym systemem opisu pozycji wigzania podwdjnego jest
okreslanie jego potozenia liczac atomy wegla wzgledem grupy metylowej. W tym
systemie stosuje si¢ symbol ,,0 —omega” 1 odpowiednig cyfre 3, 6 badz 9, ktére oznaczaja
potozenie wigzania odpowiednio pomigdzy 314, 617 i/lub 9 1 10 atomem wegla, liczac
od grupy metylowej.

Dodatkowe oznaczenia nomenklatury kwasoéw tluszczowych to okreslenia dotyczace
konfiguracji wigzan podwojnych, ktére moga wystepowaé w pozycji ,,Cis” lub ,,trans”,
gdzie odpowiednio atomy wodoru znajduja si¢ po tej samej stronie czgsteczki, badz po
przeciwnych. Ponizej w tabeli 1 przedstawione zostaly nazwy systematyczne
I zwyczajowe kwasow tluszczowych omawianych w pracy. Dodatkowo na Rys. 1
zaprezentowane zostaty struktury chemiczne pieciu gtownych kwaséw thuszczowych
wystepujacych w roslinach.

Gtownym oraz odnawialnym rezerwuarem kwasow ttuszczowych sg rosliny, ktoére sg
zdolne do syntezy okoto 450 réznych kwasow tluszczowych (Cahoon i Li-Beisson,
2020). Ze wzgledu na mechanizm biosyntezy tych zwigzkow w tkankach roslinnych,
ktory zostanie omowiony w kolejnym podrozdziale, zawierajg one zwykle parzysta liczbe
atoméw wegla (od 8 do 24) oraz moga posiada¢ zar6wno wigzania nasycone, jak
I nienasycone. Wigzania podwojne (nienasycone), gtownie wystepuja w konfiguracji cis
i sg od siebie oddzielone przynajmniej jedng grupg metylenowg (Berg i in. 2011;
Somerville 1 in. 2000). W tkankach roslinnych dominuje pi¢¢ gldéwnych kwasoéw
thuszczowych, ktore sg zwane ,,typowymi” kwasami ttuszczowymi. Zawierajg one 16 lub
18 atomow wegla oraz mogg posiada¢ do trzech wigzan podwdjnych. Sa to kwasy, takie
jak: palmitynowy (16:0), stearynowy (18:0), oleinowy (18:1A9), linolowy (18:2A9,12)
oraz linolenowy (18:3A9,12,15), przedstawione rowniez na Rys 1. Wybrane gatunki
ros$lin posiadaja takze zdolno$¢ do biosyntezy i akumulacji ,nietypowych” kwasow
thuszczowych, ktére moga by¢ akumulowane w innych strukturach niz ,,typowe” kwasy
oraz mogg posiada¢ dtuzsze lub krotsze tancuchy weglowe, inng liczbe 1 miejsce
wystgpowania wigzan podwojnych, czy dodatkowe grupy funkcyjne takie jak grupy:

epoksydowe (kwas wernolowy), acetylenowe (kwas tarynowy, kwas krepenowy), czy
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hydroksylowe (kwas rycynolowy, kwas leskerolowy); (Somerville i in. 2000; Cahoon i Li
Beisson, 2020).

Rosliny nalezace glownie do tzw. roslin oleistych posiadaja zdolnos¢ do
magazynowania kwaséw thuszczowych w postaci lipidow zapasowych, a doktadnie
triacylogliceroli, ktére gromadzone sg gldwnie w nasionach. W tej postaci, kwasy
thuszczowe stanowiag rezerwuar energetyczny dla roslin. Kwasy thuszczowe wystepuja
rowniez w innych strukturach takich jak fosfolipidy, glikolipidy, woski, kutyna czy
suberyna, przez co wplywaja na poprawng fizjologi¢ komorki roslinnej m. in. na
prawidtowy wzrost 1 rozwdj roslin, regulacje podstawowych procesow biochemicznych
oraz zapewniajg ochrone przed czynnikami zarowno abiotycznymi, jak 1 biotycznymi
(Ohlrogge i Browse, 1995).

Réwnoczesnie kwasy thuszczowe sg cennym zroédtem zwigzkdéw powszechnie
wykorzystywanych przez ludzi w przemysle do produkcji lubrykantow, farb, biopaliw
oraz kosmetykow, gdzie zarowno ,,typowe” jak 1,,nietypowe” kwasy thuszczowe znajduja
swoje liczne zastosowania (Beaudoin i Napier, 2004). Kwasy tluszczowe
wykorzystywane sg rowniez w celach konsumpcyjnych, gdzie stanowig bardzo wazny
sktadnik pokarmowy podstawowej diety ludzi i niektorych zwierzat. Kwasy ttuszczowe
sg gldownym zrodlem energii, a czg$¢ z nich pelni réwniez wazng rolg prozdrowotng
wplywajgc na zmniejszenie ryzyka wystgpienia choréb sercowo-naczyniowych oraz

neurodegeneracyjnych (Zarate i in., 2017).

24



Tabela 1. Kwasy tluszczowe wystepujace w tkankach roslinnych.

Kwasy tluszczowe obecne w tkankach roslinnych

Symbol i
Nazwa systematyczna Nazwa zwyczajowa
numeryczny
Nasycone kwasy thuszczowe
8:0 oktanowy kaprylowy
10:0 dekanowy kaprynowy
12:0 dodekanowy laurynowy
14:0 tetradekanowy mirystynowy
16:0 heksadekanowy palmitynowy
18:0 oktadekanowy stearynowy
20:0 eikozanowy arachidowy
22:0 dokozanowy behenowy
24:0 tetrakozanowy lignocerynowy
Jednonienasycone kwasy thuszczowe
18:1 oktadekenowy oleinowy
20:1 eikozenowy gondolowy
22:1 dokozenowy erukowy
24:1 tertakozenowy nerwonowy
Wielonienasycone kwasy thuszczowe

16:3 heksadekatrienowy -
18:2 oktadekadienowy linolowy
18:3 oktadekatrienowy linolenowy
20:2 ikozadienowy -
20:3 ikozatrienowy -
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Kwas stearynowy (18:0)

(0]
H,C 2
9
OH
Kwas oleinowy (18:1A°, w-9)
0]
12 9
— —
H,C OH
Kwas linolowy (18:2A%%2, w-6)
(0]
H,C _15 _12 _9
3
OH

Kwas linolenowy (18:3A%12:15, (-3)

Rys. 1. Struktury chemiczne kwasow tluszczowych gléwnie omawianych w niniejszej
pracy. Kolorem niebieskim oznaczono potozenie wigzania podwdéjnego liczac od grupy
karboksylowej, oznaczonego jako delta (A). Kolorem zielonym oznaczono potozenie

wigzania podwojnego od liczgc od grupy metylowej, oznaczonego symbolem omega (o).

1.2.1. Synteza de novo kwaséw tluszczowych

Mechanizm biosyntezy de novo kwasow thuszczowych, to proces ktory w niemalze
identyczny sposob przebiega w kazdym z zyjacych organizmow. Poszczegolne rdznice
dotyczag glownie struktury produkowanych kwasow tluszczowych, sublokalizacji
komorkowej tego procesu oraz budowy dwoch gtéwnych enzyméw uczestniczacych
w biosyntezie tych zwiazkow, czyli kompleksu enzymatycznego syntazy kwasoéw
tluszczowych (FAS; ang. fatty acid synthase) oraz karboksylazy acetylo-CoA (ACCase;

ang. acetyl-CoA carboxylase). W przypadku organizméw eukariotycznych proces ten
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zachodzi w cytoplazmie, wyjatek stanowig rosliny, u ktorych biosynteza kwasow
tluszczowych odbywa si¢ gtownie w plastydach (zgodnie ze schematem przedstawionym
na Rys. 2). Rosliny nie sg zdolne do transportu kwasow thuszczowych na duze odlegtosci,
zatem szlak biosyntezy tych zwigzkow u roslin nie jest przyporzadkowany danej tkance,
a enzymy odpowiedzialne za produkcje tych zwigzkéw wystepuja we wszystkich
komorkach (Ohlrogge i Jaworski, 1997; Heldt i Piechulla, 2011).

Podstawowym substratem do biosyntezy kwasow tluszczowych jest czasteczka
acetylo-CoA, ktora jest syntetyzowana wytacznie w plastydach, gdyz czasteczki acetylo-
CoA nie mogg by¢ transportowane pomigdzy kompartymentami komorkowymi. Stezenie
tego zwiazku jest utrzymywane na niskim, ale stalym poziomie tak aby zapewnic ciggtos¢
syntezy kwasow tluszczowych (Post-Beittenmiller i in., 1992; Ohlrogge i Browse, 1995).
Ze wzgledu na ograniczong ilo$¢ acetylo-CoA w komorce, niezbedne jest zachodzenie
ciggtych proceséw, ktore beda odpowiedzialne za tworzenie puli acetylo-CoA. Pierwszy
z nich to powstawanie tego zwigzku z pirogronianu w wyniku aktywnosci plastydowego
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej (PDHC; ang. puryvate dehydrogenase
complex). Drugim zrodtem puli acetylo-CoA jest bezposrednia reakcja przeksztatcania
czasteczek octanu w acetylo-CoA pod wpltywem aktywnosci syntetazy acetylo-CoA
i wykorzystaniu ATP (Ohlrogge i Browse, 1995; Heldt i Piechulla, 2011).

Czasteczki acetylo-CoA w pierwszej kolejnosci ulegajg karboksylacji do malonylo-
CoA, w reakcji katalizowanej przez karboksylaze acetylo-CoA (ACCase, ang. acetyl-
CoA carboxylase) w obecnosci CO2 oraz ATP. Kolejno grupa malonylowa przenoszona
jest na biatko przenoszace grupy acylowe (ACP; ang. acyl carrier protein), w wyniku
aktywnosci transacylazy malonylowej (MCAT; ang. malonylo-CoA acyl carrier protein
transacylase), co ostatecznie prowadzi do powstania malonylo-ACP (Heldt i Piechulla,
2011)

Kolejne etapy biosyntezy kwasow ttuszczowych sa katalizowane przez kompleks
enzymow FAS, ktory u ro$lin sklada si¢ z oddzielnych jednostek biatkowych,
funkcjonujacych jak szlak metaboliczny (Brown i in., 2006). Kompleks FAS ma za
zadanie elongacje tancucha weglowodorowego W sposob cykliczny kolejno
przeprowadzajac reakcje: kondensacji, redukcji, dehydratacji oraz ponownej redukcji.
Pierwsza reakcja kondensacji polega na potaczeniu acetylo-CoA (startera) z malonylo-
ACP i jest katalizowana jest przez syntaze 3-ketoacylo-ACP Il (KAS III; ang.
3-ketoacyl-ACP synthase). Podczas tej reakcji powstaje 3-ketobutyrylo-ACP.
W kolejnym etapie zwiazek ten redukowany jest do B-D-hydroksyacylo-ACP, w wyniku
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aktywnosci reduktazy 3-ketoacylo-ACP (KAR; ang. ketoacyl-ACP reductase). Nastepnie
dochodzi do etapu dehydratacji, katalizowanej przez dehydrataze 3-D-hydroksyacylo-
ACP (HAD; ang. 3-hydroxyacyl-ACP synthase) oraz kolejnej redukcji przeprowadzanej
przez reduktaze enoilo-ACP (ENR; ang/ enoyl-ACP reductase), co prowadzi ostatecznie
do powstania butyrylo-ACP (Clough i in., 1992; Somerville i in., 2000; Heldt i Piechulla,
2011; Li-Beisson i in., 2013).

W efekcie powstaty acylo-ACP jest kolejno podawany procesowi elongacji
katalizowanej przez kompleks FAS, z tym wyjatkiem, Ze za kolejne etapy kondensacji
odpowiada¢ bedzie syntaza 3-ketoacylo-ACP | (KAS 1), ktora akceptuje acylo-CoA
posiadajace od 4 do 16 atomow wegla. W momencie powstania palmitoilo-ACP
w wyniku aktywnosci kompleksu FAS, od czgsci powstatych czasteczek odtaczona
zostanie grupa ACP w wyniku reakcji katalizowanej przez tioestraze (FatA (B); ang. fatty
acid tioesterase A (B)) prowadzac do powstania wolnego kwasu palmitynowego (16:0).
Pozostata czes¢ palmitoilo-ACP moze podlega¢ kolejnemu cyklowi szlaku FAS,
w ktorym tym razem reakcje kondensacji bedzie katalizowaé KASII. Produktem
kolejnego cykKlu jest stearylo-ACP, ktorego cze$¢ moze ulec desaturacji pod wplywem
desaturazy stearylo-ACP (SAD; ang.stearoyl-ACP desaturase). Ostatecznie od obu
zwigzkow odlgczona jest grupa ACP w wyniku aktywno$¢ odpowiedniej tioesterazy,
konczac proces syntezy tancucha weglowego kwasu thuszczowego. Trzy glowne, wolne
kwasy ttuszczowe syntetyzowane w stromie plastydu to kwasy: palmitynowy (16:0),
stearynowy (18:0) oraz oleinowy (18:1), ktore kolejno mogg by¢ przetransportowane do
cytozolu zaraz po dotaczeniu czgsteczki koeznymu A w wyniku reakcji katalizowanej
przez biatko LACS9 (ang. long-chain acyl-coenzyme A synthetase 9), a nastepnie
poprzez biatko blonowe FAX1 eksportujace kwasy tluszczowe (ang. fatty acid export 1);
(Somerville i in., 2000; Heldt i Piechulla, 2011; Li-Beisson i in., 2013).

Kwasy tluszczowe zwigzane z czgsteczkg CoA tworzg cytoplazmatyczng pulg acylo-
CoA, ktora jest gldownym rezerwuarem grup acylowych wykorzystywanych przy syntezie
wigkszosci lipidow roslinnych zarowno membranowych, jak i zapasowych. Znaczaca
czes¢ kwasow thuszczowych po przedostaniu si¢ do cytoplazmy poddawana jest dalszym
modyfikacja. Czgs¢ z kwasow tluszczowych jest przenoszona do puli fosfolipidow,
glownie  fosfatydylocholiny =~ w wyniku  aktywnosci  acylotransferaz  acylo-
CoA:lizofosfatydylocholina ~ (LPCAT; ang. acyl-CoA:lysophosphatidylcholine
acyltransferase), gdzie podlegaja takim procesom jak desaturacja czy dodawanie nowych

grup funkcyjnych (Kennedy, 1961). Proces desaturacji w puli fosfatydylocholiny
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katalizowany jest przez desaturazy kwasow ttuszczowych FAD2 oraz FAD3 (ang. fatty
acid desaturase 2/3), ktore kolejno odpowiadaja ze przeksztalcenie kwasu oleinowego
w linolowy, a nastepnie w kwas linolenowy (Browse i in., 1993; Okuley i in., 1994).
Zmodyfikowane kwasy tluszczowe moga ponownie zosta¢ wprowadzone
do wspomnianej puli cytoplazmatycznego acylo-CoA w wyniku reakcji fosfolipazy Az
(PLA:?; ang. phospholipase Az) lub odwrotnej reakcji prowadzonej przez enzymy LPCAT
(Lands, 1958; Lager i in., 2013). Innym typem modyfikacji, ktoremu podlegaja kwasy
tluszczowe znajdujace si¢ w puli acylo-CoA jest elongacja prowadzaca do powstania
bardzo dtugotancuchowy kwasow tluszczowych posiadajgcych powyzej 18 atomow
wegla. Proces wydhluzania tancuchow weglowych jest katalizowany przez kompleks
enzymatyczny zwany elongazg kwasow tluszczowych, znajdujacy si¢ na btonach
retikulum endoplazmtycznego (Ozseyhan i in., 2018). W przypadku kwasoéw
tluszczowych, ktore pozostaja w plastydach, moga one réwniez podlegaé¢ dalszym
modyfikacjg takim jak desaturacja, wowczas gdy znajdujg si¢ w acylolipidach (Shanklin
i Cahoon, 1998). W plastydach znajdujg si¢ cztery charakterystyczne dla tego
kompartymentu komoérkowego desaturazy: FAD4, 5, 6, 7 oraz 8 — analog desaturazy
FAD7 indukowany chtodem (ang. fatty acid desaturase 4, 5, 6, 7, 8); (Gao i in., 2009;
Li-Beisson i in., 2013).
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Rys. 2. Schemat syntezy de novo kwasow ttuszczowych.

ACC — karboksylaza acetylo-CoA, ACP — biatko przenoszace grupy acylowe, ENR — reduktaza enoilo-ACP, Fat (A,B) — tioestraza acylo-ACP, FAS — kompleks
enzymatyczny syntazy kwasow ttuszczowych, FAX1 — biatko btonowe, HAD — dehydrataza 3-D-hydroksyacylo-ACP, KAR — reduktaza 3-ketoacylo-ACP,
KAS (I, 11, I1I) — syntaza 3-ketoacylo-ACP, LACS — syntetaza dtugotancuchowych acylo-CoA, SAD — desaturaza stearylo-ACP.



1.3. Glicerolipidy
1.3.1. Biosynteza fosfolipidéw oraz glikolipidow

Gloéwny etap biosyntezy zarowno fosfolipidow, glikolipidow, a takze lipidow
neutralnych zwigzany jest z biosyntezag de novo puli diacyloglicerolu (DAG; ang.
diacylglycerol). Pula DAG moze by¢ syntetyzowana za posrednictwem dwoch szlakow
chrakteryzujacych si¢ innym miejscem wystgpowania, specyficznoscig substratowa
zaangazowanych w nich enzyméw oraz typem glicerolipidu, ktory ostatecznie zostanie
syntetyzowany. Pierwszy z nich — szlak eukariotyczny odpowiada gtéwnie za produkcje
fosfolipidow, a wszelkie reakcje przebiegajace w tym cyklu zachodzg w retikulum
enodplazmatycznym. Drugi ze szlakow, zachodzacy w plastydach, to szlak
prokariotyczny odpowiedzialny za synteze galaktolipidow, sulfolipidow oraz
fosfatydyloglicerolu (Kennedy, 1961; Ohlrogge i Browse, 1995).

Pierwszy etap syntezy jest taki sam dla obu szlakéw, dochodzi podczas niego do
acylacji pozycji sn-1 szkieletu glicerolowego (glicero-3-fosforanu, G3P, ang. glycero-3-
phoshate) w wyniku aktywnosci acylotransferazy glicero-3-fosfoaranu (GPAT; ang.
glycero-3-phosphate acyltransferase). Powstaly w tej reakcji kwas lizofosfatydowy (LPA;
ang. lysophosphatidic acid) kolejno jest przeksztatcany do kwasu fosfatydowego poprzez
acylotransferaze ~ acylo-CoA:kwas  lizofosfatydowy  (LPAAT; ang. acyl-
CoA:lysophosphatidic acid acyltransferase). W przypadku reakcji katalizowanych przez
GPAT i LPAAT =zachodzacych w plastydach donorami kwasow tluszczowych
sg czasteczki acylo-ACP, syntetyzowane i1 gromadzone réwniez w tych organellach,
natomiast dla tych reakcji zachodzacych w ER sg to czasteczki acylo-CoA, znajdujace si¢
w puli cytoplazmatycznego acylo-CoA. Enzymy GPAT i LPAAT charakteryzujg si¢
roOwniez inng specyficznoscig substratowg w zaleznosci od ich miejsca wystgpowania.
W przypadku reakcji katalizowanej w plastydach GPAT odpowiada za przytaczanie do
pozycji sn-1 gtéwnie kwasu oleinowego (18:1), natomiast w przypadku syntezy w ER
do szkieletu glicerolowego przytaczany jest przede wszystkim kwas palmitynowy (16:0).
Pozycja sn-2, acylowana przez LPAAT w plastydach posiada¢ bedzie wylacznie kwas
palmitynowy, natomiast w ER gtéwnie oleinowy (Frentzen, 1998; Doérmann, 2005).
Ostatnim etapem biosyntezy de novo diacyloglicerolu jest reakcja defosforylacji PA,
katalizowana przez fosfataze kwasu fosfatydowego (PAP; ang. phosphatidate
phosphatase). Wszystkie z opisanych powyzej reakcji tworza szlak Kennedy’ego
(Kennedy, 1961), ktorego schemat przebiegu zostat przedstawiony na Rys. 3.
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Powstata w ten sposob de novo pula DAG, w ER, moze by¢ dodatkowo wzbogacana
przez czasteczki diacyloglicerolu pochodzace z innych reakcji takich jak: aktywnos¢
fosfolipazy C (PLC; ang. phospholipase C) lub aktywno$¢ cholinofosfotransferazy
fosfatydylocholina:diacyloglicerolu (PDCT; ang. phosphatidylcholine:diacylglycerol
cholinephosphotransferase) i cholinotransferazy CDP-cholina:diacyloglicerolu (CPT;
ang. CDP-choline:diacylglycerol cholinephosphotransferase), ktore odpowiadajg za
przeksztatcanie puli DAG do PC i odwrotnie. Pula DAG znajdujgca si¢ w retikulum
enodplazmatycznym moze by¢ przenoszona do plastydow 1 zosta¢ wykorzystana do
produkcji lipidéow chloroplastowych zawierajacych nienasycone 18-weglowe kwasy
tluszczowe w pozycji sn-2. Transfer puli DAG odbywa si¢ rowniez w kierunku
odwrotnym, w szczegdlnosci u roslin, ktore produkujg kwas heksadekatrienowy (16:3);
(Slack i in., 1983; Ohlrogge i Browse, 1995; Somerville i in., 2000; Li-Beisson i in., 2013).
Za przenoszenie czasteczek DAG, a takze innych lipidow polarnych pomigdzy ER
i plastydami  odpowiadajg  biatka  transportowe — permeazy TGD (ang.
trigalactosyldiacylglycerol); (Xu i in., 2003; Lu i in., 2007).

Diacyloglicerol jest produktem posrednim oraz etapem, gdzie szlak syntezy lipidow
membranowych i zapasowych rozgalezia si¢. Dalsza synteza lipidow membranowych:
galaktolipidow i fosfolipidow odbywajaca si¢ w plastydach lub cytozolu wymaga
aktywacji jednego z substratow: diacyloglicerolu lub polanej grupy, w reakcji zaleznej od
ATP. W szlaku ,,CDP-diacyloglicerolu” aktywowany jest diacyloglicerol do CDP-DAG
(cytdynodifosforan diacyloglicerolu; ang. cytidine diphosphate diacylglycerol) w wyniku
reakcji katalizowanej przez syntazg¢ CDP-DAG (CDS, ang. CDP-diacylglycerol
synthases). W ten sposob syntetyzowane mogg zosta¢ fosfolipidy takie jak: PS, PI, czy
PG. W drugim szlaku ,,diacyloglicerolu” aktywowang czasteczka jest grupa polarna np.
cholina do CDP-choliny oraz etanoloamina do CDP-etanoloaminy, odpowiednio dla
syntezy PC oraz PE. Synteza galaktolipidow oraz sulfolipidéw zachodzi réwniez na
drodze tego szlaku z tym, ze do syntezy MGDG oraz SQDG niezbe¢dna jest aktywowana
UDP-galaktoza lub UDP-sulfochinowoza (UDP — urydynodifosforan). Synteza drugiego
z galaktolipidow — DGDG, odbywa si¢ na drodze przeksztalcenia dwoch czasteczek
MGDG pod wptywem aktywnos$ci syntazy digalaktozylodiacyloglicerolu (DGD; ang.
digalactosyldiacylglycerol synthase); (Somerville i in., 2000; Gibellini i Smith, 2010;
Li-Beisson i in., 2013). Szlaki za posrednictwem, ktorych powstaja powyzej wymienione
fosfo- oraz gilkolipidy zostaly przedstawione na Rys. 3. Inne procesy enzymatyczne

prowadzace do powstania tych zwigzkow zostang one omoéwione w dalszej czgséci pracy.
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Rys. 3. Schemat syntezy de novo fosfolipidow oraz glikolipidow za posrednictwem Szlaku prokariotycznego zachodzgcego w plastydach oraz eukariotycznego zachodzacego
w retikulum enodplazmatycznym (ER).

BE-PSS - syntaza fosfatydyloseryny typu wymieniajacego zasady, CDS — syntaza CDP:diacyloglicerolu, CDP-DAG —cytdynodifosforan diacyloglicerolu CPT — cholinotransferaza CDP-cholina:diacyloglicerolu, DAG
— diacyloglicerol, DGD - syntaza digalaktozylodiacyloglicerolu, DGDG — digalaktozylodiacyloglicerol, EPT — etanoloaminotransferaza CDP-etanoloamina:diacyloglicerol, Fat — tioestraza acylo-ACP, FAS — syntaza
kwasow tluszczowych, G3P — glicero-3-fosforan, GPAT — acylotransferaza glicero-3-fosfoaranu, LACS — syntetaza dlugotancuchowych acylo-ACP, LPA — kwas lizofosfatydowy, LPLAT — acylotransferaza acylo-
CoA:lizofosfolipid, MDG - transferaza monogalaktozylodiacyloglicerolu, MGDG — monogalaktozylodiacyloglicerolu, PA — kwas fosfatydowy, PAP — fosfataza kwasu fosfatydowego, PC — fosfatydylocholina,
PE — fosfatydyloetanoloamina, PG — fosfatydyloglicerol, PGPP — fosfataza fosforanu fosfatydyloglicerolu, PGPS — syntetaza fosforanu fosfatydyloglicerolu, Pl — fosfatydyloinozytol, PIS — syntaza fosfatydyloinozytolu,
PS — fosfatydyloseryna, PSD - dekarboksylaza fosfatydyloseryny, PSS - syntaza fosfatydyloseryny, SLS - syntaza sulfolipidowa, SQDG - sulfochinowozylodiacyloglicerol.



1.3.2. Fosfolipidy — budowa, rola oraz alternatywne $ciezki syntezy
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Rys. 4. Schemat struktury fosfolipidow oraz ksztattéw, ktore mogg przyjmowac.

1.3.2.1. Fosfatydylocholina

Fosfatydylocholina jest dominujgcym fosfolipidem wystepujacym w roslinnych
membranach komoérkowych, gdzie jej zawarto§¢ moze stanowi¢ nawet do 50%
wszystkich lipidow membranowych. Wyjatek stanowig membrany plastydowe, gdzie PC
zajmuje maksymalnie do 14% wszystkich acylolipidow (Browse i Somerville, 1994;
Welti i in., 2002). Grupa cholinowa wystepujagca W PC jest stosunkowo duzg, oboj¢tnie
natadowang grupa, ktora nadaje catej czgsteczce cylindryczny ksztatt oraz wptywa na jej
tendencj¢ do tworzenia dwuwarstwy lipidowych bez krzywizn (Rys.4.); (Harayama
i Riezman, 2018; Yu i in., 2021).

Ze wzgledu na swoje powszechne wystgpowanie, fosfatydylocholina podobnie, jak
i ponizej omawiana fosfatydyloetanoloamina sg gtownymi sktadnikami budulcowymi
membran biologicznych, co wigcej ich kompozycja kwasow ttuszczowych oraz stosunek
ilosciowy reguluja ptynnosci tych struktur (Birner i in., 2001; Dérmann, 2005).
Fosfatydylocholina petni takze niezwykle wazna rolg w modyfikacji kwasow
tluszczowych. Modyfikacja ta polega na wzbogacaniu ich puli w zwigzki bardziej
nienasycone badz posiadajace dodatkowe grupy funkcyjne (Kennedy, 1961).
Zmodyfikowane kwasy tluszczowe moga by¢ przenoszone do cytoplazmatycznej puli

acylo-CoA, gdzie nastepnie stuzg jako substrat dla dalszych etapoéw biosyntezy lipidow
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membranowych oraz zapasowych. Rekcja ta moze by¢ regulowana przez aktywno$é
PLA:> lub aktywnos$ci typu backward enzyméw LPCAT. Enzymy te w reakcjach typu
forward odpowiadajag natomiast za syntez¢ puli fosfatydylocholiny, katalizujac
dotaczenie grupy acylowej z puli acylo-CoA do lizofosfatydylocholiny (Stymne i Stobart,
1984). Pula PC moze by¢ przeksztalcana w gtowny produkt posredni syntezy lipidow
— diacyloglicerol, w wyniku reakcji prowadzonej przez CPT oraz PDCT (Slack i in.,
1983; Lu i in., 2009). Enzymy te mogg rowniez odpowiada¢ za reakcje odwrotng
katalizujaca syntez¢ PC. Zmodyfikowane kwasy tluszczowe, obecne w puli PC moga
takze by¢ bezposrednio wiaczane do puli lipidow zapasowych — triacylogliceroli
w wyniku aktywno$¢ enzymow PDAT (acylotransferaza fosfolipid:diacyloglicerol, ang.
phospholipid:diacylglycerol acyltranserase), ktore katalizuja reakcje dotaczenia do
pozycji sn-3 diacyloglicerolu grupy acylowej pochodzacej z fosfatydylocholiny lub
fosfatydyloetanoloaminy (Banas i in., 2000; Dahlgvist i in., 2000).

1.3.2.2. Fosfatydyloetanoloamina

Fosfatydyloetanoloamina jest drugim najpowszechniej wystepujacym fosfolipidem
uroslin. Jej zawarto$¢ jest zalezna od miejsca wystepowania 1 moze wahaé si¢
w granicach 25-37% wszystkich lipidow membranowych (Browse i Somerville, 1984;
de Kroon, 2007; Welti i in., 2002). PE ze wzgledu na obecno$¢ w swojej strukturze matej
czasteczki jaka jest etanoloamina tworzy struktury stozkowe (ang. conical shape; Rys. 4),
ktore ostatecznie wplywajg na sktonnos¢ do tworzenie przez PE struktur o negatywnych
krzywiznach tworzacych btong¢ lipidowa sktadajaca si¢ z pojedynczej warstwy.
Dodatkowo jej struktura prowadzi do powstawania struktur heksagonalnych (De Kruijff,
1997; Harayama i Riezman, 2018; Yu i in., 2021).

Wiele badan dotyczacych fosfatydyloetanoloaminy wykazato jej znaczaca rolg
fizjologiczng zarowno w komorkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych. Przede
wszystkim ze wzgledu na swojg budowe 1 mozliwos$¢ tworzenia heksagonalnych struktur
uczestniczy ona w regulacji tworzenia struktur przestrzennych membran umozliwiajac
ich faldowanie oraz majac wpltyw na ich fuzj¢ i rozszczepianie (De Krujiff, 1997).
PE odpowiada rowniez za tworzenie si¢ poprawnych struktur, faldowanie i aktywno$¢
peryferyjnych biatek znajdujacych si¢ w membranach, a takze rozmieszczenie bialek
transbtonowych. W komorkach drozdzy obecno$¢ PE jest niezbedna do prawidlowego

dziatania komplekséw oddechowych i ubichinonu (Birner i in., 2001; Gibellini i Smith,

35



2010). Kolejng z wiasciwosci PE jest jej rola w procesie autofagii, podczas ktorej
odpowiada za elongacje i poprawne formowanie autofagosomu, a takze jest miejscem,
poprzez ktoére do pecherzyka autofagosomalnego przylaczane jest jedno z wazniejszych
biatek tego procesu Atg8 (Ichimura i in., 2000; Kabeya i in., 2000; Nakatogawa i in.,
2007). Dodatkowo badania przeprowadzone przez Rockenfeller i in. (2015) wykazaty,
ze zwigkszona zawarto$¢ PE w organizmie Saccharomyces cerevisiae, Drosophila
melanogaster oraz w komorkach ssaczych wptywa pozytywnie na regulacje procesu
autofagii oraz wydtuza dlugos¢ zycia. Te doniesienia zostaly takze potwierdzone dla
organizmu roslinnego — Arabidopsis thaliana (Jasieniecka-Gazarkiewicz i in., 2021).
Ostatnie badania, przeprowadzone na komoérkach ssaczych, dowodzg znaczacej roli PE
w procesie $smierci komorkowej zaleznej od DHA (kwasu dokozaheksaenowego; ang.
docosahexanoic acid) oraz w procesie ferroptozy (D’Herde i in., 2017; Eto i in., 2020).
Fosfatydyloetanoloamina jest wykorzystywana roéwniez jako donor grup acylowych przy
produkcji triacylogliceroli w reakcji katalizowanej przez enzymy PDAT (Banas i in.,
2000; Dahlqvist i in., 2000).

W komorkach eukariotycznych PE moze by¢ syntetyzowane w wyniku trzech
roznych reakcji. Dominujagcym procesem jest szlak ,diacyloglicerolu”, w ktérym
etanoloaminofosfotransferaza CDP-etanoloamina:diacyloglicerolu odpowiada za syntezg
PE (EPT; ang. CDP-ethanolamine:diacylglycerol ethanolaminephosphotransferase).
Drugg zmozliwosci jest biosynteza  katalizowana przez  dekarboksylazg
fosfatydyloseryny (PSD; ang. phosphatidylserine decarboxylase), podczas ktorej seryna
znajdujgca si¢ w czasteczce fosfatydyloseryny ulega przeksztalceniu do etanoloaminy
w wyniku odlgcznie grupy karboksylowej (Nerlich i in., 2007). Ostatnig z mozliwosci
produkcji PE w komorkach roslinnych jest aktywno$¢ LPEAT, czyli acylotransferazy
acylo-CoA:lizofosfatydyloetanoloamina (ang. acyl-CoA:lysophosphatidylethanolamine
acyltransferase), ktora przeprowadza reakcje taka jak LPCAT, z tym, Zze grupa acylowa

jest dotgczana do lizofosfatydyloetanoloaminy (Stalber i in., 2009).

1.3.2.3. Kwas fosfatydowy

Kwas fosfatydowy wystepuje w tkankach roslinnych w bardzo ograniczonych
ilosciach. Stanowi on do 1% wszystkich acylolipidow membranowych i do 2%
fosfolipidow obecnych w liSciach (Welti i in., 2002; Colin i Jaillais, 2020). Kwas
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fosfatydowy o strukturze stozkowej z tadunkiem anionowym podobnie jak PE wchodzi
w sktad membran pojedynczych (Harayama i Riezman, 2018).

Ograniczona ilo§¢ tego fosfolipidu w komodrkach roslinnych jest glownie
spowodowana jego rolg jaka pelni podczas biosyntezy lipidow membranowych oraz
zapasowych, bedac bezposrednim substratem do produkcji diacyloglicerolu w szlaku
Kennedy’ego (Kennedy, 1961). Kwas fosfatydowy petni takze bardzo wazng funkcje jako
specyficzny czujnik do monitorowania $rodowiska pozakomorkowego. Uczestniczy
w transdukcji sygnatu w warunkach stresu abiotycznego oraz biotycznego, podczas
ktorego w wyniku aktywacji fosfolipazy D (PLD; ang. phospholipase D) akumulowana
jest zwickszona ilo$¢ PA (Testerink i Munnik, 2011). Ponadto posredniczy w sygnalizacji
hormonalnej oraz reguluje procesy zwiagzane z rozwojem roznych tkanek oraz struktur
komorkowych (Yao 1 Xue, 2018).

Kwas fosfatydowy jest gtownie produkowany w wyniku aktywnosci enzymow
LPAAT, opisanych w podrozdziale 1.3.1. Réwniez, jak wspomniano powyzej fosfolipid
ten moze by¢ produkowany jako efekt aktywnosci fosfolipazy D, ktora hydrolizuje
wigzanie fosfodiestrowe zaréwno PE, jak i PC (Pappan i in., 1998). Inng z mozliwosci
powstawania PA jest aktywno$¢ kinazy diacyloglicerolu (DGK; ang. diacylglycerol
kinase), ktora przeprowadza fosforylacje diacyloglicerolu przy wykorzystaniu ATP
(Arisz i in., 2009).

1.3.2.3. Fosfatydyloinozytol, fosfatydyloseryna oraz fosfatydyloglicerol

Zarowno fosfatydyloinozytol, fosfatydyloseryna, jak i fosfatydyloglicerol wystepuja
W bardzo ograniczonych ilosciach w komoérkach roslinnych. Najwicksza zawartos¢ Pl
oraz PS zaobserwowano w nasionach oraz korzeniach, gdzie oba fosfolipidy stanowity
razem odpowiednio okoto 13 i 19%. W przypadku lisci jest to okoto 3%. PG wystepuje
gtownie w tkankach zielonych stanowigc w granicach od 10 do 14% wszystkich lipidow
membranowych. W pozostatych tkankach jego zawartos¢ wynosi okoto 4% (Browse
i Somerville, 1994; Miquel i Browse, 1992; Welti i in., 2002; Li-Beisson i in., 2013).
Wszystkie z wymienionych fosfolipidéw sa lipidami anionowymi nalezacymi do
zwigzkow o budowie cylindrycznej tworzacych dwuwarstwy lipidowe. W przypadku PS
jej struktura moze ulec zmianie na budowg stozkowa w $rodowisku o pH < 3 (Hope

i Cullis, 1980; Li i in., 2015; Harayama i Riezman, 2018; Yu i in., 2021).
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Fosfatydyloinozytol pomimo swojej znikomej zawarto$ci wystepuj¢ w membranach
wszystkich struktur komorkowych (Dérmann, 2005). Petni on role nie tylko jako materiat
budulcowy btony, ale takze jest prekursorem trifosforanu fosfatydyloinozytolu, ktory
odgrywa znaczacg role w transdukcji sygnatu jako czasteczka sygnatowa (Meijer
i Munnik, 2003). W komorkach roslinnych synteza tego fosfolipidu odbywa si¢ jedynie
w retikulum enodplazmatycznym na drodze szlaku ,,CDP-diacyloglicerolu”, podczas
ktorego do aktywowanej czasteczki DAG dotaczany jest myo-inozytol pod wpltywem
reakcji katalizowanej przez syntaze fosfatydyloinozytolu (PIS; ang. phosphatidylinositol
synthase), (Xue i in., 2000; Lofke i in., 2008; Li-Beisson i in., 2013). Fosfatydyloinozytol
moze powstawac rowniez w reakcji katalizowanej przez LPIAT (acylotransferazg acylo-
CoA:lizofosfatidyloinozytol; ang. acyl-CoA:lizophosphatidylinositol), nalezacy do
grupy enzymoOw LPLAT. Dotychczas obecno$¢ tego typu enzymdw zostata potwierdzona
w komorkach eukariotycznych, w tym réwniez w tkankach roslinnych A. thaliana (Baker,
1973; Lee i in., 2008; Coulon i in., 2020).

Fosfatydyloseryna wystepuje glownie w membranach poza plastydowych,
szczegdlnie w cytozolowym listku plazmalemmy, ktérej nadaje ujemy *tadunek
I odpowiada za zwigkszenie tadunku powierzchniowego tej membrany oraz powstanie
gradientu potencjatu (Platre i in., 2018). Synteza fosfatydyloseryny u roslin moze
odbywac si¢ poprzez wymiang wolnej grupy L-seryny z etanoloaming lub choling obecng
odpowiednio w czasteczce PE, badz PC. Reakcja ta katalizowana jest przez syntaze
fosfatydyloseryny typu wymieniajgcego zasady (BE-PSS; ang. base-exchange-type
phosphatidylserine sythase); (Marshall i Kates, 1974; Moore, 1975). Inng z mozliwoS$ci
syntezy PS jest szlak ,,CDP-diacyloglicerolu” zachodzacy w ER, podczas ktorego
w reakcji katalizowanej przez syntaze fosfatydyloseryny (PSS; ang. phosphatidylserine
synthase) wykorzystany zostaje aktywny DAG oraz L-seryna (Delhaize i in., 1999).
Podobnie, jak w przypadku Pl, PS rowniez moze by¢ syntetyzowany przy pomocy
enzymow nalezacych do LPLAT6w — LPSAT  (acylotransferaz  acylo-
CoA:lizofosfatydyloseryna; ang. acyl-CoA:lysophosphatidylserine acyltransferase)
jednakze ich obecno$¢ nie zostata dotychczas potwierdzona w komorkach roslinnych,
aczkolwiek enzym ten moze wystepowaé w komorkach eukariotycznych (Holub, 1980).

Fosfatydyloglicerol, trzeci z omawianych fosfolipidow, wystepuje w ER,
mitochondriach oraz plastydach. W dwoch pierwszych organellach PG wystepuje
w niewielkich ilo$ciach, podczas gdy w plastydach jest dominujacym fosfolipidem. Pelni

on tam fundamentalng rol¢ jaka jest stabilizacja i integralno$¢ fotosystemu | oraz Il.
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Jego obecno$é jest takze niezbgdna do prawidlowego przebiegu reakcji fotosyntezy,
poniewaz wraz z galaktolipidami i biatkami formuje kompleksy lipidowo-biatkowe
barwnikow fotosyntetycznych (Gombos i in., 2002; Sato i in., 2004; Dérmann, 2005;
Kobayashi i Wada, 2016). W tkankach roslinnych PG jest syntetyzowane w plastydach
w szlaku ,,CDP-diacyloglicerolu” w reakcji katalizowanej kolejno przez dwa enzymy:
syntetaze¢ fosforanu fosfatydyloglicerolu (PGPS; ang. phosphatidylglycerolphosphate
synthase) oraz  fosfataz¢  fosforanu  fosfatydyloglicerolu  (PGPP;  ang.
phosphatidylglycerolphosphate phosphatase); (Miiller i Frentzen, 2001; Li-Beisson i in.,
2013). Tak jak w przypadku poprzednich omawianych fosfolipidow, PG moze by¢
syntetyzowane przez enzymy z grupy LPLAT — LPGAT (acylotransferazg acylo-
CoA:lizofosfatydyloglicerol). Dotychczas obecnosé tego enzymu potwierdzono jedynie
w komoérkach ssaczych (Yang i in., 2004).

1.3.3. Glikolipidy — budowa, rola oraz alternatywne $ciezki syntezy

Do glikolipidow zaliczamy galaktolipidy, ktorych glownymi reprezentantami sa
MGDG oraz DGDG, a takze sulfolipidy, ktorych jedynym przedstawicielem w tkankach
ro$linnych jest SQDG. Galaktolipidy sg dominujagcymi lipidami wystepujacymi
w lisciach, gdzie MGDG moze stanowi¢ nawet do 50%, a DGDG do 15% wszystkich
glicerolipidow. SQDG stanowi natomiast zaledwie do 3% wszystkich roslinnych
acylolipidow i wystepuje rowniez jedynie w tkankach zielonych (Miquel i Browse, 1992;
Browse i Somerville, 1994; Welti i in., 2002; Li-Beisson i in., 2013).

Glikolipidy sa glownymi sktadnikami bton tylakoidowych, gdzie petnig istotng role
fizjologiczng jaka jest udziat w procesie fotosyntezy. Badania krystalograficzne wykazaty
obecnos¢ MGDG zarowno w strukturach fotosystemow | i I, jak i w kompleksie
cytochromu bf6, podczas gdy DGDG oraz SQDG sg obecne wytacznie w fotosystemie 11
(Douce i Joyard, 1980; Stroebel i in., 2003; Guskov i in., 2009). Kobayashi i in. (2007)
wykazali znaczacy wptyw obecnosci MGDG na poprawny rozwoj lisci oraz tylakoidow.
W przypadku SQDG jego rola fizjologiczna podobnie jak DGDG zwigzana jest
z adaptacja do niekorzystnych warunkéw $rodowiskowych. Warunki te modyfikowaty
zaréwno ich zawartos$c¢, proporcje, jak i sktad kwasow thuszczowych (Yu i in., 2002; Janik
i in., 2013).

Tak jak opisano w poprzednim rozdziale (1.3.1) synteza glikolipidow odbywa si¢

glownie za posrednictwem szlaku ,,diacyloglicerolu”, gdzie aktywowanym substratem
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jest reszta cukrowa. Synteza MGDG katalizowana jest przez transferaze
monogalaktozylodiacyloglicerolu (MDG, ang. monogalactosyldiacylglycerol
transferase), natomiast SQDG przez syntaz¢ sulfolipidowa (SLS, ang. sulfolipid
synthase). W przypadku DGDG, synteza odbywa si¢ za posrednictwem DGD (Somerville
i in., 2000; Gibellini i Smith, 2010; Li-Beisson i in., 2013).

1.3.4. Lipidy neutralne— budowa, funkcje oraz biosynteza

Do puli lipidow neutralnych zaliczane sg czasteczki, ktore do szkieletu glicerowego
maja dolaczone jedynie kwasy tluszczowe. Jesli tylko jeden kwas tluszczowy jest
dotaczony wigzaniem estrowym do czasteczki glicerolu mowimy
o monoacyloglicerolach (MAG; ang. monoacylglycerol), w przypadku obecnosci dwoch
kwasoéw tluszczowych mowimy za$ o diacyloglicerolach (DAG; ang. diacylglycerol).
Oba zwigzki petnig funkcje czasteczek sygnatowych oraz sktadnikow budulcowych
membran komorkowych. Ponadto sg prekursorami w syntezie lipidow zapasowych, przy
czym DAG, jak juz wspomniano w poprzednich rozdziatach, stanowi niezwykle wazny
produkt posredni réwniez w biosyntezie lipidow membranowych (Kennedy, 1961;
Li-Beisson i in., 2013).

Do najbardziej ztozonej i rozpowszechnionej struktury lipidow neutralnych nalezg
triacyloglicerole (TAG; ang. tiracylglycerol) posiadajace trzy tancuchy kwasow
tluszczowych zestryfikowanych ze szkieletem glicerolowym, ktore stanowia glowny
rezerwuar materiatu zapasowego i energii. Triacyloglicerole sg magazynowane przez
rosliny w nasionach, gdzie mogg stanowi¢ nawet do 90% ich catkowitej masy. Ponadto
moga wystepuja takze w innych strukturach takich jak owoce, starzejace si¢ liscie czy
ziarna pytku. W pozostatych organach wystepuja w znikomych ilosciach (Kaup i in.,
2002; Weselake, 2005; Li-Beisson i in. 2013). Triacyloglicerole docelowo sa
magazynowane czgsto W postaci ciatek ttuszczowych (oleosomow). Struktury te sktadaja
si¢ z triacylogliceroli, otoczonych pojedyncza btong zbudowang z fosfolipidow,
zawierajaca dodatkowo takze biatka. Glownymi biatkami znajdujagcymi si¢ w tych

strukturach sa oleozyny, sterolozyny i kalozyny (Jolivet i in., 2004).
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1.3.4.1. Biosynteza triacylogliceroli

Gléwnym substratem posrednim w syntezie triacylogliceroli sa diacyloglicerole
powstajace w szlaku ,.eukariotycznym” w membranach retikulum endoplazmatycznego
(Somerville i in., 2000). Podczas tego szlaku, zwanego ,,szlakiem Kennedy’ego”, ktory
zaprezentowano na Rys. 5 (oraz poprzednio na Rys. 3), dochodzi do przeniesienia grup
acylowych z cytoplazmatycznej puli acylo-CoA kolejno na glicero-3-fosforan,
a nastepnie kwas lizofosfatydowy w wyniku aktywnos$ci enzymoéw GPAT oraz LPAAT.
Powstaly kwas fosfatydowy ulega defosforylacji przez fosfataze kwasu fosfatydowego
prowadzac po biosyntezy de novo puli DAG (Kennedy, 1961). Jak opisano juz
w poprzednim rozdziale dotyczacym syntezy fosfolipidow oraz glikolipidow (1.3.1) pula
DAG moze powstawa¢ rowniez w wyniku innych reakcji katalizowanych np. przez
PDCT oraz CPT, ktore uczestniczg w przeksztatceniu puli PC, odpowiedzialnej za
desaturacje kwasow tluszczowych (Slack i in., 1983; Ohlrogge i Browse, 1995;
Somerville i in., 2000; Li-Beisson i in., 2013).

Powstale w ten sposéb pule DAG stanowig substrat do syntezy lipidow
membranowych oraz zapasowych — triacylogliceroli. Dalsza biosynteza TAG moze
odbywac¢ sig za posrednictwem trzech réznych reakcji enzymatycznych.

Pierwsza z reakcji katalizowana jest przez acyltransferazg acylo-CoA:diacyloglicerol
(DGAT, ang. acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferase), ktora odpowiada za acylacje
pozycji sn-3 szkieletu glicerolowego DAG grupami acylowymi podchodzgcymi
z cytoplazmatycznej puli acylo-CoA. Jest to enzym wykazujacy najwigkszy zakres
specyficznosci substratowej Sposrod wszystkich enzymow ze szlaku Kennedy’ego,
wplywajac w ten sposdb na roéznorodnos¢ kwasow thuszczowych wystepujacych
ostatecznie w puli TAG (Vance i Vance, 2008). W komorkach roslinnych enzymy te
moga wystgpowaé w dwodch ortologicznych wariantach chrakteryzujacych si¢ inng
specyficznoscig  substratowg wzglgdem donora iakceptora, innym  miejsce
wystepowania, a takze fizjologiczng rolg podczas dziatania niekorzystnych warunkéw
zewnetrznych (Shockey i in., 2006; Bates i in., 2013; Yuan i in., 2017b).

Druga z mozliwos$ci syntezy TAG jest rowniez acylacja pozycji sn-3 diacyloglicerolu,
jednakze w reakcji katalizowanej przez PDAT, gdzie donorem grup acylowych jest
fosfatydylocholina lub fosfatydyloetanoloamina. Jako produkt uboczny tej reakcji
powstaje odpowiednio lizofosfatydylocholina lub lizofosfatydyloetanoloamina, ktore
moga zosta¢ wykorzystane jako substraty do reakcji katalizowanych przez enzymy
LPCAT lub LPEAT (Banas i i., 2000; Dahlqvist i in., 2000). Pula PC wykorzystywana

41



jako zrédlo grup acylowych wzbogaca bezposrednio triacyloglicerole w kwasy
wielonienasycone oraz ,,nietypowe” kwasy ttuszczowe. Badania przeprowadzone przez
Bates i1 in. (2013) wykazaly, Zze ponad 66% kwasow tluszczowych obecnych
w triacyloglicerolach pochodzi posrednio (w wyniku aktywnos$ci enzymoéw PDCT, CPT,
LPCAT) lub bezposrednio (za posrednictwem enzymu PDAT) z puli PC. Enzymy PDAT
moga wystgpowaé w roznych izoformach wykazujacych charakterystyczng lokalizacje
tkankowa, a co za tym idzie réwniez moga wykazywaé¢ odmienng role (Yuan i in., 2017a).

Ostatnig z mozliwosci syntezy puli TAG jest reakcja katalizowana przez transacylaze
diacyloglicerol:diacyloglicerol (DGTA, ang. diacylglycerol:diacylglycerol tranacylase),
ktorej istnienie zostato zasugerowane na podstawie badan przeprowadzonych na
nasionach stonecznika, jednakze do dzis$ jej istnienie nie zostato potwierdzone (Stobart
iin., 1997).

Badania przeprowadzone na tkankach ro$linnych, gléwnie nasionach
magazynujagcych TAG, pochodzacych z roznych gatunkéw roslin nie wykazaty
jednoznacznie dominujacej roli enzyméw typu PDAT lub typu DGAT w syntezie tych
zwigzkéw we wszystkich badanych tkankach. Ich wzgledne znaczenie w tym procesie
wcigz pozostaje niejasne, jednak postuluje sie, ze rola kazdego z tych enzymow jest
zalezna od gatunku ro$liny, w ktorej wystepuja (Bana$ i in., 2013). Oba z enzymow petnig
z pewnoscig znaczacg rol¢ we wzbogacaniu puli triacylogliceroli w ,,nietypowe” kwasy
tluszczowe (Dahlqvist i in., 2000; Burgal i in., 2008).
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Rys. 5. Schemat syntezy triacylogliceroli.
CPT - cholinofosfotransferaza CDP-cholina:diacyloglicerol, DAG - diacyloglicerol,

DGAT - acylotransferaza acylo-CoA:diacyloglicerol, FAD(2, 3) - deasturazy kwasow
thuszczowych, G3P - glicero-3-fosforan, GPAT - acylotransferaza glicero-3-fosforanu,
LACS - syntetaza dlugotancuchowych acylo-CoA, LPA - kwas lizofosfatydowy,
LPAAT - acylotransferaza acylo-CoA: kwas lizofosfatydowy, LPC — lizofosfatydylocholina,
LPCAT - acylotransferaza acylo-CoA: lizofosfatydylocholina, PA — kwas fosfatydowy,
PAP — fosfataza kwasu fosfatydowego, PC — fosfatydylocholina, PDAT - acylotransferaza
fosfolipid:diacyloglicerol, PDCT - cholinofosfotransferaza fosfatydylocholina:diacyloglicerol,
TAG - triacyloglicerol.
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1.4. Remodelowanie lipidow membranowych

Wszystkie z wymienionych i opisanych powyzej zwigzkéw tworzg razem bardziej
ztozong struktur¢ jaka sa membrany bton komodrkowych, bedace podstawowym
sktadnikiem obecnym w zywych organizmach. Zgodnie z modelem ptynnej mozaiki
kluczowa cechg membran jest ich dwuwarstwowa budowa, gdzie w kazdej z warstw
lipidy oraz biatka sg luzno upakowane (tzw. ptynna struktura), co pozwala na ich rotacje
oraz zmian¢ miejsca potozenia (Singer i Nicolson, 1972). Nadrzedng rolg membran
biologicznych jest oddzielenie srodowiska zewnetrznego od srodowiska komérkowego,
a ich wlasciwosci odpowiadajg za prawidlowy transport i Syntez¢ biomolekow,
transdukcje energii oraz sygnalizacje komorkowa (Los i Murata, 2004; van Meer i in.,
2008). Dodatkowo kazdy z lipidow wystepujacy w membranach moze wykazywaé
unikatowa dla siebie role, ktora zostala opisana w poprzednim rozdziale (1.3).
Dotychczas przeprowadzone badania pozwolity na wnikliwe poznanie mechanizmow
biosyntezy komponentéw lipidowych membran, jednakze wiedza dotyczaca procesow
remodelowania tych zwigzkow jest wcigz znikoma. Poznanie tych procesow jest
wyjatkowo wazne, poniewaz zjawisko remodelowania jest niezwykle istotnym
mechanizmem uczestniczgcym w adaptacji do zmieniajgcych si¢ wlasciwosci

fizykochemicznych zaré6wno wewnatrz jak i na zewnatrz komorki.

1.4.1. Modyfikacje fosfolipidow oraz galaktolipidow zachodzace pod wplywem
procesu remodelowania

Proces remodelowania dotyczy gléwnie modyfikacji puli fosfolipidow oraz
galaktolipidow, a dotychczasowe badania sugeruja, ze przebudowa tych zwigzkow peini
kluczows role w utylizacji utlenionych lub uszkodzonych tancuchéw acylowych,
uwalnianiu lipidéw sygnalowych oraz co najwazniejsze w odpowiedzi na stres,
szczegblnie wywolany czynnikami abiotycznymi takimi jak niska oraz wysoka
temperatura, deficyt azotu lub fosforanéw, susza oraz zasolenie (Reszczynska i Hanaka,
2020; Yu i in.,, 2021). Pod wplywem tych czynnikow zmiany zachodzace
w glicerolipidach dotycza modyfikacji ich sktadu kwasow ttuszczowych (edycji grup
acylowych), czy zmian proporcji wystepujacych fosfolipidow lub galaktolipidow.

Edycja grup acylowych wptywa gtownie na plynno$¢ membran biologicznych.
Zwigkszona zawarto$¢ nasyconych kwasow tluszczowych, pozadana przy wysokich

temperaturach, zmniejsza ptynno$¢ blony poprzez S$cislejsze upakowanie prostych,
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nasyconych tancuchéw acylowych wraz ze sterolami. Z drugiej strony zwickszona
zawarto$¢ kwasow nienasyconych o konformacji ,,Cis” zapobiegajaca ciasnemu
upakowaniu grup acylowych jest niezbedna do utrzymania ptynno$ci membran w niskich
temperaturach. Zmiana kompozycji grup acylowych w zaleznosci od warunkow
temperaturowych zostata juz udowodniona w wielu badaniach przeprowadzonych na
organizmach roslinnych (Kates i in., 1984; Welti i in., 2002; Falcone i in., 2004; Qin i in.,
2020). Podobne modyfikacje odnotowano réwniez dla roslin hodowanych w warunkach
stresu solnego oraz suszy, gdzie odpowiednio zaobserwowano zwigkszong zawarto$¢é
kwasu linolowego oraz linolenowego (Zhang i in., 2017; Duarte i in., 2018; Sui i in.,
2018).

Alternatywng droga remodelowania puli lipidow jest modyfikacja proporcji
wystepujacych w membranach fosfolipidow oraz galaktolipidow. Kazdy z glicerolipidow
posiada swoje indywidualne cechy wptywajac na tendencje do tworzenia si¢ struktur
jednowarstwowych lub dwuwarstwowych, w tym heksagonalnych oraz o budowie
cylindrycznej i stozkowej. Modyfikacje zachodzace w puli fosfolipidow pod wptywem
roéznych streséw srodowiskowych dotyczg gtdéwnie puli PC, PE oraz PG. Modyfikacje te
nie sg jednak charakterystyczne dla danego stresora, a w glownej mierze zaleza od
gatunku rosliny oraz konkretnych parametréw stresowych jakie byty analizowane (Yu
i in., 2021). Najwyrazniejsze | powtarzalne wsrdd réznych gatunkéw roélin sg zmiany
dotyczace puli galaktolipidow, dla ktérych zawartos¢ MGDG malata, a DGDG
zwigkszata si¢ pod wptywem niskich i wysokich temperatur oraz suszy (Yu i in., 2021).

Inng z mozliwosci edycji sktadu lipidowego, ktory wystepuje w przypadku niedoboru
fosforanow, jest mechanizm przeksztatcania fosfolipidow w glikolipidy. Proces ten
dotyczy gownie konwersji PC, PE oraz PG do DGDG oraz SQDG (Essigmann i in., 1998;
Hartel i in., 2000).

1.4.2. Potencjalne enzymy uczestniczace w procesie remodelowania

Badania dotyczace remodelowania lipidow skupiaja si¢ glownie na fosfolipidach,
poniewaz to ich sktad kwasow ttuszczowych podlega modyfikacja w przypadku dziatania
niekorzystnych warunkéw. Wigkszo$¢ z nich skupia si¢ na puli fosfatydylocholiny,
poniewaz jak juz wspomniano w poprzednich rozdziatach grupy acylowe wchodzace
w jej sktad ulegaja licznym modyfikacja np. przeksztatcane sa do wielonienasyconych

kwasow tluszczowych (PUFA, ang. polyunsaturated fatty acids) w wyniku aktywnosci
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desaturaz (Somerville i in.,, 2000). Pula PC moze by¢ wykorzystywana rowniez
bezposrednio jako substrat do produkcji lipidow zapasowych stanowigc zrodlo DAG
z kwasami thuszczowymi innymi niz te wlaczane podczas szlaku Kennedy’ego (Kennedy,
1961; Banas i in., 2000).

W zwiazku z powyzszym, na szczegdlng uwage zastuguja enzymy typu LPLAT,
gléwnie te o aktywnosci LPCAT, ktore katalizujg reakcje dotaczenia grupy acylowej do
lizofosfatydylocholiny (LPC) prowadzac do powstania PC, a takze przeprowadzaja
reakcje odwrotng wyprowadzajac w ten sposob zmodyfikowane kwasy thuszczowe do
cytoplazmatycznej puli acylo-CoA, bedacej gtownym zrodtem grup acylowych dla
wiekszosci reakcji syntezy lipidow (Stymne 1 Stobart, 1984; Lager 1 in., 2013). Rowniez
taka zdolno$¢ posiadaja pozostate enzymy LPLAT: typu LPAAT oraz LPEAT
(Jasieniecka-Gazarkiewicz iin., 2016), jednakze badania nad ich rolg w procesie
remodelowania dotychczas nie zostaty przeprowadzone. Ze wzglgdu na szczego6lng role
enzymoéw LPLAT w edycji grup acylowych oraz gtdéwny podmiot prezentowanych w tej
pracy badan, ich doktadna charakterystyka zostanie opisana w kolejnym rozdziale (1.5).

Inng grupa enzymow, ktorych rola w remodelowaniu lipidow jest dos¢ dobrze
poznana sg fosfolipazy. Sg to enzymy hydrolizujgce roézne wigzania oObecne
W czasteczkach fosfolipidow. Ekspresja genow, ktore je koduja jest silnie skorelowana
z warunkami $rodowiskowymi (Welti i in., 2002; Hong i in., 2016). Fosfolipazy A1 oraz
A> odpowiadaja za hydrolize tancuchow acylowych z pozycji sn-1 lub sn-2 fosfolipidow
prowadzac do powstania lizofosfolipidow. Reakcja ta jest szczegdlnie wazna, poniewaz
wspottowarzyszy reakcji odwrotnej prowadzonej przez enzymy LPLAT, wspomagajac
w ten sposob suplementacj¢ puli acylo-CoA w zmodyfikowane kwasy tluszczowe
(Lands, 1958). Fosfolipazy typu B odpowiadaja za hydrolize wigzan estrowych glicerolu
z kwasami tluszczowymi z obu pozycji sn-1 oraz sn-2 fosfolipidow, za$ fosfolipazy C i D
opowiadaja za hydrolize wigzania fosfodiestrowego, prowadzac odpowiednio
do powstania DAG oraz PA (Hong i in., 2016).

W reedycji puli fosfatydylocholiny wazng role pelni takze omoéwiona juz
cholinofosfotransferaza ~ fosfatydylocholina:diacyloglicerol ~ odpowiedzialna  za
przeksztatcenie PC do puli DAG, i odwrotnie. Kolejnym istotnym procesem moze by¢
reakcja katalizowana przez acylotransferaze acylo-CoA:glicerofosfocholina (GPCAT,
ang. glycerophosphocholine acyltransferase), ktora odpowiada za proces transacylacji

grup acylowych z roznych lizofosfolipidow m.in.: LPC i LPE, na glicero-3-fosfocholing
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(GPC, ang. glycerophosphocholine), co sugeruj¢ mozliwa role tych enzymow
w wymianie grup acylowych obecnych pula PC i PE (Gtab i in., 2016).

W przypadku galaktolipidéw, dotychczas wykazano, ze ich sklad moze by¢
edytowany poprzez zwigkszong aktywnos$¢ ,szlaku prokariotycznego” w niskich
temperaturach oraz odwrotnie, poprzez zwigkszong aktywnosc¢ ,,szlaku eukariotycznego”
w wysokich temperaturach, podczas ktorego pula powstalego DAG moze by¢
transportowana do plastydow i tam wykorzystywana do biosyntezy glikolipidow (Li i in.,
2015; Li i in., 2016). Za inne, znane procesy regulujace sktad galaktolipidow
odpowiedzialne sg enzymy AGAP1 (ang. acylated galactolipid-associated
phospholipasel) przenoszace kwasy tluszczowe z MGDG na reszty cukrowe innego
MGDG tworzac w ten sposob acylo-MGDG i lyso-MGDG, ktoére jest natychmiast
hydrolizowane (Nilsson i in., 2015) oraz biatka SFR2 (ang. sensitive to freezing2)
wykazujgce aktywnos$¢ transferazy galaktozylowej galaktolipid:galaktolipid prowadzace;j
do powstania DGDG z czgsteczek MGDG podczas stresu chtodu (Moellering i in., 2010).

1.5. Acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT)

Acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid sg enzymami, ktéore wystepuja we
wszystkich organizmach zyjacych. Uczestniczg w reakcji dotgczania grupy acylowe;j
glownie do pozycji sn-2 szkieletu glicerolowego lizofosfolipidu, co w efekcie prowadzi
do powstania odpowiedniego fosfolipidu (tak jak pokazano na Rys. 6). W ten sposob sa
one odpowiedzialne bezposrednio za synteze pewnej frakcji fosfolipidow, a takze
wiaczone sg posrednio w syntezg lipidow zapasowych. Ponadto najprawdopodobniej
wykazuja istotng role w procesie remodelowania lipidow (1.4.2). Za ich istotny udziat
w tym procesie odpowiada zdolnos$¢ do przeprowadzania reakcji nie tylko typu ,,forward
— do przodu”, ale takze ,,backward — do tylu”, podczas ktorej grupa acylowa jest
odlaczana od fosfolipidu i1 dolgczana do czasteczki koenzymu A, wzbogacajac w ten
sposob cytoplazmatyczng pulg acylo-CoA w nowe, zmodyfikowane kwasy thuszczowe.
W przeciwienstwie do reakcji katalizowanej przez fosfolipazy typu A, ktore rowniez
moga odtaczaé czasteczki acylowe od fosfolipidoéw, reakcja prowadzona przez enzymy
LPLAT jest korzystniejsza energetycznie, poniewaz nie wymaga obecnosci ATP przy
tworzeniu acylo-CoA (Stymne i Stobart, 1984; Lager i in., 2013; Jasieniecka-

Gazarkiewicz i in., 2016).
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Wsréd enzyméw typu LPLAT mozna wyrdzni¢ poszczegdlne ich grupy, ktoérych
specyficznos¢ jest szczegdlnie zwigzana z jednym z akceptoréw grup acylowych, od
ktorego zaleze¢ bedzie ich nazwa. Enzymy, ktére wykazuja najwigkszg specyficznosé
wzgledem lizofosfatydylocholiny, beda si¢ nazywa¢ LPCAT, czyli acylotransferazy
acylo-CoA:lizofosfatydylocholina. Odpowiednio, enzymy LPEAT beda wykorzystywaty
glownie jako akceptor kwasow tluszczowych lizofosfatydyloetanoloaming, a enzymy
LPAAT kwas lizofosfatydowy (Shindou i Shimizu, 2009). Badania przeprowadzone
przez Jasieniecka-Gazarkiewicz i in. (2015) wykazaty jednak, Ze enzymy te mimo swoich
preferencji wzgledem danego donora mogg réwniez wykorzystywa¢ W mniejszym
stopniu inne lizofosfolipidy. Ponadto ich specyficzno$¢ substratowa moze dotyczyé
zarowno donora, jak i akceptora kwasoéw tluszczowych oraz moze si¢ ona zmieniaé

w reakcjach typu forward ora reverse (Lager i in., 2013).

acyl LPLAT acyl

Sforward”

A J

acyl + CoA

— OH + acyl-CoA
LPLAT

Rys. 6. Schemat reakcji typu ,forward” oraz ,backward” katalizowanej przez
acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT). P - grupa fosforanowa,
ZA — zasada azotowa.

1.5.1. LPCAT - acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfatydylocholina

Dotychczas najwigcej badan dotyczacy enzymdéw LPLAT zostato przeprowadzonych
W celu poznania charakterystyki biochemicznej oraz roli enzymoéw o aktywnosci LPCAT.
Ich gléwna funkcja jest synteza puli fosfatydylocholiny, ktora jest uwazana za fosfolipid
odpowiedzialny za produkcj¢ nietypowych oraz wielonienasyconych kwasow
thuszczowych, ktore nastepnie sa przenoszone do puli acylo-CoA, z ktorej moga trafi¢ do
innych lipidow. To wtasnie na podstawie badan nad tymi enzymami w roku 1984
wykazano mozliwo$¢ przeprowadzania reakcji typu backward przez enzymy LPLAT
(Stymne 1 Stobart). Ponadto inna grupa naukowcow w roku 2013 wykazata, ze grupy
acylowe moga by¢ wymieniane (w reakcjach typu backward) zaréwno w pozycji sn-1,

jak 1 sn-2 lizofosfatydylocholiny, z tym ze wymiana ta jest okolo 9 razy bardziej
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efektywna w stosunku do pozycji sn-2 (Lager i in.). Na podstawie powyzej opisanych
wiasciwosci, enzymom tym przypisywana jest znaczaca rola w procesie remodelowania.

Liczne badania nad enzymami typu LPCAT wykazaly, ze wyrdzniaja si¢ one
najwyzsza aktywno$cig sposréd wszystkich grup enzyméw LPLAT, jednakze ich
specyficznos$¢ substratowa w reakcjach typu forward glownie zawezona jest do 18C
nienasyconych kwasow tluszczowych wystepujacych jako donory grup acylowych. Taka
specyficzno$¢ substratowa zostata odnotowana dla LPCATo6w obecnych w tkankach
m. in. soi (Glycine max L.), krokosza (Carthamonus tinctorium L.), Inu (Linum
usitatissimum), stonecznika (Helianthus annuss L.) czy rzodkiewnika pospolitego
(Arabidopsis thaliana), przy czym wtasciwos¢ ta zostata takze potwierdzona w systemie
drozdzowym po sklonowaniu genéw kodujacych enzymy LPCAT obecne w stoneczniku,
rzodkiewniku oraz krokoszu (Stymne i Glad, 1981; Stymne i Stobart, 1984; Stymne
I Stobart, 1985; Stahl i in., 2008; Lager i in., 2013; Mapelli-Braham i in., 2020). Jako
pierwsze, w roku 2008, sklonowane zostaty dwa geny (At1g63050 i At1lg12640) kodujace
enzymy o potencjalnej aktywnosci LPLAT pochodzace z A. thaliana. Na podstawie
testow enzymatycznych potwierdzono ich aktywnos¢ typu LPCAT, a enzymy kodowane
przez wyizolowane sekwencje kolejno nazwano LPCAT1 oraz LPCAT2 (Stahl i in.,
2008). Badania dotyczace fizjologicznej roli tych enzymow nie wykazaty, aby delecja
genow kodujacych LPCAT1 oraz LPCAT2 wplywata na zmiany we wzroscie i rozwoju

ro$lin A. thaliana (Wang i in., 2012).

1.5.2. LPAAT - acylotransferazy acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy

Druga grupa acylotransferaz typu acylo-CoA:lizfosfolipid s3 enzymy LPAAT
wykazujace preferencje w stosunku do kwasu lizofosfatydowego. Ich gtéwna rolg jest
uczestniczenie w szlaku Kennedy’ego podczas produkcji puli PA (Kennedy, 1961).
Sposrod wszystkich LPLATOw, to whasnie enzymy typu LPAAT zostaty jako pierwsze
odkryte w komorkach Escherichia coli (Rock, 1984). W tkankach roslinnych po raz
pierwszy aktywno$¢ enzymatyczng typu LPAAT wykazano dla frakcji mikrosomalnej
otrzymanej z nasion racznika pospolitego w roku 1977 (Vick i Beevers). Kolejno
aktywnos$¢ ta opisano dla wielu innych roslin m. in. dla krokosza, rzepaku (Brassica
napus), perty prerii (Limnanthes alba), czy kokosa (Cocos nucifera); (Ichihara i in. 1987;
Oo i Huang, 1989; Lassner i in., 1995; Knutzon i in., 1995). Powyzsze badania wykazaty,

ze enzymy te cechujg si¢ bardzo szeroka selektywnos$cia wzgledem donorow grup
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acylowych i sg charakterystyczne dla danego gatunku. Dla przyktadu LPAATY obecne
W nasionach perly prerii wykazywaly wysoka aktywno$¢ w stosunku do kwasu
erukowego (22:1), podczas gdy te same enzymy obecne w biclmie kokosa preferowaty
kwas laurynowy (12:0), natomiast te wystepujace w nasionach krokosza czy rzepaku
selektywnie wybieraty kwasy nienasycone 18-we¢glowe (Ichihara i in. 1987; Lassner i in.,
1995; Knutzon i in., 1995). Tak wyspecjalizowana specyficzno$¢ substratowa czynni
enzymy LPAAT obiektem zainteresowan przy probach modyfikacji sktadu kwasow
tluszczowych, uwzgledniajac ich znaczaca role w szlaku syntezy lipidow zapasowych.
Ztego tez wzgledu sklonowano wiele sekwencji ¢cDNA kodujacych enzymy
0 aktywnosci LPAAT z takich roélin jak perta prerii, rzepak, migdat (Prunus dulcis),
palma kokosowa oraz palma olejowa (Sygarus cocoides); (Oo i Huang, 1989; Brown i in.,
1995; Knutzon i in., 1995; Bourgis i in., 1999). Jednakze dopiero analiza przeprowadzona
na podstawie podobienstwa sekwencji do innych organizméw wykonana przez Kim
i Huang w 2004 roku wykazata, ze w organizmie A. thaliana wystepuje nawet piec¢
réznych izoform tego enzymu, z czego aktywnos¢ typu LPAAT zostala potwierdzona
jedynie dla dwoch: LPAAT2 oraz LPAAT3 (Kim i in., 2005). Na podstawie tych badan
wykazano takze znaczaca role izoformy LPAAT2 w rozwoju nasion; delecja genu

kodujacego ta izoforme byta letalna dla roslin.

1.5.3. LPEAT - acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfatydyloetanoloamina
Acylotransferazy typu LPEAT naleza do najmniej poznanych enzyméw LPLAT.
Podobnie jak w przypadku LPAAT 6w rola tych enzymow w procesie remodelowania nie
zostala jeszcze zbadana. Dotychczasowe badania dotyczagce LPEATOw skupialy sie
jedynie na poznaniu ich charakterystyki biochemicznej oraz roli fizjologicznej w rozwoju
A. thaliana. Pierwsze z badan, przeprowadzone dopiero w roku 2009, polegajace na
sklonowaniu dwéch genow At1g80950 oraz At2g45670, a nastepnie wprowadzeniu ich
do systemu drozdzowego pozwolity na potwierdzenie mozliwosci wystgpowania
enzymow o aktywnosci LPEAT u roélin (Stalber i in.). Badania przeprowadzone przez
ten szwedzko-amerykanski zespot naukowcoéw wykazaty, ze enzymy te posiadajg wysoka
specyficznos¢ w stosunku do LPE, jednakze izoforma LPEATI rowniez w pewnym
stopniu  wykorzystywata LPA, jako akceptor kwasoéw tluszczowych. Dodatkowo
wykazali oni, ze oba z enzymow charakteryzuja si¢ wysoka selektywnoscig wzgledem

palmitynowej grupy acylowej. Kolejne badania skupiajace si¢ na enzymach typu LPEAT
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zostaly opublikowane dopiero w roku 2017, kiedy to Jasieniecka-Gazarkiewicz i in.
podjeli probe zbadania linii A. thaliana posiadajgcych nadekspresje genow kodujacych
odpowiednio LPEAT!1 oraz LPEAT2, a takze linii z wytaczong ekspresja tych genow
pojedynczo, a takze obu naraz. Wyniki tych badan jasno pokazaly, ze LPEATY sa
niezb¢dne do prawidlowego rozwoju roslin, poniewaz delecja kodujacych ich genow
prowadzita do redukcji wzrostu zarowno czgéci nadziemnej, jak i podziemne;j,
zmniejszonego rozmiaru liSci oraz do zmniejszenia ilosci acylolipidow w lisciach oraz
nasionach. Natomiast rosliny posiadajagce nadekspresje tych gendéw wykazywaly
odwrotny wzor fenotypu. Kolejne z badan przeprowadzone na tych samych liniach
wykazaly, ze mutanty z obnizong aktywnoscig enzymoéw LPEAT charakteryzujg si¢
wydtuzong dlugoscig zycia, co gtownie bylo manifestowane przez opdzniony proces
starzenia i proces kwitnienia. Dla nadekspresorow obserwacje byly odwrotne. Ponadto
uwzgledniajac role PE, w procesie autofagii, badania te jasno pokazaty, ze proces ten jest
intensywniejszy u ro$lin posiadajgcych nadekspresje, a u roslin z wylgczong ekspresja
genow kodujacych enzymy LPEAT intensywno$¢ tego procesu jest zredukowana
(Jasieniecka-Gazarkiewicz i in., 2021). Na podstawie powyzej wspomnianych badan
okre$lono takze, ze enzymy LPEATI1 lokalizuja si¢ glownie w retikulum
endoplazmatycznym, natomiast LPEAT2 w strukturach Golgiego oraz pédznych

endosomach.

1.6. Camelina sativa — opis, hodowla oraz wlasciwosci

Camelina sativa, powszechnie znana jako Inicznik pospolity, badZ Inianka oraz rydz
jest jadalng ro$ling oleista, ktorej rdzenne pochodzenie przypisuje si¢ rejonom od
Finlandii, az po Rumuni¢ obejmujac rowniez tereny wschodniej strony Uralu. Pierwsze
wzmianki dotyczace uprawy tej rosliny wskazuja na jej wykorzystanie juz w epoce Brazu,
kiedy nasiona Inicznika najprawdopodobniej byty zrodtem oleju jadalnego, a takze oleju
do lamp oraz do uzytku medycznego. Jej intensywna uprawa trwata az do lat 20. XX
wieku, szczegélnie na terenach Europy oraz Rosji. Niestety dynamiczny rozwdj badan
nad innymi roslinami oleistymi wptynat ostatecznie na zredukowanie ilosci upraw
C. sativa na rzecz innych gatunkéw dajacych wyzszy plon takich jak stonecznik czy
rzepak (Zubr, 1997; Zanetti i in., 2021). W Ameryce Potnocnej po raz pierwszy hodowle
Inicznika rozpoczgto w roku 1863 w Manitoba, w Kanadzie, gdzie roslina ta byta

uprawiana systematycznie jednak jedynie na matg skale. Ponowny wzrost
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zainteresowania Inicznikiem i poczatek jego upraw do celéw komercyjnych rozpoczat si¢
dopiero pod koniec lat 90. XX wieku (CIFA, Goverment of Canada, 2017; Ehrensing
i Guy, 2008). Roéwniez w tym momencie nastgpil dynamiczny rozwoj badan nad
Inicznikiem pospolitym. Od konca lat 90. co roku $rednio ukazywalo si¢ 5 publikacji
zawierajacych hasto Camelina sativa, a po roku 2015 liczba ta wzrosta do $rednio 100
publikacji rocznie. Dotychczas ponad 30% z nich jest wydawana przez Europejskich
autorow, w ktorych dominujg zespoty naukowe pochodzace z Polski (SCOPUS; Zanetti
i in., 2021). Tak intensywny wzrost zainteresowania Iniankg wynika z jej istotnych cech
agronomicznych, przemystowych oraz wtasciwosci zywieniowych.

Lnicznik pospolity jest rosling dwuliScienng z rodziny Brassicaceae, nalezaca do
roslin jednorocznych, ktorych wysiew moze odbywac si¢ zarowno wiosnag, jak 1 jesienig
w zalezno$ci od odmiany. C. sativa charakteryzuje si¢ znaczng plastyczno$cia
morfologiczng w zaleznos$ci od warunkéw hodowli, ktore moga mie¢ wplyw na wielkos¢
rosliny oraz liczbe pedow bocznych (Zubr, 1997; Martinelli i Galasso, 2011). Nasiona
Inicznika zaczynaja kietkowac juz po kilku dniach. Po rozwinigciu si¢ pierwszych
prawdziwych lisci na pierwszym wezle, kolejne liscie rozwijaja si¢ naprzemiennie na
nowo tworzacych si¢ weztach formujac ostatecznie rozete. LiScie zwykle przyjmuja
ksztalt lancetowaty, bez ogonka, o dlugosci do 8 cm. W momencie rozpoczecia
kwitnienia, licie sukcesywnie zaczynajg wiedna¢. Lnicznik posiada jedng glowng todyge
oraz jej liczne rozgalgzienia, ktoérych moze by¢ nawet do 30. Wraz z procesem
dojrzewania todyga staje si¢ zdrewniata. Kwiatostan zlozony jest z malenkich
bladozottych kwiatow posiadajacych cztery platki, z ktorych kolejno rozwijaja sie
tuszczyny zawierajgce nasiona. Kolor tuszczyn ulega zmianie wraz z dojrzewaniem
nasion rozpoczynajac od jasno zielonego poprzez zoétto-czerwony, az do catkowitego
wyschnigcia, gdy staja sie stomkowo-zotte. Poszczegdlne tuszczyny zawierajg srednio od
10 do 20 nasion. Caty cykl zyciowy Inicznika trwa w granicach 85-100 dni, a jego
wysoko$¢ ostatecznie oscyluje w granicach od 65 do 110 cm (Putnam i in., 1993; Zubr,
1997; Ehrensing i Guy, 2008; Martinelli i Galasso, 2011). Obecnie dostgpnych jest wiele
odmian C. sativa, a do najbardziej popularnych i wykorzystywanych w uprawie naleza:
Suneson, Blaine Creek, Celine oraz Calena. Natomiast w badaniach biochemicznych oraz
biotechnologicznych szczegdlne zainteresowanie wzbudzaja odmiany: Celine, DH55
oraz Suneson (Malik i in., 2018; Ehrensing i Guy, 2008). Etapy rozwoju czgsci
nadziemnej oraz wyznaczone na potrzeby pracy badawczej stadia rozwojowe nasion

testowanej odmiany Suneson przedstawiono na ponizszych zdjeciach (Rys. 7).
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Kroétki cykl rozwojowy Inicznika jest istotng cecha agronomiczng. Rownie wazng
cechg jest zawarto$¢ oleju, ktora stanowi srednio 38-43% oraz ilo$¢ biatlek wynoszaca
27-32%, catkowitej masy nasion. Ponadto wydajno$¢ pozyskania oleju z Inicznika jest na
poziomie porownywalnym do innych powszechnie uprawianych odmian roslin oleistych
takich jak Brassica juncea oraz Brassica napa i wynosi od 400 do 850 kg/ha (Putnam
iin., 1993; Blackshaw i in., 2011). Pod wplywem niekorzystnych warunkow
srodowiskowych takich jak susza plon Inicznika przewyzsza znaczaco plon otrzymywany
z uprawy B. juncea oraz Brassica carinata (Enjalbert i in., 2013). Lnicznik charakteryzuje
si¢ rowniez wysokg odpornoscig na kluczowe czynniki biotyczne oraz abiotyczne, ktore
mogg zaburza¢ poprawny rozwdj roslin uprawnych. RoS$lina ta moze by¢ hodowana
W niskich temperaturach bez znaczacego wplywu na plon oraz w warunkach
przejsciowych niedoborow wody (Putnam i in., 1993; Ehrensing and Guy, 2008). Ponadto
moze by¢ ona uprawiana na glebach marginalnych z niskg zawarto$cig fosforu oraz azotu,
co jest niezwykle wazng wlasciwoscig dajacg mozliwos¢ wykorzystania C. sativa do
systemu ptodozmianu lub uprawy na terenach nienadajacych si¢ do hodowli innych ro$lin
przeznaczony do konsumpcji (Bansal i Durrett, 2016).

Lnicznik wykazuje naturalng odporno$¢ na insekty takie jak: pchetki ziemne
(Phyllotreta cruciferae) oraz wotki (Centorhynchus obstrictus). Uprawy Inicznika sg
roOwniez odporne na grozne, dla powszechnie uprawianego rzepaku, fitomykozy takie jak
czerh krzyzowych wywolywang przez Alternaria brassicae oraz suchg zgnilizne
kapustnych powodowang przez grzyb Leptospheria maculans (Conn i in., 1988; Sharma
i in., 2002; Li i in., 2005). Niektore z genotypéw C. sativa sg dodatkowo odporne
na zgnilizn¢  twardzikowa (Sclerotinia  sclerotiorum), maczniaka rzekomego
(Peronospora parasitica) oraz bragzowa zgnilizne korzeni (Séguin-Swartz i in., 2009).

Ze wzgledu na powyzej wymienione wlasciwosci, uprawa Inicznika raczej nie
wymaga wykorzystywania pestycydow, co wynika z jego odpornos$ci na typowe patogeny
infekujace uprawy roslin oleistych. Nie wymaga takze stosowania herbicydow
prawdopodobnie ze wzgledu na zdolno$¢ do produkceji substancji allelopatycznych
hamujacych wzrost innych roslin oraz chwastow (Lovett i Jackson, 1980; Ehrensing
i Guy, 2008). Jednakze, badania z roku 2006, przeprowadzone przez Saucke i Ackermann
podwazaja wystepowanie zjawiska allelopatii w stosunku do niektérych gatunkéw roslin.
W przypadku nawozow sugeruje si¢, ze ich stosowanie jest zbedne, jednakze zalezy ono
przede wszystkim od poziomu skladnikéw odzywczych w glebie. Dodatkowa

suplementacja juz niewielkich ilo$¢ gléwnie nawozow azotowych, siarkowych oraz
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fosforanowych, zwieksza produkcje lipidow zapasowych przez te rosliny (Zubr, 1997;
Ehrensing i Guy, 2008; Wysocki i in., 2013).

Szczegdlnie wazng cecha umozliwiajaca wykorzystanie oleju z nasion Inianki (olej
rydzowy) do celow przemystowych oraz konsumpcyjnych jest wysoka zawarto$¢
wielonienasyconych kwasow thuszczowych, ktére moga stanowi¢ okoto 50% wszystkich
kwasow thuszczowych (Rodriguez-Rodriguez i in., 2013; Marmon i in., 2017).
Dominujagcym kwasem thuszczowym wystepujacym w nasionach Inianki jest kwas
linolenowy (18:3) nalezacy do kwaséw omega-3, ktérego zawartos¢ moze wynosi¢ nawet
do 40% wszystkich kwasow tluszczowych. Drugim najobficiej wystepujacym kwasem
jest kwas linolowy (18:2, omega-6) nalezacy rowniez do puli kwasow PUFA. Oba
zwigzki sa niezwykle wazne 1 pozadane w diecie ludzkiej ze wzglgdu na ich znaczacy
udziat biosyntezie dhugotancuchowych wielonienasyconych kwasow nienasyconych
(LC-PUFA, ang. long chain polyunsaturated fatty acid), ktore wptywaja na redukcje
ryzyka wystapienia choréb sercowo-naczyniowych, cukrzycy typu 2, stanéw zapalnych,
czy nawet rozwoju nowotworu (Calder, 2015; Zarate i in., 2017). Olej rydzowy posiada
bezpieczng dla organizmu ludzkiego zawarto$¢ kwasu erukowego (ponizej 5% catkowitej
zawartosci kwasow thuszczowych) oraz niskg zawarto$¢ glukozylanow (Zubr, 1997;
Ehrensing i Guy, 2008; Rodriguez-Rodriguez i in., 2013). Ponadto olej z nasion Inianki
ma wysokg zawarto$¢ antyoksydantow w postaci a-tokoferolu, czyli witaminy E, ktéra
peli nie tylko istotng rol¢ w prewencji chorob przewlektych oraz serca, ale réwniez
wpltywa na zwigkszong trwatos¢ 1 stabilnos¢ oleju rydzowego w poréwnaniu do innych
olei zawierajgcych kwasy omega-3 (Brigelius-Flohé i Traber, 1999; Abramovi¢ i in.,
2007). Nasiona Inianki sg takze bogatym zrédtem witamin z grupy B (Zubr, 2010).

Niestety, pomimo unikatowych wtasciwosci spozywczych produkowanego oleju, C.
sativa w celach konsumpcyjnych wciaz jest hodowana na mata skale. Jednakze jej olej
znajduje szerokie zastosowanie przy produkcji biopaliw zar6wno samochodowych, jak
i samolotowych, produkcji chemikaliow takich jak zywice, kleje, farby czy kosmetyki,
a pozostato$ci po ekstrakeji oleju (makuchy) znajduja zastosowanie jako zrodto paszy dla
krow, kurczakow czy akwakultur (Berti 1 in., 2016; Zanetti i in., 2021). Produkcja estrow
metylowych z kwaséw tluszczowych obecnych w oleju nasion Inianki jest tak samo
wydajna jak produkcja tych zwigzkoéw z oleju nasion rzepaku. Jednakze biorac pod uwage
mozliwo§¢ hodowli Inianki na obszarach marginalnych oraz mozliwo$¢ redukcji
produkcji, w procesie spalania, dwutlenku wegla o ponad 50% oraz innych toksycznych

gazow takich jak tlenki azotu w poréwnaniu do paliw kopalnianych, olej rydzowy staje
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si¢ $wietnym zrodtem bio-oleju napgdowego (Bernardo i in., 2003; Lebedevas i in.,
2012). Istotnym aspektem jest rowniez wykorzystanie pozostatych cze¢sci roslin, ktore
moga stuzy¢ jako zroédto karmy dla zwierzat, a zdrewniate todygi moga stuzy¢ do

produkcji miotet (Campbell, 2018).

55



Stadia rozwojowe roslin Camelina sativa

Stadia rozwojowe nasion Camelina sativa
(nasiona-zarodek-tuszczyna)

.vc | z..‘ \%Q

a . b a C »

Rys. 7. Rozne stadia rozwojowe czesci nadziemnej oraz nasion Camelina sativa.

A — rozwdj hipokotylu oraz liScieni (2 dni od wysiania); B-D — rozwdj li§ci prawdziwych
(odpowiednio 9, 14 oraz 21 dni od wysiania); E — pak kwiatowy 0 DAF (okoto 35 dni od
wysiania); F-G — pak kwiatowy wraz z rozwijajacymi si¢ kwiatami; H — rozwijajace si¢
tuszczyny; | — dojrzate, wysuszone tuszczyny. a — | stadium rozwojowe nasion (17-19 DAF);
b — Il stadium rozwojowej nasion (24-16 DAF); ¢ — Il stadium rozwojowe nasion (31-33 DAF).
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1.6.1. Wykorzystanie Camelina sativa w badaniach naukowych

Ze wzgledu na szerokie spektrum zastosowania Inicznika w roznych galeziach
przemystu, od poczatku XX wieku wzrosto rowniez zainteresowanie tg ro§ling w badan
skupiajacych si¢ nie tylko na jej poznaniu, ale i rowniez podj¢to wiele prob modyfikacji
genetycznych Inicznika, tak aby uzyskaé cechy zwigkszajace jego warto$¢ przemystowa.
Poza licznymi badaniami okreslajacymi wymagania §rodowiskowe oraz wlasciwosci
nasion Inicznika, pierwszym kluczowym doniesieniem, z punktu widzenia
biotechnologii, byto opracowanie wydajnej metody transformacji Inicznika. Metoda ta
opiera si¢ na podstawowym sposobie transformacji technika ,,floral dip”, opracowang dla
A. thaliana, przy czym dodatkowo jest ona wspomagana zastosowaniem prozni (Lu
i Kang, 2008). Kolejne istotne badanie przeprowadzone przez Yemests i in. w roku 2013
pozwolito na okre§lenie odpowiednich parametrow takich jak ilo§¢ sacharozy,
sktadnikow odzywczych oraz fitohormondéw stosowanych do hodowli in vitro
transformowanych roslin oraz eksplantatow. Znaczacy wplyw na dalszy rozwdj badan
biotechnologicznych miato zsekwencjonowanie genomu C. sativa DH55 oraz wykonanie
badan transkryptomu nasion (Nguyen i in., 2013; Kagale i in., 2014). Na ich podstawie
utworzone zostaty bazy danych genomowych (http://www.camelinadb.ca) oraz danych
transkryptomicznych (http://www.camelinagenome.org). W powyzszych badaniach
wykazano réwniez ponad 90% podobienstwo genéw zaangazowanych w metabolizm
lipidow oraz 80% podobienstwo transkryptomu C. sativa z A. thaliana. Ostatni rozwoj
badan nad technikg CRISPR/Cas9, wykorzystywang do stabilnych modyfikacji genomu,
réwniez wplynal na rozwdj algorytméw takich jak CRISPOR (http://crispor.tefor.net)
oraz Cas-OFFinder (http://www.rgenome.net/cas-offinder) umozliwiajacych
wyszukiwanie i projektowanie sekwencji gRNA, rozpoznawanych przez biatko Cas9,
czyli miejsc gdzie ma zosta¢ wprowadzona pozadana zmiana (Bae i in., 2014; Haeussler
i in., 2016). Glownym wyzwaniem podczas wprowadzania zmian do genomu Inicznika
jest jego heksaploidalna struktura, jednakze badania wykazaly znaczace podobienstwo
zard6wno genomiczne jak i transkryptomiczne wszystkich trzech subgenoméw (Nguyen
i in., 2013; Kagale i in., 2014). Tak zlozona struktura genomowa C. sativa (n = 20,
N°N’H) zostata stworzona W wyniku hybrydyzacji powstatej uprzednio auto-
allotetraploidalnej Camelina neglecta (n = 13, N®N’) z Camelina hispida (n = 7, H);
(Mandéakova i in., 2019). Zgromadzona dotychczas wiedza wraz z dostgpnymi bazami

danych oraz cechami Inicznika takim jak niskie wymagania glebowe, wielko$¢ nasion
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oraz mozliwos$¢ realnego wykorzystania w przemysle sprawia, ze z sukces moze by¢ on
ro$ling modelowa wykorzystywang do badan nad metabolizmem lipidow.

Dotychczas podjeto wiele prob, ktore miaty na celu miedzy innymi modyfikacje
zawarto$ci poszczegolnych kwaséw thuszczowych, zwiekszenie ilosci produkowanych
nasion oraz oleju, a takze produkcje¢ terpenow i woskow w tkankach C. sativa (Malik i in.,
2018). Po raz pierwszy wyniki dotyczace modyfikacji genetycznej Inicznika zostaty
opublikowane w roku 2011 przez amerykanski zespot, ktory poprzez wykorzystanie
oligonukleotydéw antysensownych do sekwencji kodujacej FAD2 doprowadzit do
powstania odmiany C. sativa produkujacej zwigkszong zawarto$¢ kwasu oleinowego,
a zmniejszong ilo$¢ PUFA, co wptyngto na wzrost stabilnosci oksydacyjnej oleju (Kang
i in., 2011). W kolejnych latach nastapit dynamiczny wzrost ilosci doniesien naukowych
dotyczacych modyfikacji genetycznych Inicznika pospolitego. Jednym z najwigkszych
osiggnie¢ bylo zmodyfikowanie tej rosliny, tak aby jej nasiona zawieraly wysoka
zawartos¢ kwasow omega-3: DHA (kwas dokozaheksaenowy) oraz EPA (kwas
eikozapentaenowy), odpowiednio wynoszacych 14% i 12% wszystkich kwasow
thuszczowych, czyli na poziomie porownywalnym do ilo$ci tych zwigzkow znajdujacych
si¢ w thuszczu ryb morskich (Ruiz-Lopez i in., 2014). Obecnie, utworzona wowczas linia
C. sativa poddawana jest licznym testom polowym, co daje ogromng nadzieje na
mozliwos¢ wykorzystania tej odmiany na wickszg skale 1 zminimalizowanie
ekspansywnej hodowli akwakultur (Han i in., 2020). Innym przyktadem modyfikacji
Inicznika w celu zwigkszenia jego przydatnosci przemystowej byto otrzymanie odmian
produkujacych kwasy omega-7, do ktorych nalezy kwas oleopalmitynowy (16:1A°) oraz
kwas wakcenowy (18:1A), ktére sa pozadane przy produkcji biopaliw ze wzgledu na
ich podwyzszong stabilno$¢ oksydacyjng, zredukowang emisje tlenkéw azotu oraz
efektywniejszy udziat w procesie zaptonu (Durrett iin., 2008; Nguyen i in., 2015;
Rodriguez-Rodriguez i in., 2021). Inny zespot naukowcow uzyskal transgeniczng
C. sativa zdolng do produkcji ,,nietypowych” kwaséw tluszczowych takich jak kwas
rycynolowy oraz kwas leskerolowy. Synteza tych zwigzkow byla mozliwa dzigki
wprowadzeniu genu kodujacego hydroksylazg oraz genu kodujacego elongaze
wydtuzajaca kwasy hydroksylowe (Snapp i in., 2014). Poza modyfikacjami dotyczacymi
wartosci uzytkowej olejow, stworzono odmiang Inicznika produkujaca w nasionach
nawet do 14% biopolimeru — PHB (polihydroksymaslan). Modyfikacja ta byta mozliwa
poprzez wprowadzenie do genomu Inicznika trzech genéw kodujacych enzymy

odpowiedzialnie za ten proces w komorkach bakteryjnych (Malik i in., 2015). Podjeto
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réwniez badania prowadzace do uzyskania odmian produkujacych zwigkszona ilos¢
woskow w nasionach Inicznika (lven i in., 2016; Ruiz-Lopez i in., 2016). Po roku 2014,
w ktorym Doudna i Charpaentier opublikowaty badania dotyczace systemu edycji
genomu CRISPR/Cas9, znaczaco rozwingly si¢ badania na roslinami transgenicznymi,
w tym Inicznika, przy wykorzystaniu tej techniki. Szczegdlnie waznymi badaniami byty
doswiadczenia przeprowadzone przez Morineau 1 in. (2017), ktore wykazaty,
ze efektywnos¢ tej metody jest silnie skorelowana z tym w ilu subgenomach C. sativa
dojdzie do modyfikacji wybranego genu. Naukowcy ci, wykazali, ze w przypadku
wylaczenia genu kodujacego desaturaz¢ FAD2 mozliwe jest otrzymanie nasion
0 zawartosci kwasu oleinowego w zakresie od 10% do nawet 62%, w zalezno$ci 0d tego
czy utworzony zostat pojedynczy, podwojny, czy potrdjny mutant, co odpowiednio tyczy

si¢ mutacji genéw na poszczegdlnych subgenomach.
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2. MATERIALY

2.1. Szczepy Escherichia coli oraz Saccharomyces cerevisiae

W badaniach przeprowadzonych w niniejszej pracy wykorzystywane byty komorki
kompetentne Escherichia coli DH5a, ktore stuzyly do namnazania oraz dlugotrwatego
przechowywania pustych plazmidéw oraz plazmidéw posiadajacych badane sekwencje
genowe.

Do okreslenia charakterystyki biochemicznej enzymow, kodowanych przez
sekwencje znajdujace si¢ na badanych plazmidach, wykorzystany zostal szczep
Saccharomyces cerevisiae AALEL. Biatko Alel w komorkach drozdzowych wykazuje
aktywnos¢ acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid specyficznej wzgledem LPC oraz
LPE (Stahl i in., 2008). Jako szczep referencyjny, ktory uzyto do syntezy radioaktywnych
standardow: [**C]PC, [**C]PE oraz [**C]PA wykorzystano szczep dziki BY4742.

Tabela 2. Szczepy bakterii oraz drozdzy wykorzystanych w przedstawionych badaniach.

Szczep E. coli Genotyp
DHS F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17
a
(rK—, mK+) phoA supE44 X\ thi-1 gyrA96 relAl
Szczep S. cerevisiae Genotyp
BY4742 [wild type] BY4742; MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0

BY4742; MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3Ao0;

AALE1 [BY4742 AALE1]
YOR175c::kanM X

2.2. Camelina sativa (Inicznik pospolity)

Do badan wykorzystano rosliny C. sativa odmiany Suneson (Montana 0305), ktora
zostata opracowana przez Duane L. Johnson, a nastepnie udostepniona do uzytku przez
Montana State University w 2007 roku. Odmiana ta charakteryzuje si¢ przecigtng

wydajnoscia, jednak jej nasiona zawieraja srednio 0 2-3% wigcej oleju od pozostatych
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odmian C. sativa. Ponadto charakteryzuje si¢ ona najwyzsza zawarto$cig kwasu
linolenowego (18:3).

W badaniach przedstawionych w pracy wykorzystano nasiona Inicznika, wskazanej
odmiany, otrzymane od prof. Edgara B. Cahoon (The University of Nebraska-Lincoln,
USA).

2.3. Plazmidowe wektory ekspresyjne

W pracy wykorzystane zostaly dwa plazmidy, ktore byty uzyte do wprowadzenia
sklonowanych sekwencji systemem Gateway kolejno do plazmidu pDONR221,
a nastgpnie do pYES-DEST52. Oba plazmidy zostaty zakupione od firmy Thermo Fisher
Scientific.

Wektor pDONR221 to wektor o wielkosci 4,7 kb posiadajgcy gen opornosci
na kanamycyne. Wykorzystywany jest do reakcji rekombinacji BP, pozwalajacej na
wprowadzenie sklonowanej sekwencji, produktu PCR do wektora. Plazmid wraz
ze wstawiong pozadang sekwencjg moze by¢ namnazany w komorkach E.coli DH5a.

Wektor pYES-DEST52 to wektor wahadlowy o wielkosci 7,6 kb, ktorego
gospodarzem moze by¢ zarowno w E. coli, jak i S. cerevisiae. Zawiera on promotor GAL1
(promotor galaktozowy) do kontroli ekspresji genéw oraz marker selekcyjny URA3 (gen
syntezy uracylu) niezbedny do utrzymania plazmidow w komoérkach drozdzowych.
Dodatkowo niesie on gen opornosci na ampicyling co umozliwia jego selekcje

w komorkach bakteryjnych.

2.4. Startery do amplifikacji genéw kodujacych CSLPEAT1 oraz CsSLPEAT?2

Sekwencje starterow zostaty zaprojektowane przy pomocy programy OligoAnalyzer
Tool (Integrated DNA Technologies), a nastepnie Syntetyzowane na zamowienie przez
Serwis Sekwencjonowania i Syntezy DNA IBB PAN. Otrzymane rozwory
oligonukleotydow o ste¢zeniu 100 uM przed wykorzystaniem w reakcjach PCR byly
rozcienczane do st¢zenia roboczego — 5 pM.

W tabeli 3 przedstawione zostaly sekwencje wykorzystane do amplifikacji
transkryptow CSLPEAT1 oraz CSLPEAT2. Obie pary starterow posiadaty dodatkowo
dotaczone sekwencje attB1 (dla starterow forward — przednich) oraz attB2 (dla starterow

reverse — wstecznych), ktore sa niezbedne do przeprowadzenia klonowania przy

61



wykorzystaniu systemu Gateway. Do poszukiwania wariantow LPEAT1 oraz LPEAT2
wykorzystane zostaly tylko pojedyncze pary starterow ze wzgledu na bardzo wysokie
podobienstwo sekwencji ich wariantow. Efektywno$¢ wyszukania innych wariantow byta
kolejno sprawdzana poprzez sekwencjonowanie sklonowanych sekwencji przez firme
Eurofins Genetics.

W tabeli 4 znajduje si¢ wykaz sekwencji starterow wykorzystanych do ilosciowe;j
reakcji polimerazy DNA (gqPCR). Jako geny referencyjne do normalizacji poziomu
ekspresji badanych wariantow LPEAT wykorzystane zostaly geny kodujace B-aktyne
(ACT2) oraz aktywator fosfatazy typu 2A (TIP41).

Tabela 3. Startery wykorzystane do reakcji PCR w celu amplifikacji genéw kodujacych
CsLPEAT, ktore nastgpnie zostaly wprowadzone do plazmidu pDONR221 przy
wykorzystaniu sytemu Gateway. Fragmenty starteréw, ktore zostaly podkreslone to
sekwencje attBl1 oraz attB2, odpowiednio dotgczone do starterow przednich,
oznaczonych na koncu literg F oraz wstecznych oznaczonych literg R.

) Temperatura
Nazwa Sekwencja nukleotydowa )
. . . . . przylaczania
startera (orientacja zapisanej sekwencji: 5° — 3°)
startera

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGT
CsLPEATL.F 61,9°C
GTTTACCTTTTACGGCGAATCTA

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTC
CsLPEAT1.R 61,6 °C
GTGTAATCAAACATTTGGCTTTT

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAC
CsLPEAT2.F 58,1°C
ATTCGACCACAAAGCAAAAAGGC

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAA
CsLPEAT2.R 58,9°C
AGTTTGCTCAGAACTAGAGG
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Tabela 4. Startery wykorzystane do reakcji gPCR. Startery przednie oznaczono na koncu
literg F, a startery wsteczne litera R. Oznaczenia literowe a, b oraz ¢ okreslaja inny
wariant LPEATL lub LPEAT2 wystgpujacy na innym subgenomie.

Nazwa Sekwencja Sekw-encja -nuklec?tydoYva Temperatura
startera referencyjna (orientacja zapisanej przylaczenia
sekwencji 5> —3’) startera
CsACT2.F  XM_010489499.1 ACAATTTCCCGCTCTGCTGTTGTG 60,2 °C
CsACT2.R XM_010489499.1 AGGGTTTCTCTCTTCCACATGCCA 60,3 °C
CsTIP41.F XM_019233743.1 TTGGCGAGAATGCATTAGTCCTT 56,8 °C
CsTIP41.R XM_019233743.1 ATTGTCGGCCAGTTCATCTTCATA 56,4 °C
CsLPEATl1a.F XM_010431575.2 GACGACGACGACGAGAAA 54,4°C
CsLPEAT1a.R XM_010431575.2 TAAATGAAAGAAAGGGCTTCAG 51°C
CsLPEAT1b.F XM_010419341.2 AAAGCTGAAATCTTCACGG 50,6 °C
CsLPEAT1b.R XM _010419341.2 CAAAGAAAGAAAGGGGCTT 50,6 °C
CSLPEAT1c.F XM_010474544.2 CTAGAGACGACGAGGAGGAG 55,6 °C
CSLPEAT1c.R XM_010474544.2 CTCTGATTCCATTGTTCTTCTTCTA 52,5°C
CSLPEAT2a.F XM_010519887.1 AAGCAAAAAGGCTGTGTCAATC 54,5°C
CSLPEAT2a.R XM_010519887.1 TTCTGGTTGATCGACGGATGG 57°C
CsLPEAT2b.F XM_010509827.2 TGATCCATCATCAACCAGAG 51,7°C
CsLPEAT2b.R XM_010509827.2 AAGAACAGGAGGCTCTGT 53°C
CSLPEAT2c.F XM_010508235.2 AGCAAAAAGGCTGTGAGTAC 53,1°C
CsLPEAT2c.R XM_010508235.2 TGGATGATTGATGATGGATCAAC 53°C

2.5. Sekwencje wykorzystane do analizy filogenetycznej oraz uliniowienia sekwencji

aminokwasowych wariantow izoform CSLPEAT1 oraz CSLPEAT2

Sklonowane sekwencje zostaly poddane analizie filogenetycznej oraz zostaly
uliniowione wraz z sekwencja referencyjng. Jako sekwencje referencyjne wykorzystano
sekwencje aminokwasowe kodujace biatka o aktywnosci odpowiednio LPEATI1 oraz
LPEAT?2 wystepujace w A. thaliana. Do przeprowadzenia obu analiz wykorzystano

sekwencje aminokwasowe, ktore zostaly okreslone dla sklonowanych sekwencji

63



genowych przy wykorzystaniu programu MEGA X. Do konstrukcji drzewa
filogenetycznego wykorzystano sekwencje aminokwasowe kodujace LPEATI1 oraz
LPEAT2 znajdujace si¢ w innych pokrewnych organizmach ro$linnych takich jak:
Arabidopsis lyrata, Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Brassica oleracea, Brassica
rapa, Capsella rubella, Eutrema salsugineum, oraz Raphanus sativus. Ich sekwencje
aminokwasowe zostaly pobrane z baz danych NCBI (numery referencyjne

wykorzystanych sekwencji podane zostaty w tabeli 5).

Tabela 5. Lista sekwencji referencyjnych wykorzystana do analizy porownawczej oraz
filogenetycznej.

Oznaczenie genu  Sekwencja referencyjna Gatunek pochodzenia

CsLPEAT1b XM_010419341.2 Camelina sativa
CsLPEATI1c XM_010474544.2 Camelina sativa
AtLPEAT1 AT1G80950.1 Arabidopsis thaliana
AILPEAT1 XP_020889625.1 Arabidopsis lyrata
BnLPEAT1.1 XP_013702411.1 Brassica napus
BnLPEAT1.2 XP_013648598.1 Brassica napus
BoLPEAT1 XP_013591940.1 Brassica oleracea
BrLPEAT1 XP_009104503.2 Brassica rapa
ESLPEAT1 XP_006389853.1 Eutrema salsugineum
RSLPEAT1 XP_018457802.1 Raphanus sativus
AtLPEAT2 AT2G45670.1 Arabidopsis thaliana
AILPEAT2 XP_002882025.1 Arabidopsis lyrata
BnLPEAT2.1 XP_013734815.1 Brassica napus
BnLPEAT?2.2 XP_022571765.1 Brassica napus
BoLPEAT?2 XP_013631253.1 Brassica oleracea
BrLPEAT?2 XP_009133738.1 Brassica rapa
ESLPEAT2 XP_006397746.1 Eutrema salsugineum
RSLPEAT?2 XP_018484721.1 Raphanus sativus
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2.6. Podloza hodowlane
= Podloza stosowane do hodowli E. coli DH5a
= LA - Luria-Bretani Agar, pH 7,5 [g/l H2O destylowanej]
LB Broth 20g Sigma-Aldrich

Agar 20g Sigma-Aldrich

= LB - Luria-Bretani Broth, pH 7,5 [g/l H20 destylowanej]
LB Broth 20g Sigma-Aldrich

W celu przeprowadzenia selekcji bakterii niosgcych okreSlone plazmidy
po transformacji wykorzystane zostaly odpowiednie antybiotyki w zaleznosci od genu
opornosci, ktory znajdowat si¢ na plazmidzie. W przypadku bakterii niosagcych plazmid
pDONR221 do selekcji wykorzystano kanamycyne o stezeniu wyjsciowym 25 mg/l.
Do selekcji bakterii zawierajacych plazmid pYES-DEST52 uzyto ampicyling o stgzeniu
wyjsciowym 50 mg/l. Oba antybiotyki w formie sypkiej byty zakupione w firmie MP
Biomedicals. Przed wykorzystaniem ich w analizach rozpuszczono je w wodzie,
a nastgpnie sterylizowano poprzez filtrowanie filtrem strzykawkom o porowatosci
0,22 um. Przefiltrowane antybiotyki dodawano do pozywek, tak aby uzyskaé¢ koncowe
stezenie wynoszgce odpowiednio 25 ug/ml oraz 50 pg/ml dla kanamycyny oraz

ampicyliny.

= Podloza stosowane do hodowli S. cerevisiae BY4742
= YPD - Yeast extract Peptone Dextrose Agar, pH 6,5 [g/l H2O destylowanej]
YPD Broth 50 g Sigma-Aldrich

Agar 209 Sigma-Aldrich

= YPD - Yeast extract Peptone Dextrose Broth, pH 6,5 [g/l H2O destylowanej]
YPD Broth 50 ¢g Sigma-Aldrich
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= Podloza stosowane do hodowli S. cerevisiae AALE1
=  SD-URA - Synthetic Defined Agar [g/l H20 destylowanej]
Yeast Nitrogen Base (bez

aminokwasow) 074 Sigma-Aldrich
Galaktoza/Glukoza/Rafinoza 209 Sigma-Aldrich
CSM-URA 0,775¢g MP Biomedicals
Agar 209 Sigma-Aldrich

= SD-URA - Synthetic Defined Broth [g/l H20 destylowanej]
Yeast Nitrogen Base (bez

6,79 Sigma-Aldrich
aminokwasow)
Galaktoza/Glukoza/Rafinoza 209 Sigma-Aldrich
CSM-URA 0,775 ¢ MP Biomedicals

=  Podloze stosowane do hodowli in vitro C. sativa

= % MS — Murashige-Skoog Agar [g/l H20 destylowanej]

MS (z witaminami) 2,203 ¢ Sigma-Aldrich
Sacharoza 20 g Sigma-Aldrich
Agar 8¢ Sigma-Aldrich

= % MS — Murashige-Skoog Broth [g/l H20 destylowanej]
MS (z witaminami) 2,203 ¢ Sigma-Aldrich

Sacharoza 20 g Sigma-Aldrich

2.7. Wykorzystane w badaniach odczynniki
I. Odczynniki do izolacji RNA, syntezy cDNA, reakcji PCR oraz qRT-PCR

Gotowy zestaw do izolacji RNA GeneMATRIX Universal
RNA Purification Kit

EURX

99% B-merkaptoetanol Sigma-Aldrich

99% Etanol Merck



Il. Odczynniki do przepisania matrycy RNA na cDNA

dsDNaza

Gotowy zestaw do przepisania matrycy RNA na cDNA —
Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit:

=  Maxima H Minus Enzym

= 5x Bufor RT (250 mM Tris-HCI (pH 8.3 at
25°C, 375 mM KCl, 15 mM MgCl,, 50 mM
DTT)

*=  Oligo(dT)1s

10 mM roztwor dNTPs

I11. Odczynniki do reakcji PCR

Gotowy zestaw do reakcji PCR wraz z polimerazg Pfu —
Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase:

= 2 U/ul Polimeraza Pfu

= 5x Bufor Phusion HF

= 2 mM roztwor ANTPS

= 5 uM roztwory starterow
= DMSO

5 uM roztwory starterow

Gotowy zestaw do oczyszczania produktow po reakcji
PCR — GeneJET PCR Purification Kit

IV. Odczynniki do reakcji gqPCR

Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix [2 U/ul]

10 pM roztwory starterow

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Eurofins Genetics

Thermo Fisher

Scientific

Eurofins Genetics

Thermo Fisher

Scientific

Thermo Fisher

Scientific

Eurofins Genetics
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V. Odczynniki do elektroforezy agarozowej
Agaroza [1g/100 ml buforu TAE]
10x Bufor TAE

10000x GelRed

6x Bufor obcigzajacy Loading Dye Solution

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Plus:

= 1 ul GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder Plus
= 1 ul Loading Dye Solution
= 4 ul dH0O

Gotowy zestaw do elucji fragmentow DNA z Zelu:

GeneJET Gel Extraction and DNA CleanUp Kit

V1. Odczynniki do transformacji bakterii

Gateway BP Clonase I Enzyme Mix

Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix

Bufor TE pH 8,0:

= 10 mM Tris-HCI pH 8,0
* 0,1mMEDTADPpH 8,0

Gotowy zestaw do izolacji plazmidéw z komorek
bakteryjnych — GeneJET Plasmid Mini Prep Kit

VII. Odczynniki do transformacji drozdzy
Roztwor PEG do transformacji drozdzy:

= 100 mM Octan litu

= 40% PEG 3350

= 10 mM Tris-HCI pH 7,5

Prona
Sigma-Aldrich
GeneON

Thermo Fisher

Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher

Scientific

Thermo Fisher

Scientific

MP Biomedicals

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher

Scientific

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

MP Biomedicals

68



= ImMEDTApPHT75

10 mg/ml DNA ze spermy tososia

Sigma-Aldrich

Life Technologies

VIII. Odczynniki do ekstrakeji lipidow oraz chromatografii cienkowarstwowej i

gazowej
Chloroform
Eter dietylowy
Heksan do analizy
Heksan do chromatografii gazowej
Kwas octowy lodowaty
Metanol
Mieszanina metylacyjna (1000 cm?)

= Metanol suszony SeccoSolv®

= Kwas siarkowy (99,999%)

0,05% roztwor prymuliny

= prymulina
= aceton
Ptytki Silica Gel 60

Standardy fosfolipidow oraz lipidow neutralnych

980 ml
20 ml

Standard wewnetrzny do chromatografii gazowej — ester

metylowy kwasu heptadekanowego (17:0Me)

Wzorce kwasow ttuszczowych

Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

Merck

Sigma-Aldrich
Merck

Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Sigma-Aldrich/Avanti
Polar Lipids

Sigma-Aldrich

Larodan

IX. Odczynniki do przeprowadzenia reakcji cigcia fosfolipaza A

Fosfolipaza Az z jadu pszczoty (Apis mellifera)

Bufor do reakcji cigcia fosfolipaza A:

Sigma-Aldrich

MP Biomedicals
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= 0,1 M Tris-HCI pH 8,9
= 5 mM MgCl

Eter dietylowy

Kwas octowy lodowaty

Sigma-Aldrich

Merck

Merck

X. Odczynniki do izolacji frakcji mikrosomalnej tkanek roslinnych oraz drozdzy

Bufor do homogenizacji tkanek roslinnych:

0,33 M Sacharoza

BSA (ang. bovine serum albumin) —

[1 mg/ml]
Katalaza [1000 U/cm?®]
0,1 M bufor fosforanowy pH 7,2

Bufor do homogenizacji drozdzy:

= 10 mM MgCl;

= 1mMEDTA

= 0,3 M Siarczek amonu

= 5% Glicerol

= 20 mM Tris-HCI pH 7,2
0,1 M bufor fosforanowy pH 7,2

Inhibitory proteaz (Protease Inhibitor Coctail
Tablets)

XI. Odczynniki do syntezy [**CJacylo-CoA oraz acylo-CoA
Benzen

Chloromrowczan etylu

Dichlorometan

Etyloamina

Eter dietylowy

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
MP Biomedicals

Sigma-Aldrich

Roche

Merck
Merck
Merck
Merck

Merck
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Koenzym A (CoA Lithium Salt)
Tetrahydrofuran

0,1M HCI

1 M HCI

1 M KHCOs3

Kwasy ttuszczowe: kwas palmitynowy,
kwas stearynowy, kwas oleinowy, kwas linolowy,
kwas linolenowy

Znakowane [**C] kwasy thuszczowe: kwas kaprynowy,
kwas laurynowy, kwas mirystynowy, kwas palmitynowy,
kwas stearynowy, kwas oleinowy, kwas linolowy,

kwas linolenowy, kwas arachidowy, kwas gondolowy,

kwas erukowy

XI1. Odczynniki do reakcji enzymatycznych in vitro

[**C]Acylo-CoA

Acylo-CoA

BSA (ang. bovine serum albumin)
DTNB (kwas 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy))

Koenzym A (CoA Lithium Salt)
Lizofosfolipidy

Eterowe analogi lizofosfolipidow
CaCl;
MgCl.

KCI

Sigma-Aldrich
Merck
POCH
POCH

Sigma-Aldrich

Merck/ Larodan

Perkin Elmer/
American Radiolabeled
Chemicals

przygotowane w

laboratorium

przygotowane w

laboratorium

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Avanti Polar Lipids/
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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0,1 M bufor fosforanowy pH 5,5 - 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

Znakowane izotopowo weglem [*C] acylo-CoA zostaly syntetyzowane

W laboratorium metodg opisang w punkcie 3.17.3. W ponizszej tabeli wymienione zostaty

wszystkie nieradioaktywne i radioaktywne acylo-CoA oraz lizolipidy, ktére zostaty

wykorzystane w prowadzonych badaniach.

Tabela 6. Acylo-CoA oraz lizofosfolipidy stosowane w przeprowadzonych badaniach.

[**C]Acylo-CoA

[1-14C]10:0-CoA, [1-1C]12:0-CoA, [1-1C]14:0-CoA,
[1-14C]16:0-CoA, [1-14C]18:0-CoA, [1-14C]18:1-CoA,
[1-14C]18:2-CoA, [1-14C]18:3-CoA, [1-14C]20:0-CoA,
[1-14C]20:1-CoA, [1-14C]22:1-CoA

Acylo-CoA

16:0-CoA, 18:0-CoA, 18:1-CoA, 18:2-CoA, 18:3-CoA

Lizofosfolipidy

sn-1-18:1-LPA,
sn-1-18:1-LPC,
sn-1-16:0-LPE, sn-1-18:1-LPE, sn-1-18:2-LPE,
sn-1-18:1-LPI,
sn-1-18:1-LPS,

Eterowe analogi

lizofosfolipidow

sn-1-18:1-0O-GPC [odpowiednik sn-1-18:1-LPC]
sn-2-18:1-0-GPC [odpowiednik sn-2-18:1-LPC]
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2.8. Wykorzystana w badaniach aparatura

Aparat do elektroforezy horyzontalnej Mupid-exU (Mupid)

Aparat GelDoc (Bio-Rad)

Chromatograf gazowy GC-2010 (Shimmadzu) wyposazony w detektor
ptomieniowo-jonizacyjny z kolumng 60 m x 0,25 mm CP-WAX 58-CB
(AgilentTechnologies)

Instant Imager (Packard Instrument Co.)

Komory chromatograficzne (VWR)

Kulki szklane o $rednicy 0,45 — 0,5 mm (Sigma-Aldrich)

Lnicznik scyntylacyjny Beckman LS6000TA (Beckaman)

Laznia ultradzwigkowa MT1800-E (Branson Instruments Company)

Mieszadto magnetyczne VMS-A (VWR)

Mini Bead Beater-8 (Biospec Products)

pH metr model FiveEasy (Mettler Toledo)

Plyta grzewcza Yellow MAG HP 7 z taznig piaskowg (YellowLine)

Sonikator Bransonic MT1800-E (Branson Instruments Company)
Spektrofotometr Nanodrop 100 (Thermo Fisher Scientific)

Spektrofotometr Spectroquant Pharo300 (Merck)

Termocykler C1000 Touch Thermal Cycler (BioRad)

Termocykler LightCycler 480 (Roche)

Termoblok Digital HeatBlock (VWR)

Termomikser Thermomixer Compact 5350 (Eppendorf)

Ultrawirowka Beckman L-70 (Beckman)

Waga analityczna XA 60/220/X (Radwag)

Wiréwka Centrifuge 5415 C (Eppendorf)

Wiréwka Rotofix 32 A (Hettich)

Wytrzasarka rotacyjna Incubator Shaker Series G-25 (New Brunswick Scientific)
Wytrzasarka rotacyjna Innova 40 (New Brunswick Scientific)

Wytrzasarka typu ,,Vortex” (neoLab oraz VWR)
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2.9. Programy komputerowe

CLC Main Workbench (Qiagen)

Exel (Microsoft)

GCsolution Analysis 2.31.00 (LabSolutions)

MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
OligoAnalyzer Tool (Integrated DNA Technologies)
Quantity One (BioRad)
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3. METODY

3.1. Warunki hodowli Camelina sativa

3.1.1. Hodowla Camelina sativa na podtozu hodowlanym

Nasiona badanej odmiany C. sativa byly bezpo$rednio umieszczane w podtozu
hodowlanym ,,COMPO SANA® Qualitats-Blumenerde” na glebokosci okoto 0,5 cm.
Doniczki wraz z wysianymi nasionami oraz zwilzong glebg umieszczano w pokoju
fitotronowym ze statg temperaturg 23 °C, fotoperiodem adekwatnym dla ro$lin dnia
dhugiego — 16 godz. $wiatla o intensywnosci wynoszacej 120 pmol fotonow m2s? oraz
8 godz. ciemnosci oraz ze wzgledng wilgotnoscig oscylujacag w granicach 60%. Rosliny
od momentu wykietkowania systematycznie byty podlewane woda kranowa.

W zaleznosci od wykonywanych doswiadczen material roslinny byl zbierany na
roéznych etapach rozwoju roslin. Liscie C. sativa byly zbierane w okolicach 35-38 dnia
od wysiania. W tych dniach rosliny rozpoczynaty rowniez proces kwitnienia, ktorego
rozpoczgcie bylo okreslane poprzez obecno$¢ paku kwiatowego. Réwniez od tego
momentu liczone byly dni, w ktorych zbierano nasiona do dalszych analiz, a liczba dni
od rozpoczecia kwitnienia do zbioru nasion przedstawiona zostata w pracy jako DAF

(ang. days after flowering).

3.1.2. Hodowla Camelina sativa w kulturach ptynnych

Przed rozpoczeciem hodowli C. sativa w warunkach in vitro, nasiona tej rosliny byty
powierzchniowo sterylizowane, tak aby uzyska¢ materiat wolny od mikroorganizmow.
W tym celu do 2 ml probowek typu Eppendorf z okrgglym dnem przesypywano niewielkg
ilo$¢ nasion, a nastgpnie dodawano 1 ml 70% etanolu, ktory po uptywie 1 minuty zbierano
pipeta. Kolejno do probowki dodawano 1 ml 3% podchlorynu wapnia, ktéry inkubowano
przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po usunigciu mieszaniny sterylizujace;j,
nasiona ptukano trzykrotnie w 1 ml jatowej wody destylowane;.

Woysterylizowane nasiona wysiewano na szalki Petriego z podiozem staltym
zawierajacym % MS, 2% sacharoza oraz 0,8% agar. Gotowe szalki z wysianymi
nasionami owijano przepuszczajaca powietrze tasmag mikroporowatg i umieszczano
w pomieszczeniach fitotronowych z warunkami takimi samymi, jak dla hodowli na
podtozu hodowlanym: 16 godz. §wiatta / 8 godz. ciemnosci, 60% wilgotnosci oraz
temperaturg 23 °C. Po uptywie 10 dni siewki C. sativa (Rys. 8A) sterylnie przenoszono

do przygotowanych kolb ze 100 ml pozywki ptynnej zawierajacej 2 MS oraz 2%
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sacharoz¢. Na Rysunku 8B przedstawione zostaly siewki po 7 dniach od przeniesienia do
kultury ptynnej. Kolby wraz siewkami inkubowano w pomieszczeniu fitotronowym
przez kolejne 14 dni w wytrzasarce rotacyjnej przy ustalonych 100 obrotach/minutg.
Po uptywie tego czasu material ro$linny w postaci lici oraz korzeni byt zbierany do
dalszych analiz (Rys. 8C).

Rys. 8. Hodowla C. sativa w warunkach in vitro.

A — 10-dniowe siewki, przed przeniesieniem do hodowli ptynnej; B — 17-dniowe siewki
w hodowli ptynnej (10 dni na pozywce statej oraz kolejne 7 dni w pozywce ptynnej); C — 24-
dniowe siewki, przed pobraniem do analiz (10 dni na pozywce stalej oraz kolejne 14 dni
W pozywce plynnej).

3.2. Izolacja RNA z Camelina sativa

Do izolacji RNA wykorzystano materiat pochodzacy z tkanek wegetatywnych takich
jak: liscie i korzenie hodowane w warunkach in vitro oraz liscie hodowane w warunkach
in vivo (zebrane w dniu 0 DAF). RNA izolowano réwniez z nasion, ktore zostaty zebrane
pomiedzy 24, a 26 dniem od zakwitnigcia C. sativa (stadium I1).

Material roslinny zbierano bezposrednio do probowek typu Eppendorf, ktore
natychmiast zamrazano w cieklym azocie i przechowywano do dalszych analiz w -80 °C.
Podczas izolacji RNA, zamrozony materiat umieszczano w schtodzonych,
porcelanowych mozdzierzach, ktory nastepnie bardzo sprawnie rozcierano i przenoszono
do probowek z przygotowanym buforem dostarczonym wraz z gotowym zestawem do
izolacji RNA z tkanek roslinnych — GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit
(EURX). Dalsze etapy izolacji wykonywano zgodnie z instrukcja dostarczong przez
producenta. Zawarto$¢ oraz czystos¢ wyizolowanego RNA, ktorego elucje
przeprowadzono przy uzyciu 50 ul wody wolnej od RNaz, sprawdzano przy pomocy
spektrofotometru Nanodrop 100 (Thermo Fisher Scientific).
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3.3. Synteza cDNA

Wyizolowane RNA z poszczegdlnych tkanek roslinnych w pierwszej kolejnosci
inkubowano z dsDNazg (Thermo Fisher Scientific), w celu usuni¢cia mozliwych
zanieczyszczen DNA. Reakcje oczyszczenia przeprowadzano zgodnie z protokotem
producenta.

Kolejnym etapem amplifikacji cDNA na matrycy RNA bylo przeprowadzenie reakcji
odwrotnej transkrypcji (RT-PCR). W tym celu wykorzystano gotowy zestaw Maxima H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific), a calg procedure

wykonano zgodnie ze zmodyfikowang instrukcja producenta. Do reakcji odpowiednio

dodawano:
RNA | ug
Oligo(dT)1s 1 ul
10 mM dNTP 1ul
H20 uzupetnienie do 15 ul

Cato$¢ inkubowano w termocyklerze przez 5 minut w 65 °C, a nastepnie ochtadzano
w lodzie. Kolejno do mieszaniny reakcyjnej dodawano 4 ul 5 x buforu RT oraz 1 ul
Maxima H Minus Enzyme, zawierajagcego enzym — odwrotng trnaskryptaze. Dalszg
inkubacje prowadzono w 65 °C przez 30 minut, a w celu przeprowadzenia terminacji
reakcji, probéwki wraz z mieszaning reakcyjng przenoszono do 85 °C na 5 minut.

Przepisane cDNA przechowywano w -20 °C, az do momentu dalszych analiz.
Otrzymane matryce byly wykorzystywane do amplifikacji sekwencji CsLPEAT1
i CSLPEAT2 (opisanej w rozdziale 3.5) oraz do ilosciowej reakcji polimerazy DNA

(opisanej w rozdziale 3.4).

3.4. Analiza ekspresji genéw kodujacych CSLPEAT - iloSciowa reakcja polimerazy
DNA

W celu przeprowadzenia analizy ekspresji gendow kodujacych rézne warianty
CsLPEAT1 oraz CSLPEAT2 przeprowadzona zostata iloSciowa reakcja polimerazy
DNA, do ktorej uzyto gotowy zestawu Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific). Do reakcji wykorzystywano cDNA z réznych tkanek
C. sativa oraz startery zaprojektowane przy pomocy OligoAnalyzer Tool (Integrated
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DNA Technologies), ktore zostaly przedstawione w tabeli 4. Do zaprojektowania
sekwencji starterow dla genéw, ktorych nie udalo si¢ sklonowaé, wykorzystano
sekwencje znajdujace si¢ w bazach danych, ktore okreslone zostaly na podstawie
przeprowadzenia analizy genomowej innej odmiany C. sativa.

Przed przystapieniem do gltéwnej czgsci analizy, zoptymalizowano ilo$¢ matrycy
cDNA dla kazdej z pary starteréw amplifikujacej badane sekwencje oraz genow
referencyjnych. Wyznaczenie w ten sposob krzywych amplifikacji byto niezbedne
do okres$lenia optymalnych warunkéw do przeprowadzenia efektywnej reakcji gPCR

Reakcje amplifikacji przeprowadzono na ptytkach 96-dotkowych (4titude)
w termocyklerze LightCycler 480 (Roche). Przygotowanie mieszanin reakcyjnych oraz
procedura amplifikacji zostala wykonana zgodnie z opisem zawartym w instrukcji
dostarczonej przez producenta.

W celu okreslenia wzglednej ekspresji genéw kodujacych CSLPEAT, otrzymane
wyniki dla badanych sekwencji normalizowano w stosunku do sekwencji dwoch genoéw

referencyjnych kodujgcych aktywator fosfatazy typu Il (TIP41) oraz B-aktyne (ACT2).

3.5. Amplifikacja sekwencji CsLPEAT1 oraz CsLPEAT?2

Do sklonowania sekwencji nukleotydowych kodujacych rézne warianty CSLPEAT1
oraz CsLPEAT2 wykorzystano matryce cDNA. Ze wzgledu na réznorodng ekspresje
gendéw kodujacych CsLPEAT w roznych tkankach C. sativa, do poszukiwan
i amplifikacji genow wykorzystano matryce cCODNA pozyskane z lisci, nasion oraz korzeni
C. sativa. Do amplifikacji wykorzystano polimeraze Pfu wraz z gotowym zestawem
odczynnikow do reakcji PCR — Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific). Dla kazdej z izoform wykorzystano inng pare¢ starteréw,
ktorych parametry zostaty opisane w punkcie 2.4. Ilos¢ wszystkich dodanych sktadnikow
mieszaniny amplifikacyjnej byta optymalizowana dla kazdej z izoform. Do amplifikacji
wariantow CSLPEAT1 niezbedne bylo dodanie do reakcji DMSO oraz 150 ng matrycy
cDNA. W przypadku wariantow CSLPEAT2 amplifikacja wymagata jedynie 50 ng
matrycy cDNA, a dodatek DMSO byt zbedny.

Ta sama reakcja PCR przy zastosowaniu ponizej opisanych parametréw oraz
sktadnikow mieszaniny amplifikacyjnej byta rowniez wykorzystywana do oceny
obecnosci wstawionych sekwencji do wektorow oraz powielenia fragmentow DNA

wyeluowanych z zelu agarozowego. Jednakze w przypadku tych reakcji do mieszaniny
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amplifikacyjnej dodawano objetos¢ odpowiadajaca 10 ng plazmidowego DNA lub
uprzednio oczyszczonego z zelu fragmentu DNA, ktory stanowit matrycg dla tych reakcji

PCR. Ponizej zapisany zostal sktad mieszaniny amplifikacyjnej:

5 x Bufor Phusion HF 4 ul

2 mM roztwor dNTPs 2 ul

5 uM primer forward 1ul

5 uM primer reverse 1ul

DMSO brak lub 0,6 ul
polimeraza Pfu 0,2 ul

matrycowe cDNA 10 /50 /150 ng

H20 uzupetnienie do 20 ul

Gotowe mieszaniny amplifikacyjne umieszczano w termocyklerze C1000 Touch
Thermal Cycler (BioRad) i poddawano reakcji PCR, ktora sktadata si¢ z dwoch etapow.
Pierwszy z nich sktadat si¢ z 10 cykli, podczas ktorych zachodzit proces denaturacji,
dotgczenia starterow oraz elongacji. Na etap drugi sktadato sie 30 cykli, podczas ktorych
dochodzito jedynie do denaturacji i elongacji amplifikowanej sekwencji. Ponizej opisane

zostaly doktadne parametry reakcji PCR:

Wstepna denaturacja 98 °C 30 sek

Denaturacja 98°C 10 sek

61,8 °C dla CsSLPEAT1 30 sek
Przylaczenie starterow ~10 cykli
58,5 °C dla CsLPEAT?2

Elongacja 72°C 1min |
Denaturacja 98°C 10sek |
-30 cykli
Elongacja 72°C 1 min
72°C 10 min

Koncowa elongacja
4°C 0
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Otrzymane produkty PCR po reakcjach amplifikacji oczyszczano przy wykorzystaniu
gotowego zestawu GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific), a nastgpnie
jego czysto$¢ oraz stezenie sprawdzano przy uzyciu spektrofotometru Nanodrop 100
(Thermo Fisher Scientific). Analiza oczyszczonych produktow PCR byta kolejno
przeprowadzana przy pomocy elektroforezy agarozowej.

3.6. Elektroforeza agarozowa

W celu oceny czy w reakcji PCR otrzymany zostal pozagdany produkt, oczyszczone
produkty PCR byly rozdzielanie na 1% zelu agarozowym w 1 x stezonym buforze TAE.
Do zelu dodatkowo, w celu wizualizacji rozdzielonych produktow oraz wzorca,
dodawano barwnik fluorescencyjny dla kwaséow nukleinowych — GelRed. Do

poszczegdlnych studzienek Zzelu nanoszono proby zawierajace:

product PCR min. 100 ng
6x Bufor obcigzajacy Loading Dye 3 ul
u
Solution
dH20 uzupenienie do 20 ul

Po naniesieniu badanych prob na studzienki oraz wzorca, ktorym byl marker
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Plus (przygotowany zgodnie z opisem znajdujacym sie
w punkcie 2.7.), rozdziat prowadzono w aparacie do elektroforezy horyzontalnej (Mupid-
exU) przez 65 minut przy napieciu wynoszacym 100 V (okoto 7 V/ecm). Po zakonczeniu
rozdzialu zel umieszczano w aparacie GelDoc (Bio-Rad), a nastepnie korzystajac
z oprogramowania QuantityOne (BioRad) przeprowadzano wizualizacje w $wietle UV

0 dtugosci 312 nm.

3.7. Oczyszczenie fragmentow DNA z Zelu agarozowego

Ze wzgledu na niska wydajnos¢ procesu amplifikacji pozadanych sekwencji DNA
z matrycy cDNA oraz powstawanie krotkich niespecyficznych sekwencji konieczne byto
przeprowadzenie izolacji rozdzielonych sekwencji, ktére odpowiednio znajdowaly si¢ na
wysoko$ci markera o wielkosci 1500 bp dla CSLPEAT1 oraz 2000 bp dla CSLPEAT2.
W celu oczyszczenia tych fragmentéw DNA, odpowiednie prazki na Zelu ostroznie przy

uzyciu sterylnego skalpela wycinano, a nastgpnie przeprowadzano elucje zgodnie
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z instrukcja zalaczona do gotowego zestawu do izolacji DNA z zelu - GeneJET Gel
Extraction and DNA CleanUp Kit (Thermo Fisher Scientific). Na ostatnim etapie elucji
otrzymane fragmenty DNA zawieszano w 20 ul destylowanej H2O. Czysto$¢ oraz
stezenie weryfikowano przy wykorzystaniu spektrofotometru Nanodrop 100 (Thermo
Fisher Scientific).

Wyizolowane i oczyszczone produkty zawierajgce jedynie pozadane sekwencje DNA
ponownie wykorzystywano do reakcji PCR opisanej w punkcie 3.5, w celu uzyskania
ilosci matrycy DNA wystarczajgcej do sekwencjonowania oraz wprowadzenia jej do

wektorow.

3.8. Sekwencjonowanie

W celu okreslenia sekwencji nukleotydowych amplifikowanych sekwencji DNA oraz
ustalenia, ktore sekwencje odpowiadajg, ktorym wariantom CSLPEAT1 oraz CSLPEAT?2,
wyizolowane oraz oczyszczone produkty PCR wysylano do analizy przeprowadzanej
przez firm¢ Eurofins Genetics. Analiza sekwencji przez tg firme jest przeprowadzana
przy zastosowaniu metody sekwencjonowania Sangera. Otrzymane wyniki byty

analizowane w programie CLC Main WorkBench oraz MEGA X.

3.9. Analiza bioinformatyczna

Wyniki otrzymane po sekwencjonowaniu zostaty przeanalizowane, a na ich podstawie
ztozone zostaly pelne sekwencje genowe stosujac w tym celu program MEGA X.
Otrzymane wyniki wykazaly, ze z sukcesem udato si¢ sklonowa¢ 5 roznych sekwencji,
ktoére sg podobne do sekwencji znajdujacych si¢ w bazach danych i mogg kodowac¢ biatka
o aktywnosci LPEAT. Analiz¢ tg przeprowadzono na podstawie sekwencji znajdujacych
si¢ w bazach danych, utworzonych dla genomu C. sativa odmiany DH55 (Kagale i in.,
2014). Jednakze, w tych bazach danych opisy genéw wskazuja tylko na ich
przypuszczalng role jaka moge peti¢, a ktora nie zostata dotychczas potwierdzona,
a jedynie okreslona na podstawie podobienstwa do genéw znajdujacych si¢ w genomie
A. thaliana, dla ktorych rolg tych genow juz zweryfikowano.

Do dalszych analiz wykorzystano ponizsze sekwencje, w ktorych mata litera alfabetu
oznacza inny wariant izoformy, a nastgpujaca po niej cyfra okresla inny wariant

splicingowy tego samego genu:
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* |LPEATl1a.l

* LPEATl1a.2
* LPEAT?2a
* LPEAT2b
*  LPEAT2c

Powyzsze, sklonowane sekwencje genow zostaly poddane analizie porownawczej.
Sekwencje aminokwasowe wyszukanych wariantow CSLPEAT zostaly pordéwnane
migdzy soba, w celu okreslenia ich procentowego podobienstwa. Analiza ta zostal
przeprowadzona przy wykorzystaniu algorytmu BLAST udostepnionego przez NCBI
(National Center for Biotechnology Information).

Kolejno wszystkie warianty danej izoformy zostaty przyréwnane odpowiednio do
sekwencji kodujacych LPEATL lub LPEAT2 obecnych w A. thaliana. Uliniowienie
sekwencji zostalo przeprowadzone przy wykorzystaniu programu CLC Main
WorkBench, a sekwencje aminokwasowe zostaty pobrane z baz danych NCBI (tabela 5).

Dodatkowo przeprowadzona zostala analiza filogenetyczna przy pomocy programu
MEGA X (Kumar i in., 2018). Do odtworzenia ewolucyjnych zalezno$ci zastosowano
metode najwickszej wiarygodnosci (Maximum Likelihood) wraz z modelem substytucji

aminokwasow JTT z ustalong wartoscig bootstrap roéwng 1000 (Felsenstein i in., 1985).

3.10. Wprowadzenie sklonowanych sekwencji DNA do wektora pDONR221
- reakcja BP

W celu potwierdzenia aktywnos$ci i wykonania szczegotowej charakterystyki biatek
kodowanych przez sklonowane geny z organizmu C. sativa niezbedne byto w pierwszej
kolejnosci utworzenie wektora wahadtowego umozliwiajacego transformacj¢ komorek
drozdzy szczepu AALEL. Procedura utworzenia plazmidow niosacych geny kodujace
CsLPEAT wykonana byta przy zastosowaniu systemu Klonowania Gateway (Invitrogen).

Pierwszym etapem tego procesu bylta reakcja BP, ktora miata na celu wprowadzenie
produktu  PCR =z dolaczonymi sekwencjami attB do wektora pDONR221.
Do przeprowadzenia reakcji rekombinacji wykorzystano gotowy zestaw odczynnikow
Gateway BP Clonase Il Enzyme Mix w sktad ktorego wchodzit pusty plazmid
pDONR221 oraz mieszanina enzyméw BP Clonase II. Reakcj¢ przeprowadzano zgodnie

z instrukcja producenta, a do mieszanin reakcyjnych odpowiednio dodawano:
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produkt PCR 150 ng
pDONOR221 150 ng
Bufor TE pH 8,0 uzupetnienie do 8 ul

BP Clonase Il Enzyme Mix 2 ul

Proboéwki wraz z mieszaning reakcyjng byly inkubowane w wytrzasarce
(Thermomixer Compact 5350, Eppendorf) w temperaturze 25 °C, przez 18 godz. Po tym
czasie reakcja rekombinacji byta zatrzymywana poprzez dodawanie 1 ul Proteinazy K
(znajdujacej sie¢ w zestawie) i inkubacj¢ w 37 °C przez 10 minut. Uzyskane w wyniku
przeprowadzonej reakcji wektory posiadajace pozadane sekwencje (tzw. entry clone)

wprowadzano do chemikompetentnych komork E. coli DH5a.

3.11. Przeniesienie sklonowanych sekwencji DNA z wektora pPDONR221 do wektora
wahadlowego pYES-DEST52 — reakcji LR

Po wprowadzeniu wektora pDONR221 z pozadanymi sekwencjami do E. coli DH5a
oraz jego namnozeniu zgodnie z metodyka opisang w punkcie 3.12. oraz 3.13., powielone
plazmidy wykorzystywano do reakcji LR. Reakcja ta jest kolejnym etapem systemu
Gateway i odpowiada za przeniesienie pozadanych sekwencji na docelowy wektor
wahadlowy — pYES-DEST52. Do przeprowadzenia reakcji wykorzystano odczynniki
z gotowego zestawu Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix, a do kazdej mieszaniny

reakcyjnej dodawano:

entry clone
) 150 ng
(PDONR221+sekwencja)
pPYES-DEST52 150 ng
Bufor TE pH 8,0 uzupetnienie do 8 ul

LR Clonase Il Enzyme Mix 2 ul

Gotowe mieszaniny reakcyjne byty inkubowane w wytrzgsarce (Thermomixer

Compact 5350, Eppendorf) w temperaturze 25 °C, przez maksymalnie 18 godz.,
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aby zwickszy¢ efektywnos¢ zachodzacej reakcji rekombinacji. Reakcje zatrzymywano
poprzez dodanie 1 ul Proteinazy K i 10 minutowa inkubacj¢ w 37 °C. Otrzymane po
reakcji wektory docelowe wykorzystywano do transformacji chemikompetentnych
komorek E. coli DH5a.

3.12. Transformacja Escherichia coli

Otrzymane po reakcjach BP oraz LR plazmidy wprowadzano do chemikompetentnych
komorek E. coli DHS5a przy zastosowaniu metody szoku cieplnego. Probowki
zawierajace kompetentne bakterie umieszczano na lodzie do momentu ich rozmrozenia,
nastepnie dodawano do nich 5 ul mieszaniny otrzymanej po reakcji BP lub LR
i inkubowano na lodzie przez 30 minut. Po tym czasie komorki bakteryjne poddawano
szokowi cieplnemu poprzez umieszczenie ich na 30 sekund w 42 °C i ponownie
przeniesienie na 16d. W celu namnozenia transformowanych komorek bakteryjnych, do
probowek dodawano 250 ul pozywki LB, a nastgpnie inkubowano je przez godzing
w 37 °C w wytrzgsarce z ustawionymi parametrami 300 obrotow/minute (Thermomixer
Compact 5350, Eppendorf). Po godzinnej hodowli, transformowane bakterie wysiewano

na podtoze state LA z odpowiednim antybiotykiem.

3.13. Hodowla oraz selekcja Escherichia coli

Bakterie E. coli wykorzystane do procesu transformacji wysiewano na podtoze state
LA zawierajace okre$lony antybiotyk, ktory roznit sie w zaleznosci od wektora. Bakterie
byty kolejno hodowane przez 24 godz. w temperaturze 37 °C. Na pozywkach z wybranym
antybiotykiem rozwijaty si¢ tylko kolonie bakterii transformowanych, ktére posiadaty
obecny na wektorze gen opornosci na wybrany antybiotyk. Rozwinigte, pojedyncze
kolonie wykorzystywano do uzyskania czystych kultur bakteryjnych. W tym celu, po
pobraniu pojedynczej kolonii wykonywano posiew redukcyjny na podtozu statym LA
z danym antybiotykiem i hodowano je przez kolejne 24 godz. w 37 °C.

Do namnazania transformowanych bakterii zawierajacych pozadane wektory
stosowano hodowle ptyna. W tym celu pojedyncze kolonie, uzyskane po posiewie
redukcyjnym, zawieszano w 5 ml podtoza ptynnego LB z odpowiednim antybiotykiem
i hodowano w 37 °C w wytrzasarce rotacyjnej Innova 40 (New Brunswick Scientific)

przy 140 obrotach/minut¢. Po uplywie 24 godz., namnozone bakterie wykorzystywano
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do izolacji plazmidéw przy pomocy gotowego zestawu GeneJET Plasmid Mini Prep Kit
(Thermo Fisher Scientific), a czystos¢ i ilos¢ wyizolowanego produktu sprawdzano przy
uzyciu spektrofotometru Nanodrop 100 (Thermo Fisher Scientific).

3.14. Transformacja Saccharomyces cerevisiae

Transformacja drozdzy zostata przeprowadzona wedlug zmodyfikowanej metody
LiAc/SS carrier DNA/PEG opisanej przez Gietz i Woods (2002). Do transformaciji
wykorzystywano wektory wahadlowe pYES-DEST52 niosace pozadane sekwencje oraz
szczep drozdzy AALE1L, ktory posiada delecje gléwnego genu odpowiedzialnego za
aktywnos$¢ acylotransferazows typu acylo-CoA:lizofosfolipid, specyficzng wzgledem
LPC oraz LPE.

Nocne hodowle drozdzy przenoszono do nowych pozywek, tak aby wyjsciowe ODeoo
wynosito 0,1 i inkubowano przez kolejne 4 — 6 godz., az do momentu osiaggnigcia ODsoo
hodowli 0,4 — 0,8. Po osiggnieciu odpowiedniej wartosci ODegoo, pobierano 1 ml hodowli,
wirowano przy predkosci 1000 X g przez 5 min, a otrzymany osad ptukano w 1 ml dH2O
I ponownie wirowano. Do otrzymanego osadu komorek drozdzowych kolejno dodawano
0,1 — 1 pg odpowiedniego plazmidu, 100 ng DNA ze spermy tososia (uprzednio
inkubowanego przez 5 min w 95 °C) oraz 500 ul roztworu PEG. Wszystkie dodane
odczynniki doktadnie worteksowano i inkubowano w temperaturze pokojowej przez
15 minut, a nastepnie przez kolejne 15 minut w 42 °C w wytrzgsarce z lekkim
wstrzgsaniem (300 obrotoéw/minutg). Po zakonczeniu inkubacji, cato$¢ wirowano (1000
X g, 5 min), otrzymany osad przeptukiwano 1 ml dH.O, ponownie wirowano oraz
dekantowano. Ostatecznie otrzymany osad komoérek drozdzy z resztkami wody

wysiewano na podtoze selekcyjne SD-URA.

3.15. Hodowla Saccharomyces cerevisiae

Drozdze szczepu AALE po przeprowadzeniu procesu transformacji byty hodowane
na statym podtozu selekcyjnym SD-URA z 2% glukoza, przez 48 godz. w 30 °C.
Po uptywie tego czasu na podiozach byty obecne jedynie hodowle komoérek drozdzy,
ktore byty transformowane i posiadaty wektor zawierajacy gen syntezy uracylu, zwiazek
nieobecny w uzytej pozywce. W celu wyselekcjonowania czystych linii, pojedyncze

kolonie drozdzy przesiewano na ptytki ze statym podtozem selekcyjnym SD-URA z 2%
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glukoza, przy zastosowaniu metody posiewu redukcyjnego i hodowano przez kolejne
48 godz. w 30°C.

Wstepnie przeprowadzone badania, dotyczace stosowanego w pozywkach ptynnych
zrodla wegla wykazaty, ze suplementacja rafinoza wptywa korzystniej na efektywnosé¢
ekspresji genow obecnych na wektorach znajdujacych si¢ w transformowanych
drozdzach. Jej obecno$¢ wzmaga jednak wydtuzenia hodowli do 48 godz., aby drozdze
zdazyly osiggna¢ koncowa faze wzrostu logarytmicznego. W przypadku hodowli,
W ktorych zastosowano jako zrodto wegla glukoze, ekspresja gendw, a nastgpnie
aktywno$¢ kodowanych przez nie enzymow byta zbyt niska do dalszych analiz.

W zwigzku z powyzszym do hodowli drozdzy przeznaczonych do izolacji frakcji
mikrosomalnej wykorzystano pozywke SD-URA suplementowang 2% rafinoza.
Pierwszym etapem hodowli bylo zaszczepienie pojedynczych kolonii, uzyskanych po
posiewie redukcyjnym, do 10 ml ptynnej pozywki. Hodowle zaszczepionych drozdzy
prowadzono przez 48 godz. w 30 °C. Namnozong hodowlg drozdzy nastepnie
odmtadzano poprzez przeniesienie jej do 100 ml swiezej pozywki SD-URA z 2%
rafinozg. Wyjsciowe ODgoo wynosito 0,2. Po uptywie doby do hodowli dodawano 20%
galaktoze, tak aby jej koncowe stgzenie stanowilo 2%. Kazdy z etapow powyzszej
hodowli drozdzy w ptynnej pozywce byt przeprowadzany w 30°C w wytrzgsarce
rotacyjnej Incubator Shaker Series G-25 (New Brunshwick Scientific) przy ustalonych
parametrach — 220 obrotéw/minute.

Dla drozdzy szczepu dzikiego (BY4742) do hodowli na podtozu statym wykorzystano
pozywke YPD, a hodowle prowadzono przez 48 godz. w 30 °C. Hodowla tych drozdzy
przeznaczona na izolacj¢ frakcji mikrosomalnej zostala przeprowadzona zgodnie
Z procedura opisang powyzej, jedynym wyjatkiem byto zastosowanie pozywki SD-URA

z dodatkiem 2% glukozy, przy zastosowaniu, ktorej hodowle prowadzi si¢ przez 24 godz.

3.16. Analiza acylolipidow w tkankach wegetatywnych oraz generatywnych
Camelina sativa
3.16.1. Ekstrakcja lipidow z wybranych tkanek roslinnych

Do ekstrakeji lipidow pobierano 200 mg $wiezej masy lisci zardwno tych hodowanych
w warunkach in vivo (na podtozu hodowlanym), jak i w warunkach in vitro (w kulturach
ptynnych). W przypadku nasion, do pojedynczej analizy pobierano wszystkie nasiona

znajdujace si¢ w tuszczynie, ktorych ilos¢ doktadnie liczono. Materiat do analizy nasion
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zbierano na ich 11-tu r6znych etapach rozwojowych: 6, 10, 17, 21, 24, 26, 31, 35, 38, 41
DAF, oraz gdy nasiona osiggaly dojrzatos¢. Kazda z analiz przeprowadzano
W przynajmniej trzech powtdrzeniach biologicznych.

Ekstrakcja lipidow zostata przeprowadzona przy wykorzystaniu zmodyfikowanej
metody Bligh i Dyer (1959). Swiezy, zwazony materiat rosliny w postaci lisci lub nasion
umieszczano w szklanym homogenizatorze, do ktérego kolejno dodawano 3,75 ml
mieszaniny chloroform:metanol (1:2; v:v) oraz 1,25 ml 0,15 M kwasu octowego.
Nastepnie tkanki znajdujace si¢ w homogenizatorze bardzo doktadnie ucierano.
Po uzyskaniu jednorodnej mieszaniny, utarty materiat przenoszono do 15 ml szklanych
probowek, a pozostalosci znajdujace si¢ w homogenizatorze przemywano 1,25 ml
chloroformu oraz 1,25 ml HO, ktore ostatecznie rowniez przenoszono do probowek
Z utartym materiatem. Uzyskane mieszaniny dokladnie mieszano przy uzyciu wytrzasarki
typu ,,Vortex”, a nastepnie wirowano przez 3 minuty przy predkosci 1000 x g. W efekcie
uzyskiwano dwie klarowne warstwy: gorng — metanolowo-wodng oraz dolng
cholroformowa, zawierajaca wyekstrahowane lipidy. Dolne warstwy przenoszono przy
pomocy pipet Pasteura do nowych szklanych probéwek, a nast¢pnie uzyskane ekstrakty
chloroformowe odparowywano pod strumieniem azotu w tazni piaskowej z ustalong
temperaturg 37 °C. Osady, powstate po odparowywaniu, rozpuszczano w znanej objetosci
chloroformu (1 ml), a nastepnie ich alikwoty pobierano do okreslenia catkowitej
zawartosci acylolipidow lub o0znaczenia zawartosci i sktadu klas lipidow znajdujgcych
si¢ w tych ekstraktach. Ekstrakty chloroformowe byly wykorzystywane bezposrednio po
ekstrakcji lub byty przechowywane w -20 °C do czasu dalszych analiz.

3.16.2. Oznaczenie calkowitej zawartosci acylolipidéw w badanym materiale

Do oznaczenia catkowitej zawarto$ci acylolipidow pobierano 10% objetosci
ekstraktow chloroformowych uzyskanych po ekstrakeji lipidow z tkanek roslinnych
zarowno lisci, jak inasion. Ekstrakty poddawano procesowi transmetylacji, czyli
przeksztatcenia kwasow tluszczowych w ich estry metylowe, czyli zwiazki o wiekszej
lotnos$ci umozliwiajac w ten sposob dalszg analize zawarto$¢ acylolipidéw przy pomocy

chromatografii gazowej (3.16.4).
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3.16.3. Chromatografia cienkowarstwowa
Metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC; ang. thin layer chromatography)

byla wykorzystywana w celu okreslenia zawartos$ci, a takze sktadu poszczegdlnych klas

lipidow obecnych w badanym ekstrakcie roslinnym, do rozdzialu mieszanin
poreakcyjnych otrzymanych po testach enzymatycznych in vitro oraz do okre$lenia
zawartosci PC w ekstraktach z izolatow mikrosomalnych.

W pierwszej kolejnosci chloroform, w ktorym byly rozpuszczone badane ekstrakty,
odparowywano do sucha pod strumieniem azotu w tazni piaskowej 0 temperaturze 37 °C.
Powstate osady rozpuszczano w 50 ul chloroformu, a nastgpnie nanoszono na ptytki
szklane pokryte zelem krzemionkowym (TLC Silica Gel 60) o wymiarach 10 x 20 cm lub
20 x 20 cm. Ptytki krzemionkowe stanowigce faze stacjonarng wraz z naniesionymi
ekstraktami oraz standardami umieszczano w uktadzie rozwijajacym znajdujacym si¢
w komorze chromatograficzne, ktory stanowit faze ruchoma. Sktad uktadu rozwijajacego
zalezatl od tego, ktore z klas lipidow mialy zosta¢ rozdzielone. Jako faze ruchoma
wykorzystywano dwa uktady:

e uktad polarny: chloroform: metanol: kwas octowy: woda (90:15:10:2,5; v:viviv) —
wykorzystywany do rozdziatlu lipidow polarnych obecnych w tkankach
wegetatywnych oraz nasionach, do okreslenie zawarto$ci fosfatydylocholiny
w wyizolowanych frakcjach mikrosomalnych (3.17.1/2) oraz rozdzialu mieszanin
poreakcyjnych (3.17.4/5.);

e uklad obojetny: heksan: eter dietylowy: kwas octowy (70:30:1;v:v:v) — stosowany do
rozdziatu lipidéw obojetnych obecnych w nasionach.

Po zakonczeniu rozdziatu, ptytki suszono pod wyciggiem w temperaturze pokojowej,
a nastepnic wywolywano poprzez krotka ekspozycje w oparach jodu (l2), ktory
odwracalnie wigze si¢ z wigzaniami podwdjnymi obecnymi w grupach acylowych
lipidow lub poprzez spryskanie 0,05% roztworem prymuliny i ekspozycj¢ w $wietle UV,
ktéra pozwala na detekcje klas lipidow o matej zawartosci. Plytki, na ktérych rozdzielano
mieszaniny poreakcyjne, po doktadnym wysuszeniu umieszczano w autoradiografie
pozwalajacym na wizualizacje produktéw reakcji oraz umozliwiajagcym okreslenie
radioaktywnos$ci powstatych produktéw. Identyfikacje poszczegdlnych klas lipidow
przeprowadzano zawsze poprzez poroéwnanie lokalizacji rozdzielnych zwiazkéw
do lokalizacji naniesionych standardow. W celu przeprowadzenia dalszej ilosciowe;j
analizy rozdzielonych klas lipidow, zidentyfikowane klasy lipidow spryskiwano woda,

a nastgpniec wraz z zelem Kkrzemionkowym zdrapywano do osobnych proboéwek

88



metylacyjnych i zalewano metanolem suszonym, w celu zwigzania pozostalosci wody
w zelu. Nadmiar metanolu odparowywano do sucha pod strumieniem azotu w tazni
piaskowej o temperaturze 37 °C, a zdrapany zel poddawano procesowi transmetylacji
i analizie przy wykorzystaniu chromatografii gazoweyj.

3.16.4. Chromatografia gazowa

Odparowane do sucha pod strumieniem azotu w tazni piaskowej (37 °C) alikwoty
ekstraktow chloroformowych przeznaczonych do okreslenia calkowitej zawarto$ci
acylolipidow oraz zdrapany zel krzemionkowy zawierajacy poszczegodlne klasy lipidow
zalewano 2 ml mieszaniny metylacyjnej w celu przeprowadzenia procesu transmetylacji.
Badane proby inkubowano przez 40 minut w termoblok Digital HeatBlock (VWR)
w 90 °C. Po ostygnigciu prob, do kazdej z nich kolejno dodawano: 50 — 100 nmol
wewnetrznego standardu — kwasu heptadekanowego (17:0-Me), 3 ml heksanu o wysokiej
czystosci (,,do analizy na GC”) oraz 2 ml H>O. Uzyskane mieszaniny doktadnie
wytrzasano 0raz wirowano przez 3 minuty przy predkosci 1000 x g. Po wirowaniu
uzyskiwano dwie warstwy: gorng — heksanowg (zawierajaca estry metylowe kwasow
tluszczowych) oraz dolng — metanolowo-wodng. Do dalszych analiz, przy pomocy
szklanych pipet Pateura zbierano warstwe heksanowa, ktdrg nastepnie odparowywano
do sucha w tazni piaskowej z ustawiong temperaturg 37 °C pod strumieniem azotu.
Uzyskane osady rozpuszczano w 40 lub 100 ul heksanu do chromatografii gazowej
(w zalezno$ci od przypuszczalnej ilosci estrow metylowych w danym ekstrakcie)
I przenoszono do insertow — specjalnych probowek do analizy na chromatografie
gazowym. Tak przygotowane proby poddawano analizie przy pomocy chromatografu
gazowego GC-2010 (Shimmadzu) wyposazonego w detektor ptomieniowo-jonizacyjny
z kolumng 60 m x 0,25 mm CP-WAX 58-CB (AgilentTechnologies).

Do analizy wynikow uzywano programu GCsolution Analysis 2.31.00 (LabSolutions),
ktéry pozwala na identyfikacje poszczegolnych estrow metylowych kwasoéw
thuszczowych na podstawie czasow retencji ich wzorcow. IloSciowa zawarto$é
poszczegdlnych zwigzkow odbywa si¢ automatycznie przez powyzej wspominany
program, ktdry poroéwnuje powierzchni¢ pola pikéw badanych estrow metylowych
kwasow ttuszczowych do powierzchni dodanego do prob standardu wewngtrznego

0 znanej zawartosci.
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3.16.5. Ciecie wyekstrahowanej fosfatydyloetanoloaminy fosfolipaza A»

W celu sprawdzenia jakie kwasy tluszczowe wystgpuja w pozycji sn-1 oraz sn-2
szkieletu glicerolowego fosfatydyloetanoloaminy niezbedne bylo przeprowadzenie
reakcji cigcia przez fosfolipaze Az, ktora katalizuje reakcj¢ odcinania grup acylowych
obecnych w pozycji sn-2. Do przeprowadzenia tej reakcji wykorzystano ekstrakty
chloroformowe otrzymane po ekstrakcji lipidow z liSci hodowanych w warunkach in vivo,
ktore kolejno rozdzielono przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej w uktadzie
polarnym (3.16.3). Fragmenty krzemionki zidentyfikowane na podstawie wzorca jako
obszary zelu zawierajace fosfatydyloetanoloamine, zdrapano, zalano 3,75 ml mieszaniny
chloroform:metanol (1:2;v:v) i poddano procesowi sonifikacji w tazni ultradzwickowe;j
MT1800-E (Branson Instruments Company). Po uplywie 15 minut, proby wirowano
przez 3 minuty przy predkosci 1000 x g 1 calo$¢ znad Zelu przenoszono do nowych
probowek, do ktorych kolejno dodawano 1,25 ml 0,15 M kwasu octowego, 1,25 ml
chloroformu oraz 1,25 ml H>O. Tak przygotowane mieszaniny ponownie wirowano
(3 min, 1000 x g). W efekcie otrzymywano dwie frakcje: metanolowo-wodng (gorng)
oraz chloroformowa, zawierajacag wyekstrahowang fosfatydyloetanoloaming (dolng),
ktorg przenoszono do nowych probek i odparowywano do sucha pod strumieniem azotu
w tazni piaskowej o temperaturze 37 °C.

Przed przystapieniem do gléwniej czesci reakcji enzymatycznej, uzyskane osady
rozpuszczano w 500 ul eteru dietylowego i bardzo doktadnie mieszano na wytrzgsarce
typu ,,Vortex”. Kolejno do proboéwki dodawano 1 ml buforu Tris-HCI (pH 8,9) z 5 mM
CaCl, oraz 3 U fosfolipazy A> z jadu pszczoly, a nastepnie calg zawarto$é
przedmuchiwano azotem. Wszystkie odczynniki razem doktadnie mieszano na mieszadle
magnetycznym, bez grzania, przez godzing. Po uptywie tego czasu reakcje zatrzymywano
poprzez dodanie 20 ul lodowatego kwasu octowego, a w celu wyizolowania jedynie
frakcji lipidowych zawierajacych wolne kwasy thuszczowe oraz
lizofosfatydyloetanoloaming, powstatych w  wyniku aktywnosci fosfolipazy,
zastosowano metode ekstrakcji Bligh i Dyer (1959), opisang w punkcie 3.16.1.
Otrzymane po ekstrakcji frakcje chloroformowe rozdzielono przy uzyciu metody
chromatografii cienkowarstwowej i zastosowaniu uktadu polarnego (zgodnie z punktem
3.16.3). Rozdzielone frakcje lipidowe, uwidaczniano na ptytce poprzez spryskanie woda,
nastepnie zdrapywano i poddawano transmetylacji w celu przeprowadzenia dalszej

analizy przy pomocy chromatografii gazowej (tak jak opisano w punkcie 3.16.4).
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3.17. Reakcje enzymatyczne in vitro

3.17.1. l1zolacja frakcji mikrosomalnej z tkanek Camelina sativa

Do izolacji frakcji mikrosomalnej wykorzystywano material roslinny pochodzacy
z lisci hodowanych w warunkach in vivo oraz lisci i korzeni hodowanych w warunkach
in vitro. Izolacje frakcji mikrosomalnej z nasion C. sativa wykonano dla trzech
wyznaczonych stadiow rozwojowych, w obrebie ktérych odnotowano najwigksze zmiany
w akumulacji i sktadzie acylolipidow: stadium | — nasiona 17-19 DAF, stadium Il —
nasiona 24-26 DAF oraz stadium Il — nasiona 31-34 DAF. W zalezno$ci od stanu
rozwojowego nasion zbierano po okoto 300-400 nasion, z ktorych odseparowywano
jedynie zarodki do dalszych badan. Wszystkie etapy ponizej opisanej procedury
wykonywano w chtodni, w celu zminimalizowania mozliwego dziatania enzymow
proteolitycznych.

Tkanki roslinne umieszczano w szklanym homogenizatorze, a nast¢pnie doktadnie
ucierano z dodatkiem buforu do homogenizacji tkanek ro$linnych, ktory zawieral
w swoim sktadzie: bufor fosforanowy (0,1 M; pH 7,2), sacharoze (0,33 M), katalazg
(1000 U/cm?®) oraz BSA (1 mg/ml). Po utarciu i uzyskaniu jednorodnej mieszaniny,
w celu pozbycia si¢ pozostatych nieroztartych tkanek, homogenaty przesaczano przez
dwie warstwy gazy Miracloth do probéwek wirowkowych i poddawano wirowaniu przez
12 minut z predkoscig 20000 x g w ultrawiréwce Beckman L-70 (Beckman). W wyniku
tego wirowania oddzielano supernatant, wykorzystywany na dalszych etapach izolacji,
od osadu w postaci nieroztartych tkanek, jader komérkowych, $cian komorkowych,
plastydow oraz mitochondriéw. Uzyskane po wirowaniu supernatanty ponownie
przesaczano przez gaze¢ Miracloth do nowych probowek i1 poddawano procesowi
wirowania przez 90 minut z predkoscig 100000 x g. Powstate po wirowaniu osady,
zawierajace frakcje mikrosomalne, przemywano buforem fosforanowym (0,1 M; pH 7,2),
a nastepnie doktadnie rozcierano w tym samym buforze i przechowywano w -80 °C do
czasu dalszych analiz.

W celu okreslenia zageszczenia wyizolowanych frakcji mikrosomalnych, przed
zamrozeniem pobierano ich alikwoty (50 ul). Nastgpnie przeprowadzano badania
dotyczace zawartosci puli fosfatydylocholiny w  wyizolowanych frakcjach
mikrosomalnych.  Zawartos¢  fosfatydylocholiny byla wyznaczana  poprzez
przeprowadzenie ekstrakcji lipidow z izolatow, a nastgpnie wykorzystanie technik
chromatografii cienkowarstwowej oraz chromatografii gazowej, tak jak opisano

w punkcie 3.16.4.
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3.17.2. 1zolacja frakcji mikrosomalnej z Saccharomyces cerevisiae

Izolacje frakcji mikrosomalnych z badanych linii drozdzy przeprowadzano, podobnie
jak w przypadku izolacji tej frakcji z tkanek roslinnych, w chtodni, aby zapobiec
ewentualnej degradacji biatek. Do izolacji wykorzystywano 100 ml hodowli ptynnych,
do ktorych uprzednio zostata dodana galaktoza, niezb¢dna do indukcji ekspresji badanych
genoéw znajdujacych si¢ na wektorach.

Procedurg izolacji frakcji mikrosomalnych rozpoczynano od oddzielenia osadu
drozdzowego od pozywki poprzez wirowanie hodowli przez 10 minut przy predkosci
1000 x g. Nastepnie otrzymamy pelet w postaci komodrek drozdzy oczyszczano z resztek
pozywki poprzez dwukrotne ptukanie w dH20 i kazdorazowe wirowanie (10 min, 1000
X g). Oczyszczone osady drozdzowe zawieszano w niewielkiej ilosci (okoto 1 ml) buforu
do homogenizacji drozdzy z dodatkiem inhibitoréw proteaz, a nastepnie przenoszono do
2 ml zakrecanych probowek typu Eppendorf zawierajacych 1 ml szklanych kulek
0 srednicy 0,45 —0,5 mm. Probowki wraz z gotowymi mieszaninami poddawano cyklowi
wytrzasan skladajacego si¢ z 10-krotnego wytrzasania przez 30 sekund przerywanego
30 sekundowymi odstepami oraz 5 minutowg przerwg z inkubacjg na lodzie po 5-ciu
seriach. Do wytrzgsania wykorzystywano Mini Bead Beater-8 (Biospec Product).
Uzyskane rozbite komoérki drozdzowe przenoszono do 50 ml probowek typu Falcon,
uzupehiano buforem do homogenizacji drozdzy do objetosci 20 ml i wirowano przez
10 minut przy predkosci 1000 x g. Uzyskane supernatanty przesgczano przez gazg
Miracloth do probowek wirdéwkowych, ktore kolejno poddawano dwugodzinnemu
wirowaniu przy predkosci 100000 x g w ultrawirowce Beckman L-70 (Beckman). Osady
powstale po wirowaniu, zawierajacy frakcje mikrosomalne, przemywano buforem
fosforanowym (0,1 M; pH 7,2), a nastgpnic zawieszano go w niewielkiej iloSci tego
buforu.

Przed zamrozeniem izolatow w -80 °C i przechowywaniem ich w tej temperaturze do
czasu dalszych analiz, pobierano ich alikwoty w celu okreslenia zawartosci
fosfatydylocholiny. Stezenie fosfatydylocholiny w homogenatach byto okres$lane poprzez
wykonanie kolejno: ekstrakcji lipidow metoda Bligh i Dyer, rozdziatu lipidow frakcji
chloroformowych przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej (uktad polarny) oraz
pomiarze zawartoSci kwasow thuszczowych w wyizolowanym PC poprzez analize

na chromatografie gazowym (zgodnie z procedura opisang w rozdziale 3.16.4).
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3.17.3. Synteza  [**C]Jacylo-CoA/acylo-CoA  wykorzystywanych do  reakcji
enzymatycznych

Acylo-CoA, wykorzystane jako jeden z egzogennych substratow w reakcjach in vitro,
syntetyzowano dla potrzeb niniejszej pracy wedlug zmodyfikowanej procedury opisanej
przez Sanchez i in. (1973).

Procedura syntezy rozpoczynala si¢ od odparowania do sucha pod strumieniem azotu
w tazni piaskowej o temperaturze 37 °C rozpuszczalnika, w ktorym rozpuszczone byto
5umol pozadanego, znakowanego weglem *C kwasu thluszczowego/kwasu
tluszczowego. W celu doktadnego pozbycia si¢ ewentualnych resztek wody, ktorych
obecnos¢ moze doprowadzi¢ do niepowstania bezwodnika kwasu thuszczowego, ktory
jest gtownym produktem posrednim syntezy, do probowki dwukrotnie dodawano 100 ul
benzenu, ktory nastgpnie odparowywano. Kwas ttuszczowy znajdujacy si¢ w probdéwce
doktadnie rozpuszczano w 500 ul dichlorometanu, dodawano 6 ul etyloaminy, doktadnie
mieszano, przedmuchiwano azotem, anastepnie inkubowano przez 30 minut
w temperaturze pokojowej. Po inkubacji, do mieszaniny dodawano 4 ul
chloromréwczanu etylu 1 rozpoczynano kolejng dwugodzinng inkubacje w temperaturze
pokojowej, bez dostepu do $wiatta. Po zakonczeniu inkubacji caty rozpuszczalnik
odparowywano w strumieniu azotu, a powstaly osad rozpuszczano w 1,5 ml
tetrahydrofuranu przy pomocy jednominutowej sonifikacji. Mieszaning wirowano przez
4 minuty z predkoscig 1000 x g. Powstaly supernatant przenoszono do nowych probowek,
natomiast osad ponownie poddawano sonifikacji w obecnosci 1 ml terahydorfuranu,
wirowano, anastgpnie supernatant przenoszono do probowki z supernatantem
uzyskanym podczas poprzedniego wirowania. Zebrane supernatanty odparowywano do
sucha pod strumieniem azotu. Otrzymany osad rozpuszczano w 300 ul tetrahydrofurnu,
do ktérego dodawano 1 ml schlodzonego 0,1 M KHCO3 zawierajacego uprzednio
rozpuszczone 20 mg koenzymu A. Przygotowany roztwor inkubowano przez 90 minut
na mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowej. Po uptywie okreslonego czasu,
pod strumieniem azotu odparowywano tetrohydrofuran i powoli, kroplami dodawano
2 M kwas solny, az do zobojetnienia roztworu, ktory byl obserwowalny poprzez
powstanie zmetnienia i wytrgcanie precypitatu, ktorym byl syntetyzowany [**Clacylo-
CoAl/acylo-CoA. W celu otrzymania klarownego, oczyszczonego osadu, mieszaning
wirowano (4 min, 1000 x @), a osad ptukano dwukrotnie w 1 ml 0,1 M HCI oraz
dwukrotnie w 2 ml eteru dietylowego. Pozostatosci lotnych odczynnikéw usuwano

poprzez odpipetowanie oraz odparowanie resztek pod strumieniem azotu. Ostatecznie
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uzyskany osad rozpuszczano w dH.0. Tak przygotowany [“*CJacylo-CoA/acylo-CoA
przechowywano w -80 °C, a rozmrazano jedynie na czas przygotowania mieszanin
reakcyjny do testow enzymatycznych, trzymajac go na lodzie.

Do okreslenia stezenia Syntetyzowanego [**Clacylo-CoA/acylo-CoA zaraz po
syntezie pobierano jego alikwoty, ktore kolejno poddawano transmetylacji oraz analizie
na chromatografie gazowym. W celu okreslenia radioaktywnos$ci syntetyzowanego
zwiazku ([**Clacylo-CoA), jego alikwoty byly pobierane do analiz wykonanych przy
pomocy licznika scyntylacyjnego Beckman LS6000TA (Beckaman).

3.17.4. Warunki reakcji enzymatycznych in vitro typu ‘forward’ — do przodu

W zaleznosci od reakcji enzymatycznych in vitro jako zrédlo badanych enzymow
wykorzystywano frakcje mikrosomalne wyizolowane z tkanek wegetatywnych (lisci
i korzeni) oraz nasion zebranych na trzech réznych stadiach rozwojowych, a takze z linii
drozdzy posiadajacych wektory wraz ze sklonowanymi sekwencjami kodujgcymi
poszczeg6lne warianty CsSLPEAT1 oraz CSLPEAT?2.

W pierwszej kolejnosci wykonany zostat test weryfikujacy jakie lizofosfolipidy
(akceptory grup acylowych) moga by¢ utylizowane przez enzymy znajdujace si¢
w wyizolowanych frakcjach mikrosomalnych. W tym celu do 1,5 ml probowek typu
Eppendorf odpowiednio dodawano 5 nmol egzogennego, rozpuszczonego
w chloroformie lizolipidu: sn-1-18:1-LPA, sn-1-18:1-LPC, sn-1-18:1-LPE, sn-1-18:1-
LPI lub sn-1-18:1-LPS. Do potwierdzenia aktywnos$ci LPEAT kodowanej przez
sklonowane sekwencje obecne w systemie drozdzowym wykorzystywano jedynie 5 nmol
sn-1-18:1-LPE. Po odczekaniu az chloroform odparuje, pozostaly osad doktadnie
rozpuszczano w okreslonej ilosci 0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,2 (tak, aby jego
wyjsciowe stezenie w mieszaninie reakcyjnej wynosito 40 mM). Do probowek kolejno
dodawano takg ilos¢ dH20, aby ostatecznie obj¢tos¢ mieszaniny stanowita 100 ul, oraz
5nmol egzogennego donora grup acylowych - [*C]18:1-CoA. Calo$¢ intensywnie
wytrzgsano, a nastgpnie rozpoczynano reakcj¢ enzymatyczng poprzez dodanie alikwotow
frakcji mikrosomalnych otrzymanych odpowiednio z danego stadium rozwojowego
nasion lub tkanek wegetatywnych, badz drozdzy (do tego testu wykorzystano alikwoty
frakcji mikrosomalnych zawierajace 1 nmol mikrosomalnego PC). Gotowe probki
inkubowano przez okreslony czas i w okreslonej temperaturze w termomikserze Compact

5350 (Eppendorf) z wytrzasaniem 1250 obrotow/minute. Po uptywie okreslonego czasu
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reakcje byly zatrzymywane poprzez dodanie kolejno: 3,75 ml mieszaniny chloroform:
metanol (1:2; v:v), 1,25 ml 0,15 M kwasu octowego oraz 1,25 ml chloroformu.
Po doktadnym wymieszaniu uzyskane mieszaniny poddawano wirowaniu (2 min,
10000 xg) w celu uzyskania dwoch warstw. Warstwy dolne, chloroformowe
przenoszono do szklanych probowek. Nastepnie uzyskane ekstrakty rozdzielano przy
pomocy chromatografii cienkowarstwowej z zastosowaniem polarnego uktadu
rozwijajacego (3.16.3). Rozdzielone klasy lipidow wizualizowano, identyfikowano na
podstawie wykorzystanych wzorcéw znakowanych weglem *C i okreslano ich ilo$é¢ przy
pomocy autoradiografu (Instant Imager; Packard Instruments Co.).

Wyniki powyzszego eksperymentu pozwolily wskazaé jakie acylotransferazy typu
acylo-CoA:lizofosfolipid sa obecne w analizowanych tkankach C. sativa, oraz ktore
Znich wykazuja na tyle wysoka aktywnos$¢, aby bylo mozliwe ich doktadniejsze
zbadanie. Na podstawie uzyskanych wynikow dalsze badania prowadzone zostaty dla
enzymow typu LPCAT, LPEAT oraz LPAAT.

|. Optymalizacja parametrow reakcji enzymatycznej prowadzonej przez enzymy
LPLAT obecne w nasionach Camelina sativa
Przed rozpoczeciem docelowych badan okreslajacych specyficzno$¢ substratowg
badanych acylotransferaz obecnych w nasionach C. sativa, wzgledem r6znych donoréw
grup acylowych przeprowadzona zostal optymalizacja parametréw reakcji in vitro.
Sprawdzono jak na aktywnos$¢ tych enzymow kolejno wptywajg takie czynniki jak:
e ilos¢ fakcji mikrosomalnej; testy przeprowadzono dla alikwotow tej frakcji
zawierajacych; 0,1; 0,2; 0,5 oraz 1 nmol mikrosomalnego PC;
e czas reakcji; badany w zakresie 10 — 60 minut
e temperatura; badana w zakresie 10 — 60 °C
e pH irodzaj buforu; w testach wykorzystano 0,1 M bufory o pH w zakresie 5,5
—12,0:
*  bufor fosforanowy (pH 5,5 — 8,0),
*  bufor Tris-HCI (pH 8,0 — 10,0),
*  bufor NaHCO3-NaOH (pH 10,0 — 11,0),
*  bufor NazHPO4-NaOH (pH 11,0 — 12,0)
e obecnos¢ jonow; testowano wptyw potasu (KCI), magnezu (MgCly) i wapnia

(CaCl,); odpowiednie stgzenia tych jonow przygotowywano w 0,1 M buforze
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HEPES o pH 7,2; tak aby ich koncowe stezenia w $rodowisku reakcji
wynosity odpowiednio dla jonow dwuwartosciowych: 0,05; 0,25; 0,5 oraz
2 mM, a dla jonéw jednowartosciowych: 0,5; 1 oraz 2 mM.

Do reakcji optymalizacji wykorzystywano 5 nmol odpowiedniego, egzogennego
lizofosfolipidu: sn-1-18:1-LPA, sn-1-18:1-LPC lub sn-1-18:1-LPE, jako akceptora grup
acylowych oraz [**C]18:1-CoA, jako donora tych grup. W testach wykorzystywano
frakcje mikrosomalne wyizolowana z nasion C. sativa z Il stadium rozwojowego.
Reakcje przeprowadzano, zatrzymywano oraz jej wyniki analizowano zgodnie
z procedurg opisang w poprzednim podrozdziale.

W badaniach wplywu optymalizowanych czynnikow (przeprowadzanych
W kolejnosci  wymienione] powyzej) uwzgledniano wyniki optymalizacji  juz
przeprowadzonych. Wyjatek stanowit rodzaj i pH buforu; we wszystkich testach,
Z wyjatkiem optymalizacji tego parametru, wykorzystywany byt 0,1 M bufor
fosforanowy o pH 7,2, ktory rowniez uprzednio zostal wykorzystany podczas izolacji
frakcji mikrosomalnej oraz jego wartos¢ pH jest zblizona do pH wystepujacego

w srodowisku naturalnym badanych enzymow.

Il. Okreslenie zdolnosci do acylacji pozycji sSn-1 oraz sn-2 przez enzymy
0 aktywnosci LPCAT obecne w nasionach Camelina sativa

Dla enzymoéw typu LPCAT przeprowadzona zostala analiza specyficznosci do
acylacji pozycji sn-1 badz sn-2. W tym celu do reakcji jako akceptory grup acylowych
wykorzystano eterowe analogi 18:1-LPC w postaci sn-1-18:1-O-GPC, bedacego
odpowiednikiem sn-1-18:1-LPC oraz sn-2-18:1-O-GPC bedacego odpowiednikiem sn-2-
18:1-LPC. Oprécz odpowiedniego eterowego analogu LPC (w ilosci 5 nmol/test),
mieszaniny reakcyjne zawieraty: 0,1 M bufor fosforanowy o pH 7,2 (koncowa objetosé
mieszanin wynosita 100 ul), 5nmol [**C]18:1-CoA oraz alikwoty frakcji
mikrosomalnych uzyskane z nasion z II stadium rozwojowego, zawierajace 0,2 nmol
mikrosomalnego PC. Reakcje prowadzano przez 30 minut w 30 °C. Pozostate etapy

procedury przeprowadzano zgodnie z opisem znajdujacym si¢ powyze;.
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I11. Okreslenie wplywu preinkubacji frakcji mikrosomalnej na aktywnos¢ enzymow
LPCAT obecnych w nasionach Camelina sativa

W celu okreslenia stabilno$ci enzymoéw typu LPCAT, przed rozpoczgciem
wlasciwych testow enzymatycznych probowki zawierajace frakcje mikrosomalne
z nasion C. sativa z Il stadium rozwojowego, inkubowano przez 0, 5, 15, 20 oraz 60 minut
w temperaturze 30 °C. Nastepnie po uptywnie wyznaczonego czasu preinkubacji,
alikwoty tych frakcji zawierajace 0,2 nmol mikrosomalnego PC dodawano do mieszanin
reakcyjnych. Mieszaniny te zawieraty po 5 nmol sn-1-18:1-LPC i 5 nmol [**C]18:1-CoA
rozpuszczonych w 0,1 M bufor fosforanowy o pH 7,2 (koncowa objetos¢ mieszanin
po dodaniu frakcji mikrosomalnych wynosita 100 ul). Reakcje prowadzano w 30 °C przez
okres 30 minut. Dalszg cze¢s¢ analizy prowadzano zgodnie z procedurg opisang w na

poczatku podrozdziatu.

IV. Optymalizacja parametrow reakcji enzymatycznej przeprowadzanej przez
enzymy o aktywnosci LPEAT obecne w lisciach Camelina sativa hodowanej
w doniczkach na podlozu hodowlanym
Przed przeprowadzeniem testow okreslajacych aktywnos$¢ oraz specyficzno$¢
substratowg enzymow LPEAT obecnych w tkankach wegetatywnych, sprawdzono czy
parametry reakcji enzymatycznej wyznaczone dla LPEATOw obecnych w nasionach
mogg by¢ wykorzystane w tych testach. W tym celu sprawdzono jak na aktywno$¢
enzymoéw LPEAT obecnych w lisciach z hodowli in vivo wptywac bedzie:
e ilos¢ frakcji mikrosomalnej; testy przeprowadzono dla alikwotdéw tej frakeji
zawierajacych: 0,1; 0,2; 0,5; 1 oraz 1,5 nmol mikrosomalnego PC;
e czas reakcji; badany w zakresie 10 — 120 minut;
e pHirodzaj buforu; w testach wykorzystywano 0,1 M bufory o pH w zakresie
55-11,0:
o bufor fosforanowy (pH 5,5 — 8,0),
o bufor Tris-HCI (pH 8,0 — 10,0),
o bufor NaHCO3-NaOH (pH 10,0 — 11,0).
W testach jako akceptor kwasow tluszczowych wykorzystywano egzogenng sn-1-
18:1-LPE (5 nmol/test) oraz jako donor kwaséw thuszczowych [**C]18:1-CoA
(5 nmol/test). Rekcje byly prowadzone w 30 °C, a temperatura nie byla parametrem

poddawanym optymalizacji, poniewaz W dalszych badaniach specyficzno$¢ substratowa
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enzymow LPEAT byta sprawdzana wzglgdem jej réznych wartosci. Kolejne etapy reakcji
enzymatycznej prowadzano zgodnie opisem umieszczonym powyzej, a wyniki kazdej

z reakcji optymalizacji uwzgledniano w kolejno nastepujacych po sobie testach.

V. Okreslenie aktywnosci oraz specyficznoSci substratowej enzymow LPLAT
obecnych w tkankach Camelina sativa

Testy preferencji badanych enzymow typu LPLAT wzgledem r6znych donorow grup
acylowych zostaly przeprowadzone dla wszystkich trzech stadiow rozwojowych nasion
C. sativa oraz dla lisci hodowanych w warunkach in vivo oraz in vitro. Do analizy
wykorzystano 10 réznych znakowanych weglem *C czasteczek acylo-CoA:
[1-14C]10:0-CoA, [1-*C]12:0-CoA, [1-C]14:0-CoA, [1-'*C]16:0-CoA, [1-'*C]18:0-
CoA, [1-}*C]18:1-CoA, [1-'*C]18:2-CoA, [1-'*C]18:3-CoA, [1-'*C]20:1-CoA oraz
[1-14C]22:1-CoA. Do reakcji dodawano odpowiednio, w zalezno$ci od badanego enzymu,
5 nmol egzogennego: sn-1-18:1-LPA, sn-1-18:1-LPC lub sn-1-18:1-LPE oraz 5 nmol
testowanego [**Clacylo-CoA. Do wszystkich mieszanin reakcyjnych dodawano 0,1 M
bufor fosforanowy o pH 7,2 (jego koncowe st¢zenie wynosito 40 mM) oraz odpowiednig
ilos¢ dH.O, tak aby koncowa objeto$¢ mieszanin reakcyjnych wynosita 100 ul.
Mieszaniny reakcyjne zawieraly rowniez alikwoty testowanych frakcji mikrosomalnych
zawierajace 0,2 nmol mikrosomalnego PC w przypadku testow analizujacych enzymy
typu LPCAT Ilub 0,5 nmol mikrosomalnego PC w przypadku testow analizujgcych
enzymy typu LPEAT oraz LPAAT. Reakcje prowadzono w temperaturze 30 °C przez 30
minut dla enzymow o aktywno$ci LPCAT i LPAAT oraz przez 60 minut dla enzymow
LPEAT. Pozostale etapy analizy przeprowadzano zgodnie z procedurg opisang powyzej.

W przypadku analiz zalezno$ci aktywnosci enzymow LPEAT od temperatury
(w zakresie 10-40 °C) wykorzystanych zostalo pie¢ réznych [*4Clacylo-CoA:
[1-14C]16:0-CoA, [1-1C]18:0-CoA, [1-!C]18:1-CoA, [1-!%C]18:2-CoA, [1-1%C]18:3-
CoA oraz frakcje mikrosomalne wyizolowane z 1l stadium rozwojowego nasion, z lisci
z hodowli in vivo, z lisci z hodowli in vitro oraz z korzeni z hodowli in vitro roslin
C. sativa. Pozostate parametry reakcji byty takie same jak dla reakcji LPEAT opisanych

powyzej.
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VI. Testy ,,selektywnosci” wykazywanej przez enzymy LPLAT obecne w tkankach
Camelina sativa

Do przeprowadzenia testow selektywnosci wykorzystywano pigc réznych acylo-CoA
wzgledem, ktorych badane enzymy wykazywaly najwyzsza aktywnos¢ tj.: 16:0-CoA,
18:0-CoA, 18:1-CoA, 18:2-CoA, 18:3-CoA. Do reakcji przygotowywano mieszaniny
sktadajaca si¢ z 1 nmol kazdego z powyzszych donorow, przy czym zawsze tylko jeden
z nich byt znakowany weglem *4C. Eksperymenty przeprowadzano w dwéch wariantach:
bez dodatku BSA, tak jak we wszystkich poprzednich testach enzymatycznych oraz
z dodatkiem do kazdej reakcji 0,2 mg BSA. Dodatek BSA miat na celu zastgpienie nim
w reakcjach in vitro biatka wigzacego acylo-CoA (ACBP, ang. acyl-CoA binding protein)
wystepujgcego naturalnie w tkankach roslinnych i utworzenie warunkoéw reakcji jak
najbardziej zblizonych do warunkéw in vivo. Do przeprowadzenia reakcji zastosowano
parametry optymalne dla kazdego z testowanych enzymow, a dalsza procedura zostata

wykonana zgodnie z opisem znajdujgcym si¢ na poczatku podrozdziatu.

VII. Optymalizacja parametréw reakcji enzymatycznej przeprowadzanej przez
izoenzymy CsLPEAT wprowadzone do systemu drozdzowego

Po potwierdzeniu aktywno$¢ typu LPEAT przez biatka kodowane przez sklonowane
sekwencje genowe, kolejnym etapem analiz byto okreslenie optymalnych parametrow
reakcji enzymatycznej przeprowadzanej przez te biatka. W tym celu sprawdzono jak na
aktywnos$¢ badanych enzymow wptywa:

e ilo$¢ frakcji mikrosomalnej; testy przeprowadzano dla alikwotow
zawierajacych od 0,5 do 3,5 nmol mikrosomalnego PC;
e czas reakcji; badany w zakresie 15 — 120 minut.

Temperatura reakcji nie byla optymalizowana na tym etapie badan, poniewaz byta
jednym z parametréw testowanych w badaniach specyficznosci i aktywnos$¢ izoenzymow
CsLPEAT. Do wszystkich reakcji wykorzystywano 0,1 M bufor fosforanowy o pH 7,2,
tak aby stworzy¢ warunki reakcji zblizone do Srodowiska naturalnego tych enzymow
obecnych w komorkach roslinnych. Jako egzogenne substraty do reakcji optymalizacji
wykorzystywano 5 nmol sn-1-18:1-LPE oraz 5 nmol [1-1*C]18:1-CoA. Reakcje
prowadzono w 30 °C. Pozostate etapy procedury przeprowadzano tak samo jak dla

enzymow obecnych w tkankach roslinnych.
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VIII. Okreslenie aktywnos$ci oraz specyficzno$ci substratowej izoenzymow
CsLPLAT wprowadzonych do systemu drozdzowego

Do przeprowadzenia charakterystyki biochemicznej izoenzymow CSLPEAT kolejno
wykonano szereg testow enzymatycznych. W kazdej z reakcji stosowano parametry
ustalone podczas optymalizacji, ktore byly charakterystyczne dla kazdego z badanych
wariantow izoenzymow. W testach, w ktorych nie badano wptywu temperatury, reakcje
byty prowadzone w 30 °C.

W pierwszej kolejnosci okreslano aktywnosci kazdego z izoenzyméw CSLPEAT
wzgledem pieciu réznych [**Clacylo-CoA ([1-'*C]16:0-CoA, [1-'%C]18:0-CoA,
[1-14C]18:1-CoA, [1-1%C]18:2-CoA, [1-1*C]18:3-CoA) w zalezno$ci od temperatury
(10°C, 20 °C, 30 °C oraz 40°C). Nastepnie okreslono preferencje tych enzymow
wzgledem grup acylowych posiadajacych ponizej 16 oraz powyzej 20 atomow wegla
w czasteczce ([1-14C]10:0-CoA, [1-14C]12:0-CoA, [1-1*C]14:0-CoA, [1-}4C]20:0-CoA
[1-14C]20:1-CoA oraz [1-}*C]22:1-CoA). Do obu powyzej opisanych rodzajow testow
jako akceptor kwasow thuszczowych wykorzystywano sn-1-18:1-LPE (5 nmol/test).
W tych testach wykorzystywano rowniez po 5 nmol badanych donorow kwasow
tluszczowych — wymienionych powyzej acylo-CoA. W kolejnych testach okreslano
specyficznos$¢ substratowg badanych enzyméw wzgledem innych (niz wykorzystywane
w testach opisanych powyzej) rodzajow LPE tj.. sn-1-16:0-LPE oraz sn-1-18:2-LPE
(kazdy — 5 nmol/test). Jako donory grup acylowych w tych reakcjach wykorzystywano
pie¢ roznych [**C]acylo-CoA tj.: [1-14C]16:0-CoA, [1-1%C]18:0-CoA, [1-1*C]18:1-CoA,
[1-14C]18:2-CoA, [1-1%C]18:3-CoA (kazdy po 5 nmol/test — dodawany w kombinacji
z jednym z testowanych LPE). Wszystkie inne parametry testow byty takie jak ustalono
wczeéniej dla kazdego z izoenzymow CSLPEAT. Pozostate etapy reakcji przeprowadzane

byt zgodnie z procedurg opisang na poczatku podrozdziatu.

3.17.5. Warunki reakcji enzymatycznych in vitro typu ,,backward — do tylu”
Badania aktywnosci i specyficznosci substratowej w reakcjach typu backward zostaty
przeprowadzone dla enzymow LPLAT obecnych w badanych tkankach roslinnych,
a wigc do testow wykorzystano frakcje mikrosomalne otrzymane z lisci z warunkéw in
vivo oraz in vitro, a takze z trzech stadiow rozwojowych nasion. Do probowek
reakcyjnych kolejno dodawano po 1 mg BSA oraz po 0,2 umol koenzymu A. Roztwory

wodne obu odczynnikéw byty przygotowywane wezesniej, a do probowek reakcyjnych
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dodawano ich alikwoty zawierajace wskazane powyzej ich ilo$ci. Nastepnie do probowek
dodawano po 10 nmol jednego z [**Clacylo-CoA: [1-1*C]16:0-CoA, [1-14C]18:1-CoA,
[1-14C]18:2-CoA lub [1-1%C]18:3-CoA. Jedynie w przypadku testow ,selektywnosci”
dodawana byta mieszanina 18:1-CoA, 18:2-CoA oraz 18:3-CoA, sposrdod ktorych tylko
jeden byt znakowany weglem **C. Do tego rodzaju reakcji enzymatycznych dodawano
po 3 nmol kazdego z acylo-CoA. Nastepnie do potowy przygotowanych prob dodawano
po 0,5 pmol DTNB (kwas 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoesowy) rozpuszczonego w 40 ul
0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,2, a do drugiej potowy tak samo przygotowanych
prob dodawano takg samg objetosci samego buforu. Tak przygotowane mieszaniny
reakcyjne byty kolejno uzupetniane H>O, tak aby ich koncowa objetos¢ (po dodaniu
frakcji mikrosomalnych) wynosita 100 ul. Reakcje rozpoczynano poprzez dodanie
alikwotow frakcji mikrosomalnych zawierajacych 5 nmol mikrosomalnego PC. Probowki
wraz z calg mieszaning reakcyjng umieszczano na 60 minut w termomikserze
Thermomixer Compact 5350 (Eppendorf) z ustawionym wytrzgsaniem na 1250
obrotow/minutg oraz temperaturg 30 °C. Po uptywie wskazanego czasu inkubacji reakcje
zatrzymywano, uzyskane frakcje chloroformowe rozdzielano w uktadzie polarnym przy
pomocy chromatografii cienkowarstwowej, a wyniki analizowano korzystajac
z autoradiografu (Instant Imager; Packard Instruments Co.). Dokladna procedura
zatrzymywania reakcji enzymatycznych oraz dalszych etapow analizy zostata opisana
w rozdziale 3.14.4 i jest taka sama, jak dla reakcji typu forward.

Aktywnos¢ reakcji backward katalizowanych przez enzymy LPLAT byta obliczana
poprzez odjecie ilosci zsyntetyzowanych produktow w reakcjach z dodatkiem DTNB
(hamujgcego reakcje do tylu przeprowadzang przez enzymy LPLAT, poprzez
kowalencyjne wigzanie i wychwytywanie koenzymu A) od ilosci de novo
zsyntetyzowanych [**C]PL w reakcjach bez dodatku DTNB. Doktadny opis oraz schemat
sposobu obliczania intensywnos$ci reakcji typu backward przeprowadzanych przez
enzymy typu LPLAT oraz pozostate reakcje wptywajace na remodelowanie fosfolipidow,
a takze czas wymiany grup acylowych opisany zostat w rozdziale zawierajacym wyniki

tego typu doswiadczen.
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3.18. Analiza statystyczna

Wyniki doswiadczen przedstawiono jako wartosci Srednie wraz z odchyleniami
standardowymi (SD).

Do okreslenia istotnosci réznic pomiedzy wynikami uzyskanymi dla dwoch
niezaleznych grup wykorzystano test t-Studenta. Natomiast do oznaczenia statystycznych
réznic dla wynikéw zaleznych grup przeprowadzono jednoczynnikowa analize¢ wariancji
ANOVA, anastegpnie zastosowano test Tukey. Analizg statystyczng przeprowadzono
przy wykorzystaniu programu Exel (Microsoft).
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4. WYNIKI

4.1. Analiza zawarto$ci oraz skladu acylolipidow w roznych tkankach Camelina
sativa

4.1.1. Calkowita zawartosci acylolipidow w nasionach Camelina sativa na réznych
etapach ich rozwoju oraz sklad kwasow thuszczowych obecnych w tych lipidach

Badania dotyczace analizy catkowitej zawarto$ci acylolipidow oraz iloSci
poszczegbdlnych kwasdéw tluszczowych wystepujacych w tych lipidach obecnych
w nasionach C. sativa rozpocz¢to od nasion zebranych 6 dni po rozpoczeciu kwitnigcia
(6 DAF) i kontynuowano w odstepach 3-5 dniowych do 41 DAF. Dodatkowo analizie
poddano dojrzate nasiona zebrane 60 DAF. Wyniki otrzymanych badan zostaty
przedstawione na Rys. 9, gdzie calkowita zawarto$¢ okreslona zostala jako 1los¢ nmol
kwasow tluszczowych w przeliczeniu na jedno nasiono, natomiast zawarto$¢
poszczegbdlnych kwasow thuszczowych jest wyrazona jako %mol wszystkich kwasow
thuszczowych obecnych w acylolipidach nasion w danym dniu analizy. Szczegdétowa
analiza pigciu, wybranych stadidw rozwojowych zostat juz doktadnie opisana w ramach
mojej pracy magisterskiej. Jednakze, ze wzgledu na przeprowadzenie poprawnej analizy
1 interpretacji dalszych wynikéw niezbgdnym bylo zamieszczenie tych danych,
rozszerzonych o 7 dodatkowych stadiow rozwojowych nasion C. sativa.

Akumulacja acylolipidow w pierwszych dwoch badanych punktach rozwoju
nasion okazata si¢ by¢ znikoma i wynosita odpowiednio dla materiatu zebranego
w 6 DAF oraz w 10 DAF ponizej 1% oraz 3% ostatecznej zawartosci lipidow obecnych
W dojrzatych nasionach. Migdzy 10 i 17 DAF, zawarto$¢ lipidow w nasionach wzrosta
do okoto 16% koncowej zawartosci. Wzmozony etap akumulacji acylolipidow
rozpoczynat si¢ od 17 DAF, gdzie w przeciggu czterech kolejnych dni zawarto$¢
acylolipidow wzrosta az do 50% ich wartosci koncowej. W analizach przeprowadzonych
31 DAF ich ilo$¢ stanowila za§ 93% ostatecznej zawartosci w dojrzatych nasionach.
Po 31 dniu od rozpoczgcia kwitnienia proces akumulacji lipidéw znaczaco spowolnit lub
by¢ moze juz nie nastepowal, jako ze zawarto$¢ acylolipidow w nasionach poddanych
analizom pomigdzy 31, a 60-tym DAF oscylowata w granicach ostatecznej ich zawartos$ci
w dojrzatych nasionach, czyli okoto 1400 nmol KT/nasiono (Rys. 9).

Analiza sktadu kwasow ttuszczowych obecnych w acylolipidach nasion C. sativa
na roznych etapach ich rozwojowych wykazata wystegpowanie az 13 réznych kwasow

thuszczowych. Obecno$¢ wylacznie kwasow: palmitynowego (16:0), stearynowego
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(18:0), linolowego (18:2) oraz linolenowego (18:3) odnotowano dla nasion zabranych
w 6 DAF. W 10 DAF dodatkowo wykrywany byt kwas oleinowy (18:1). Pozostale ze
wzmiankowanych 13 kwasow tluszczowych wykrywane byty dopiero od 14 lub 17 DAF.
Szes¢ z nich, nalezacych do bardzo dlugotancuchowych kwaséw ttuszczowych (20:0,
20:2, 20:3, 22:0, 24:0 oraz 24:1) wystepowalo w niewielkich ilosciach, w zwigzku z tym
byly one zsumowywane i okreslane jako pula ,,inne”. Doktadna zawarto$¢ tych kwasow
tluszczowych oraz wszystkich pozostatych, ktore wykryto w nasionach C. sativa zostata
przedstawiona w Tabeli Al oraz A2 znajdujacych si¢ w aneksie niniejszej pracy.
Dominujagcymi kwasami tluszczowymi acylolipidow analizowanych nasion
na praktycznie wszystkich etapach ich rozwoju, z wyjatkiem 6 DAF, byly kwasy:
linolowy (18:2) oraz linolenowy (18:3), nalezagce do puli kwaséw PUFA. Wraz
Zrozwojem nasiona wzgledna zawarto$¢ kwasu linolowego malata z okolo 44%
odnotowanych w 10 DAF do okoto 18% w nasionach dojrzatych. Odwrotng tendencje
obserwowano dla kwasu linolenowego, ktorego ilos¢ znaczaco wzrastata z poczatkowych
10% do 37% na ostatnich etapach ich rozwoju. Jednonienasycone kwasy ttuszczowe takie
jak kwas oleinowy oraz kwas gondolowy (20:1) stanowity druga dominujaca pule
kwasow tluszczowych na przestrzeni wszystkich analizowanych etapow rozwoju nasion
(poczawszy od 10/14 DAF). Najwicksza wzgledng zawarto§¢ kwasu oleinowego
odnotowano w 14 DAF, gdzie stanowit on 25% wszystkich kwasow ttuszczowych,
natomiast do etapu dojrzatych nasion jego zawarto$¢ zmniejszyta si¢ o potowe. Detekcja
kwasu gondolowego mozliwa byta dopiero od 14 DAF. W dalszych etapach rozwoju
nasion jego zawarto$¢ stopniowo wzrastata, stanowigc ostatecznie 13% kwasow
thuszczowych acylolipidow dojrzatych nasion. Gléwnym kwasem nasyconym obecnym
w nasionach C. sativa byt kwas palmitynowy, ktorego zawarto$¢ w pierwszych etapach
rozwoju byla znaczaca 1 wynosita nawet do 38% kwasow obecnych w nasionach
zebranych w 6 DAF. Wraz z rozwojem nasion jego wzgledna ilo$¢ zmniejszyta si¢ do
7,5% w dojrzatych nasionach. Dla kwasu stearynowego réwniez odnotowano tendencje
spadkowa. Jego poczatkowa wzgledna zawarto$¢ stanowigca 22% zmalata do ponizej 3%
wszystkich kwasow tluszczowych obecnych w dojrzatych nasionach. Kwas erukowy
(22:1) mozliwy byl do wykrycia dopiero po 17 DAF, a jego zawarto$¢ na zadnym
Z badanych etapow nie przekraczata 3%. W przypadku kwaséw ttuszczowych obecnych
W puli ,,inne” ich detekcja byta mozliwa od 14 DAF. Wzgledna zawarto$¢ tych kwasow

ostatecznie w dojrzatych nasionach stanowila 7% wszystkich kwaséw ttuszczowych.
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Rys. 9. Catkowita zawartos$¢ lipidow (przedstawianych, jako suma nmol KT/nasiono; wykres stupkowy) oraz wzgledna zawarto$¢ poszczegdlnych
. kwasow tluszczowych (opisana jako %mol; wykres liniowy) w nasionach C. sativa w r6znych etapach ich rozwoju. Wyniki zostaty przedstawione
& jako wartosci érednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3). DAF — days after flowering (ang.) — dni po kwitnieniu, KT - kwasy tluszczowe.



4.1.2. Wzgledna zawarto$¢ poszczegélnych klas lipidow w nasionach Camelina sativa
na roznych etapach ich rozwoju

Szczegotowa analiza dotyczaca zawartosci poszczegoélnych klas lipidow oraz
sktadu ich kwasoéw tluszczowych zostala przeprowadzona dla pigciu stadiow
rozwojowych, pomigdzy ktérymi odnotowano najwigksze réznice w zmianie catkowitej
zawartosci acylolipidow. W zwigzku z tym do analizy wykorzystano nasiona zebrane
w 10, 17, 24 oraz 31 dniu od rozpoczgcia kwitnienia, a takze nasiona dojrzate. Ponizej
przedstawione wyniki zostaty juz uprzednio opisane w ramach mojej pracy magisterskiej,
jednakze sg one niezbgdne do wiasciwego przedstawienia dalszych danych i zrozumienia
petnego kontekstu pracy.

Wyniki dotyczace procentowego udzialu poszczegdlnych klas lipidow zostaly
przedstawione w Tabeli 7 jako % sumy wszystkich lipidow nasion, a doktadnie % sumy
catkowitej zawartosci kwasow thuszczowych obecnych w acylolipidach nasion badanach
na ich r6znych etapach rozwoju. Dominujacg klasg lipidow obecng w badanych nasionach
byty triacyloglicerole, z wyjatkiem pierwszego etapu rozwoju. W tym etapie (10 DAF)
wzgledna zawarto$¢ puli TAG byta nieco mniejsza niz lipidow polarnych i stanowita 42%
sumy wszystkich lipidow. Wraz z rozwojem nasion zawarto$¢ TAG stopniowo wzrastata,
osiggajac ostatecznie prawie 93% catkowitej zawartosci lipidow obecnych w dojrzatych
nasionach. Zawarto$¢ lipidow polarnych byta stosunkowo wysoka we wczesnych
stadiach rozwoju nasion, gdzie w 10 DAF wynosita 45% wszystkich lipidow, jednakze
podczas ksztattowania si¢ nasion jej wzgledna zawarto$¢ znaczgco zmalata, stanowiac
ostatecznie jedynie okolo 3,7% lipidéow dojrzalych nasion. Wzgledna ilos¢ puli
diacylogliceroli wahata si¢ od 2,1% do 0,6% pomiedzy 10 DAF, a stadium dojrzatych
nasion. Wzgledna zawarto§¢ wolnych kwaséw thuszczowych (FA) zmniejszyta sie¢
Z poczatkowej ilosci okoto 8% odnotowanej w 101 17 DAF do 1,4% wszystkich kwasow
tluszczowych obecnych w lipidach dojrzatych nasionach. Pula estrow steroli (SE) nie
ulegla znaczacym zmianom w zakresie procentowego udzialu w puli acylolipidow
nasion, a jej zawarto$¢ wahala si¢ w granicach 1,3-1,8%, bez wyraznych tendencji. Klasa
lipidow o najnizszej zawartosci bylty monoacyloglicerole, ktorych wzgledna zawarto$¢
oscylowata w granicach 0,2-0,3% wszystkich lipidow, z wyjatkiem 10 DAF, gdzie ich

zawarto$¢ wynosita 1%.
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Tabela 7. Zawartos¢ poszczegolnych klas lipidow w nasionach C. sativa w réznych
etapach ich rozwoju. Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci $rednie wraz
z odchyleniem standardowym (n > 3). DAG - diacyloglicerole, DAF — days after
flowering (ang.) — dni po kwitnieniu, SE — estry steroli, FA — kwasy tluszczowe,
MAG — monoacyloglicerole, TAG — triacyloglicerole.

Etap % sumy wszystkich lipidow nasion
rozwoju Lipidy
; MA DA FA TA E
nasion polarne G G G >
42,1+

10 DAF 45,5+12,8 1,0£0,1 2,1£09 7,5+£2,0 132 1,8+£0,5
17 DAF 143+£1,3 0,2+0,01 1,1+0,3 80+22 754+£36 1,0£0,2
24 DAF 6,4+0,1 0,3+0,01 1,0+0,2 45+£03 86,0+0,1 18+0,4
31 DAF 3,6+£0,6 0,2+0,1 0,7+0,1 42+0,7 89,7+18 1,6+x04
Dojrzale 3,7£0,6 0,3+£0,05 0,6+0,3 ,4£09 92,7+1,9 1,3+0,2

4.1.3. Sklad kwasow thuszczowych obecnych w dominujacych klasach lipidow nasion
Camelina sativa na réznych etapach ich rozwoju

Ponizej szczegotowo zostat opisanych sktad kwasow tlhuszczowych dwoch
dominujacych klas lipidow: triacylogliceroli oraz lipidow polarnych, ktérych wyniki
przedstawiono réwniez w Tabeli 8. Dane dotyczace kompozycji pozostatych klas
lipidéw, nie sa rozwazane w dalszej czesci badan, a ich doktadna charakterystyka zostata
juz wczesniej opisana w mojej pracy magisterskiej. Jednakze, do wgladu dostepna jest
wzgledna zawarto$¢ kwasow tluszczowych w tych klasach lipidow i znajduje si¢ ona
w Aneksie, w Tabeli A4.

Analiza sktadu kwasow tluszczowych obecnych w puli triacylogliceroli, ktére
stanowity dominujgca klase lipidow podczas rozwoju nasion C. sativa wykazata
obecno$¢ trzynastu réznych kwasow tluszczowych. Odnotowane zmiany wzglednej
zawartosci poszczegdlnych kwasow tluszczowych w TAG odzwierciedlaty zmiany
wczesniej zaobserwowane dla tych zwigzkéw w catkowitej puli kwasow tluszczowych
obecnych w acylolipidach nasion. W pierwszym terminie analizy (10 DAF) wykryto
obecnos¢ tylko pigciu z kwaséw thuszczowych (16:0, 18:0, 18:1, 18:2 oraz 18:3), sposrod
ktorych dominujacymi kwasami byly: oleinowy, linolowy oraz palmitynowy, stanowiace
kolejno 34,4%, 31,3% oraz 24% wszystkich kwaséw tluszczowych obecnych w TAG
W tym stadium rozwojowym. Na przestrzeni rozwoju nasion ich zawarto$¢ stopniowo

zmniejszala si¢  osiggajac  ostatecznie okolo 14,5%, 18,9% oraz 7,7%
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w triacyloglicerolach dojrzalych nasion. Odwrotng tendencj¢ odnotowano dla kwasu
linolenowego, ktorego zawarto$¢ z poczatkowych 3,4% (10 DAF) istotnie wzrosta az do
30,2% wszystkich kwasow thuszczowych obecnych w TAG dojrzatych nasion. Wzgledna
zawarto$¢ kwasu stearynowego byta najwyzsza w triacyloglicerolach nasion z 17 DAF
(9,4%), podczas gdy w pozostatych stadiach rozwojowych plasowata si¢ w zakresie
4,4-6,9%. Detekcja dhlugotancuchowych kwaséw thuszczowych w puli TAG byta mozliwa
dopiero od 17 DAF. Dominujgcym dlugotancuchowym kwasem thuszczowym byt kwas
gondolowy (20:1), ktorego zawarto$¢ stopniowo wzrastala osiggajac maksimum 20,1%
w TAG nasion z 31 DAF, po czym jego wzgledna zawarto§¢ w dojrzatych nasionach
spadata do okoto 15,7% wszystkich kwasoéw tluszczowych. Podobna tendencje
odnotowano rowniez dla kwasu erukowego oraz puli ,,inne”, gdzie ich zawartos¢
poczatkowo wzrastata do 31 DAF osiagajac odpowiednio 4,3% oraz 7,2%, a nast¢pnie
spadata do 3,4% oraz 6% kwasow tluszczowych obecnych w TAG dojrzatych nasion
(Tabela 8). Do puli ,,inne” zostaty przypisane takie kwasy ttuszczowe, ktorych zawartos¢
wynosita ponizej 3,5% (20:0, 20:2, 20:3, 22:0, 24:0 oraz 24:1). Doktadna wzglgdna
zawarto$¢ kazdego z tych kwasow tluszczowych zostala przedstawiona w Tabeli A3
znajdujacej si¢ w Aneksie.

Druga wyrézniajaca sie pod wzgledem zawartosci klasg lipidow bytly lipidy
polarne. W ich sktadzie wykryto obecno$é tylko szesciu kwasow thuszczowych. Byly to
kwasy: palmitynowy, stearynowy, oleinowy, linolowy, linolenowy oraz gondolowy
bedacy jedynym przedstawicielem bardzo dlugotancuchowych kwaséw tluszczowych
w tej puli lipidow (Tabela 8). W pierwszym analizowanym stadium rozwoju nasion
(10 DAF) dominujgcym kwasem tluszczowym lipidow polarnych byt kwas linolowy,
ktérego wzgledna zawarto$¢ wynosita 46,8%. Wraz z rozwojem nasion ilo$¢
ta sukcesywnie malala, osiagajac ostatecznie 18,9% w dojrzatych nasionach. Drugim
Z dominujacych kwasoéw thuszczowych lipidow polarnych na wczesnym etapie rozwoju
nasion byt kwas palmitynowy. Jego wzgledna zawarto$¢ minimalnie wzrosta z 22,9% do
24,3% pomiedzy 10, a 24 DAF, a nast¢pnie wraz z rozwojem nasion ilo$¢ ta zmniejszyta
si¢ do 17,3% w dojrzatych nasionach. Podobng tendencje odnotowano dla kwasu
linolenowego. Jego wzgledna zawarto$¢ zwigkszyta si¢, jednak znacznie gwattowniej,
potrajajac swoja procentowa zawarto$¢ (z okoto 15% do okoto 45%) w okresie migdzy
10, a31 DAF. Kolejno, pomigdzy 31 DAF, a pelna dojrzatos$cia nasion wzglgedna
zawarto$¢ 18:3 w puli kwasow tluszczowych lipidow polarnych zmniejszyta si¢ do

25,7%. Dla kwasu oleinowego zaobserwowano odwrotny trend. Miedzy 10, a 31 DAF

108



jego zawarto$¢ zmniejszyta si¢ z 11,5 do 7,4%. Natomiast pula lipidéw polarnych obecna
w dojrzatych nasionach zawierata ponad trzy razy wigcej tego kwasu w stosunku do
poprzedniego stadium (okoto 22,7%). Wzgledna zawarto$¢ kwasu stearynowego
oscylowata w stosunkowo statym zakresie od 2,3% do maksymalnie 5,5%. Réwniez
zawarto$¢ kwasu gondolowego byla stabilna i oscylowata w granicach 2,1-4,2%.

Detekcja tego kwasu thuszczowego w lipidach polarnych mozliwa byla dopiero
po 17 DAF (Tabela 8).

Tabela 8. Zawarto$¢ kwasow thuszczowych w wybranych klasach lipidow nasion
C. sativa na réznych etapach ich rozwoju. Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci
srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3). DAF — days after flowering (ang.) —
dni po kwitnieniu.

TRIACYLOGLICEROLE

% mol
Etap °

rozwoju nasion 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:1 22:1 Inne

10 DAF 24,0822 69409 344419 313433  34%17 - - -

17 DAF 14,4504 9,4+02 29,8431 252421 7,209 9,132  1,2+0,7  3,8+0,9
24 DAF 12,0£0,9  6,1£0,2 19,0+1,9 20,3403 152+14  183+02  3,2+0,5  6,040,5
31 DAF 10,7£1,3  4,4+0,5 13,2+0,6 16,6404 23,4435  20,1:0,6  4,3+0,03  7,2+02
Dojrzale 7,7+0,7  3,7+0,6 14,513 18,9+19 30,2426 157428  34+13 6,019

LIPIDY POLARNE

Etap %mol
rozwoju nasion 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:1
10 DAF 229+4,6 3,8+0,1 11,5+0,2 46,8 +2,3 15,0+£2,2 -
17 DAF 19,4 £3,5 3,9+ 1,1 123+1,2 355+2,1 26,6 £ 1,9 23405
24 DAF 243+£24 43+02 82+1,5 25,7+0,7 34,404 3,1+0,03
31 DAF 17,5+0,3 2,3+0,04 7,4+0,1 25,6 +0,4 45,1 0,7 2,1+£0,1
Dojrzale 17,3+£0,8 5,5+0,1 227+1,4 246+1,1 257+3,7 42402
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4.1.4. Zmiana calkowitej zawartos¢ lipidow polarnych oraz zawartosci PC, PE i PA
podczas rozwoju nasion Camelina sativa oraz wzgledna zawartosci kwasow
tluszczowych w analizowanych fosfolipidach

Pomimo spadku wzglednej zawartosci lipidow polarnych w nasionach C. sativa
podczas ich rozwoju (Tabela 7), bezwzgledna zawarto$¢ tych lipidow wzrosta prawie
czterokrotnie migdzy 10 DAF, a 24 DAF. W dalszym rozwoju nasion tj. pomig¢dzy
24 DAF, a 31 DAF zaobserwowano okoto 18-nasto procentowy spadek tej zawartosci,
a dalej utrzymywanie si¢ takiej zawartosci juz do konca rozwoju nasion i osiggniecia
przez nie dojrzatosci (Rys. 10).

Analizie poddano rowniez zawartos¢ 1 sklad reprezentantow klas fosfolipidow,
bedacych gtownymi produktami enzymdéw LPLAT, obiektow badan prowadzonych
W ramach niniejszej pracy. W badaniach uwzgledniono profil lipidowy
fosfatydylocholiny, fosfatydyloetanoloaminy oraz kwasu fosfatydowego na przestrzeni
pigciu badanych stadidw rozwoju nasion.

Fosfatydylocholina byta dominujagcym fosfolipidem w puli lipidéw polarnych.
Jej wzgledna zawarto$¢ dla kazdego badanego etapu rozwoju nasion byla podobna
i stanowila okoto 53% wszystkich lipidow polarnych (Rys. 10). Podstawowym kwasem
thuszczowym wykrywanym w puli PC, byt kwas linolowy, ktorego wzgledna zawartos¢
wraz z rozwojem nasion stopniowo zmniejszyla si¢; z 51% (10 DAF) do 31% (nasiona
dojrzate). Drugim dominujagcym kwasem tluszczowym wystepujacym w puli PC
dojrzatych nasion byt kwas oleinowy, ktory stanowit 29,4%. We wczesniejszych stadiach
rozwojowych jego ilo$¢ oscylowala w granicach 15-17% (10-24 DAF) z wyjatkiem
stadium 31 DAF, gdzie odnotowano gwaltowny spadek wzglednej zawartosci tego kwasu
thuszczowego do poziomu 8%. Dla tego samego punktu rozwoju nasion (31 DAF)
odnotowano intensywny wzrost w akumulacji kwasu linolenowego w puli PC, ktorego
zawarto$¢ z poczatkowych 10% wzrosta do okoto 40%. Wzgledna zawarto$¢ 18:3
ostatecznie zmniejszyta si¢ do 16% kwasow tluszczowych obecnych w puli PC
dojrzatych nasion. Oba kwasy nasycone (16:0 1 18:0) charakteryzowaty si¢ stosunkowo
stabilng wzgledng zawarto$cig plasujacg si¢ w granicach 15-20% oraz 2-4% odpowiednio
dla kwasu palmitynowego oraz kwasu stearynowego. Detekcja kwasu gondolowego
w puli PC mozliwa byta dopiero po 17 DAF, a jego wzgledna zawarto$¢ nie przekraczata
5% (Rys.11a). Powyzej opisane tendencje zmian wzglednej zawartosci kwasow
tluszczowych, obecnych w puli fosfatydylocholiny, byly poréwnywalne do tendencji

zmian w sktadzie kwasoéw tluszczowych odnotowanych dla catej puli lipidow polarnych.
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Drugim z  fosfolipiddw o  wyr6zniajacej si¢  zawartoSci  byla
fosfatydyloetanoloamina, ktéra wykazata analogiczng tendencj¢ w zmianach zawartosci,
jak powyzej opisana pula PC oraz catkowita pula lipidow polarnych. Ilos¢ kwasow
thuszczowych w puli PE stopniowo wzrastata pomiedzy 10, a 24 DAF od okoto 4 do
13 nmol/nasiono. Po tym czasie odnotowany zostal pewien spadek tej zawartosci
(do okoto 10 nmol). Podczas catego okresu rozwoju nasion pula PE stanowita okoto
20-25% wszystkich lipidow polarnych (Rys. 10). W puli PE podobnie, jak w puli PC
odnotowano obecno$¢ szesciu kwasow ttuszczowych. Wzgledna zawarto$¢ nasyconych
kwasow ttuszczowych (16:0 i 18:0) w puli PE, podczas calego okresu rozwoju nasion,
byta dos¢ stabilna i wahala si¢ pomigdzy 27-33% oraz 2-4%, odpowiednio dla kwasu
palmitynowego oraz stearynowego. Zaréwno dla kwasu oleinowego, jak 1 linolowego
zaobserwowano tendencje spadkowe pomigdzy 10, a 31 DAF, odpowiednio w zakresie
od 15 do 6% oraz od 45 do 25%. Po tym czasie, wzgledna zawarto$¢ obu z tych kwasow
wzrastata osiggajac odpowiednio 21% oraz 34% kwasow tluszczowych obecnych w puli
PE dojrzatych nasion. Odwrotny trend odnotowano dla kwasu linolenowego, ktérego
wzgledna zawarto$¢ wzrosta z poczatkowych 5-6% (10-17 DAF), do 32% w 31 DAF.
Nastepnie, zawarto$¢ tego kwasu raptownie spadta do 12% wszystkich kwasow
tluszczowych obecnych w puli PE dojrzatych nasion. Kwas gondolowy (20:1) wykryto
dopiero w puli PE nasion z 24 DAF, a jego wzgledna zawarto§¢ w PE nie przekraczata
W zadnym ze stadidéw rozwojowych nasion 2% (Rys. 11b).

Trzecim 1 ostatnim z fosfolipidow, poddanym analizie, byl kwas fosfatydowy.
We wczesnych stadiach rozwoju nasion (10-17 DAF), zawarto$¢ tego fosfolipidu,
mierzona zawartoscig kwasow tlhuszczowych w nim wystepujacych, byla znikoma
I wynosita zaledwie okoto 0,5 nmol KT. Jego ilos¢ wzrastata wraz z rozwojem nasion
osiggajac ostatecznie 4,4 nmol kwasoéw thuszczowych w nim obecnych, w dojrzalych
nasionach, co stanowito okoto 9% wszystkich lipidow polarnych obecnych w tym
stadium rozwojowym nasion (Rys. 10). Dominujacym kwasem tluszczowym obecnym
w puli PA byt kwas palmitynowy, ktorego wzgledna zawarto$¢ wzrosta z 31% (10 DAF)
do 58% w dojrzalych nasionach. Podobny trend zaobserwowano takze dla drugiego
Z kwasow nasyconych — kwasu stearynowego (wzrost z 18 do 30%). Odwrotna tendencje
odnotowano dla kwasu linolowego, ktorego poczatkowa zawarto$¢ oscylujaca
w granicach 32-36% (migdzy 10, a 24 DAF) znaczaco zmalata do 4,5% kwasow
tluszczowych obecnych w puli PA dojrzatych nasion. Wzgledna zawarto$¢

obu z pozostatych kwasow ttuszczowych wykrytych w PA (18:1 i 18:3) wahata si¢ do
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31 DAF w zakresie 8-11%, a nastepnie spadta do okoto 4-5%. W puli PA nie odnotowano

obecnosci zadnego z bardzo dlugotancuchowych kwasow thuszczowych (Rys. 11c¢).
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Rys. 10. Zmiany calkowitej zawartos¢ lipidow polarnych (wykres shupkowy) oraz
zawartosci trzech wybranych fosfolipidow (wykres liniowy) podczas rozwoju nasion
C. satvia. Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci $rednie wraz odchyleniem
standardowym (n > 3). DAF — days after flowering (ang.) —dni po kwitnieniu, KT - kwasy
tluszczowe. PC - fosfatydylocholina, PE — fosfatydyloetanoloamina, PA — kwas
fosfatydowy.
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Rys. 11. Zawarto$¢ poszczegdlnych kwasow thuszczowych w wybranych fosfolipidach
nasion C. sativa w roznych stadiach ich rozwoju. a - fosfatydylocholina,
b — fosfatydyloetanoloamina, ¢ — kwas fosfatydowy. Wyniki zostaly przedstawione jako
wartosci $rednie wraz odchyleniem standardowym (n > 3). DAF — days after flowering
(ang.) — dni po kwitnieniu.

4.1.5. Zawartosci acylolipidéw w lisciach Camelina sativa oraz sklad kwasow
tluszczowych tych lipidow

Kolejnym rodzajem tkanki roslinnej, dla ktorej przeanalizowano profil lipidowy
byly tkanki wegetatywne lisci C. sativa hodowanej w warunkach in vivo oraz in vitro.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze catkowita zawarto§¢ acylolipidow (mierzona jako ilo$¢
kwasoéw thuszczowych w nich wystgpujacych) znajdujaca si¢ w obu rodzajach lisci
znaczgco si¢ od siebie rozni. Liscie in vivo posiadaty prawie 2,5 razy wigcej acylolipidow
w przeliczeniu na mg suchej masy w porownaniu do lisci in vitro, dla ktorych wartos¢
ta wynosita okoto 50 nmol kwasow thuszczowych/mg suchej masy (Rys. 12).

Analiza skladu kwasow tluszczowych ujawnita, ze w acylolipidach lisci

z warunkow in vivo dominujagcym kwasem tluszczowym byt kwas linolenowy (18:3),
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ktory stanowit ponad 55% wszystkich kwasoéw ttuszczowych obecnych w tych lipidach.
Kolejno, pod wzgledem ilosciowym, w acylolipidach lisci z warunkow in vivo plasowaty
si¢ nastgpujace kwasy thuszczowe: heksadekatrienowy (16:3), palmitynowy (16:0),
linolowy (18:2) oraz oleinowy (18:1), ktorych wzgledne zawarto$ci stanowity
odpowiednio okoto: 17%, 13%, 8% oraz 3%. Zawarto$¢ kazdego z pozostatych,
wystepujacych w acylolipidach badanych lisci, kwaséw thuszczowych tj.: 18:0, 20:3, 24:0
oraz 24:1, nie przekraczata 0,5% calkowitej zawartos$ci kwasow ttuszczowych. Podobnie
jak w acylolipidach lisci z warunkow in vivo, rowniez w acylolipidach liSci z warunkow
in vitro dominujagcym kwasem thuszczowy byl kwas linolenowy, ktérego wzgledna
zawarto$¢ stanowita okoto 48% wszystkich kwasow thuszczowych. Kolejno, co do ilosci
plasowaly sie: kwas linolenowy (18%), kwas palmitynowy (17%), kwas oleinowy (6%),
kwas heksadektrienowy (4%) oraz kwas stearynowy (3%). Bardzo dtugotancuchowe
kwasy ttuszczowe, do puli ktorych nalezaty kwasy: ikozatrienowy (20:3), lignocerynowy
(24:0) oraz nerwonowy (24:1) stanowity niewielkg cz¢$¢ puli kwasow thuszczowych tych

lipidow, podobnie jak w acylolipidach lisci z hodowli in vivo (Rys. 13).
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Rys. 12. Calkowita zawarto$¢ kwasow thuszczowych w acylolipidach lisci C. sativa
z warunkow in vivo (liscie in vivo) oraz in vitro (liscie in vitro). Wyniki zostaty
przedstawione jako wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
Asteryksy oznaczajg istotnos$¢ statystyczng pomigdzy warunkami in vivo, a warunkami
in vitro, ktora zostala wyznaczona przy zastosowaniu testu t-Studenta, gdzie *** -
p <0,001. KT - kwasy tluszczowe.
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Rys. 13. Wzgledna zawarto$¢ poszczegdlnych kwaséw tluszczowych wystepujacych
w puli acylolipidoéw lisci C. sativa hodowanych w warunkach in vivo (liscie in vivo) oraz
in vitro (licie in vitro). Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci $rednie wraz
z odchyleniem standardowym (n > 3). Asteryksy oznaczajg istotno$¢ statystyczng
pomiedzy warunkami in vivo, a warunkami in vitro, ktora zostata wyznaczona przy
zastosowaniu testu t-Studenta, gdzie *** - p <0,001.

4.1.6. Zawartos¢ poszczegolnych Klas lipidow w lisciach Camelina sativa

W celu przeprowadzenia analizy roznych klas lipidow obecnych w ekstraktach
chloroformowych otrzymanych z lisci in vivo oraz in vitro, rozdziat tych ekstraktow
przeprowadzono w  ukfadzie ,polarnym” przy pomocy chromatografii
cienkowarstwowej, adalsza analize¢ przeprowadzono wykorzystujac metode
chromatografii gazowe;j.

Uzyskane dane wykazaty, ze warunki wzrostu znaczgco wptywaty na kompozycje
analizowanych klas lipidow obecnych w lisciach C. sativa. LiScie z warunkoéw in vivo
zawieraly okoto 45% MGDG, po 20% PC oraz DGDG oraz 9% PE. Pula lipidow
obojetnych nie przekraczata 3% wszystkich lipidow obecnych w tych lisciach. Natomiast
wzgledna zawarto$¢ kazdej z pozostatych analizowanych klas lipidow tj.: PI, PS, SQDG,
PG oraz PA oscylowata w granicach 1%. Dla lisci in vitro dominujaca pula lipidow
okazata si¢ by¢ fosfatydylocholina, ktorej zawartos¢ wynosita okoto 41% wszystkich
lipidow. Wzgledna zawarto§¢ MGDG wynosita za§ zaledwie potowe wartosci
odnotowanej dla warunkow in vivo tj. okoto 23%. Kolejng klasg lipidow, o znaczacej
zawarto$ci, obecng w lisciach in vitro byty lipidy obojetne, ktorych zawarto$¢ oscylowata
w granicach 18%. Wzgledna zawarto$¢ puli PE oraz DGDG wynosita odpowiednio

12 oraz 3% wszystkich lipidow. Natomiast zawartos¢ pozostatych klas lipidow, podobnie
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jak w lisciach in vivo, byta bardzo mata i nie przekraczata, w przypadku kazdego z nich,
1% wszystkich acylolipidow (Rys. 14).

Warunki hodowli szczegodlnie wptywaty na zawartos¢ galaktolipidow obecnych
w badanych liSciach. Wzglgdna zawarto$¢ obu przedstawicieli tej grupy acylolipidow —
MGDG oraz DGDG zmniejszyta si¢ pod wptywem hodowli w warunkach in vitro z okoto
65% (wykrytych w lisciach in vivo) do zaledwie 26% wszystkich lipidow. Rowniez
znaczace zmiany odnotowano w zawartosci gtownego z fosfolipidow wystepujacego
W membranach ro$linnych (z wyjatkiem plastydow). W tym przypadku wzgledna
zawarto$¢ puli PC zwigkszyla si¢ o okoto 20% w puli acylolipidow lisci z hodowli in
vitro, w poréwnaniu do tej wystepujacej w lisciach z warunkow in vivo (odpowiednio
zawarto$¢ tej puli wynosita 40 oraz 20%). Zawartos¢ PE, drugiego dominujgcego
fosfolipidu rowniez wzrosta; o okoto 3%. Znaczacy wzrost wzglednej zawartosci
w lisciach z warunkéw in vitro, o okoto 15%, odnotowano takze dla puli lipidow

obojetnych (Rys. 14).
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Rys. 14. Zawarto$¢ poszczeg6lnych klas lipidow w lisciach roslin C. sativa hodowanych
w warunkach in vivo (liscie in vivo) oraz in vitro (liscie in vitro). Wyniki zostaty
przedstawione jako wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
Asteryksy oznaczajg istotno$¢ statystyczng pomiedzy warunkami in vivo, a warunkami in
vitro, ktora zostata wyznaczona przy zastosowaniu testu t-Studenta, gdzie * - p < 0,05;
**-p<0,01; ***-p<0,001.
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4.1.7. Sklad kwasow tluszczowych obecnych w poszczegolnych klasach lipidow liSci
Camelina sativa hodowanej w warunkach in vivo oraz in vitro

Sktad prawie kazdej z analizowanych klas lipidow charakteryzowat si¢
obecnoscig kwasow: palmitynowego (16:0), linolowego (18:2) oraz linolenowego (18:3).
Ponadto wigkszo$¢ z nich zawierata rowniez kwas stearynowy (18:0), ktory nie byt
obecny jedynie w galaktolipidach. Ta pula lipidow zawierata natomiast jako jedyna,
znaczace ilosci kwasu heksadekatrienowego (16:3; jego sladowe ilosci wykryto réwniez
w puli lipidow obojetnych). Cz¢s¢ z ponizej opisanych klas lipidéw zawierata rowniez
kwasy tluszczowe takie jak: 20:1, 20:2, 20:3, 22:0, 24:0 oraz 24:1. Ich ilo$¢, w wiekszosci
z tych klas stanowita jednak tylko niewielka grupe kwasow tluszczowych w nich
obecnych. Jednakze w przypadku puli fosfatydyloseryny oraz lipidow obojetnych ich
los¢ wynosita powyzej 10%. Dla wszystkich z analizowanych klas lipidow, wzgledna
zawarto$¢ bardzo dlugotancuchowych kwaséw tluszczowych zostala sumowana
I przedstawiona jako ,,inne” (Tabela 9), a doktadna zawarto$¢ kazdego z nich zostata
podana w tabeli znajdujacej si¢ w Aneksie (Tabela AS).

Nienaleznie od warunkow hodowli, ponad potowe puli kwaséw thuszczowych
fosfatydyloinozytolu stanowity kwasy nienasycone: 16:0 oraz 18:0, ktérych wzgledna
zawarto$¢ wynosita 56,9% 1 19,3% oraz 50,5% 1 16,9% odpowiednio dla lisci roslin
hodowanych in vivo oraz in vitro. Dla kwasow wiclonienasyconych zaobserwowano
wzrost ich wzglednej zawartosci w przypadku lisci z hodowli w warunkach in vitro, gdzie
zawarto$¢ kwasu linolowego zwiekszyla si¢ z 7,7% do 10,5%, a kwasu linolenowego
29,5% do 15,8%. Dla zawarto$ci kwasu oleinowego w puli PI nie odnotowano
znaczacych zmian pod wptywem warunkoéw hodowli, a jego zawarto$¢ oscylowata
w granicach 6,5% (Tabela 9).

Pula fosfatydyloseryny (PS) obecna w lisciach hodowanych w warunkach in vitro
charakteryzowata si¢ nizsza zawarto$cia kwasow nasyconych o okoto 2,2% oraz 5,7%
odpowiednio dla kwasu palmitynowego oraz stearynowego w porownaniu do warunkow
in vivo. Odwrotny trend odnotowano dla zawartosci 18-weglowych kwasow
nienasyconych, ktére odpowiednio stanowity: 5% (18:1), 12,5% (18:2) oraz 15,5%
(18:3), kwasow thuszczowych puli PS lisci z warunkow in vitro. W lisciach z warunkow
in vivo zawarto$¢ tych kwaséw w puli PS (podana w takiej samej kolejnosci) wynosita
odpowiednio: 1,4%, 6,5% oraz 11,5%. Pula PS cechowata si¢ rowniez najwigksza

zawartos$¢ ,,innych” kwaséw tluszczowych (31% w lisciach z warunkéw in vivo oraz
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25,1% w lisciach z hodowli in vitro); (Tabela 9). W sklad grupy tych kwasow
thuszczowych wchodzity: 20:3, 24:0 oraz 24:1 (Aneks; Tabela AS5).

Sulfochinowozylodiacyloglicerol (SQDG) jako jedyny z przedstawicieli
sulfolipidow znajdujacych si¢ w badanych tkankach, cechowat si¢ dominujaca
zawartoscig kwasu palmitynowego (16:0). SQDG obecny w lisciach z warunkow in vitro
zawieral okoto 45% tego kwasu thuszczowego, a obecny w liSciach z warunkow in vivo
okoto 53%. Odwrotnie do zmian w zawartos$ci 16:0, w przypadku kwasu oleinowego
(18:1) odnotowano niewielki wzrost jego zawartosci w SQDG w warunkach in vitro
(z 3,1% do 4,8%). Podobna tendencja dotyczyta rowniez kwasow: linolowego (z 4,5%
do 11,8%), linolenowego (z 19,9% do 22,1%) oraz kwasow tluszczowych ,,innych”
(z3,2% do 5,2%). W przypadku kwasu stearynowego sytuacja byla podobna jak
w przypadku kwasu palmitynowego; jego wzgledna zawartos¢ w SQDG obecnego
w lisciach z warunkow in vitro zmniejszyta si¢ o ponad 5,1% w poréwnaniu do
warunkow in vivo (Tabela 9).

Glownym kwasem thuszczowym obecnym w puli fosfatydylocholiny (PC) lisci
C. sativa byt kwas linolenowy (18:3). Pula PC lisci z warunkéw in vivo zawierata go az
68%, podczas gdy PC lisci z warunkow in vitro 46%. Dla PC lisci z hodowli w warunkach
in vitro odnotowano natomiast znaczgcy wzrost wzglednej zawarto$ci kwasow:
oleinowego oraz linolowego w poréwnaniu do ich zawartosci w PC lisci z warunkow
in vivo, odpowiednio z 0,9 do 9,7% oraz 4,3 do 17,7%. Dla pozostatych z kwasow
thuszczowych obecnych w PC nie odnotowano znaczacych réznic w ich wzglednej
zawarto$ci pomiedzy testowanymi warunkami hodowli (Tabela 9).

Warunki hodowli mialy rowniez wptyw na sktad kwaséw thuszczowych puli
digalaktozylodiacylogliceroli (DGDG) obecnych w lisSciach C. sativa. Wzgledna
zawarto$¢ kwasu oleinowego w DGDG wynosita okoto 12% dla lisci z warunkow in vivo
oraz okoto 9% dla lisci z warunkow in vitro. Spadek wzglednej zawarto$ci w warunkach
in vitro w porownaniu do warunkéw in Vvivo odnotowano réwniez dla kwasu:
heksadekatrienowego (z 5,7 do 4,8%) oraz linolenowego (z 30,8% do 25,4%).
W warunkach in vitro wzrastata za$ wzgledna zawarto$¢ w DGDG kwasu palmitynowego
oraz linolowego w poréwnaniu do warunkow in vivo, odpowiednio o okoto 4% oraz 5,5%
(Tabela 9).

Pula fosfatydyloglicerolu (PG) obecna w liciach z warunkéw in vivo sktadata si¢
tylko z dwoch nasyconych kwasow tluszczowych: kwasu palmitynowego oraz

stearynowego, ktorych zawarto$§¢ wynosita 57,2% oraz 42,8%. Wzgledna zawarto$¢
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powyzej wspomnianych kwasow tluszczowych w lisciach z warunkéw in vitro stanowita
odpowiednio 36,1% i 16,9%. Dodatkowo pula PG obecna w tej tkance zawierata kwas
oleinowy (17,8%), kwas linolowy (12,5%) oraz kwas linolenowy (16,7%). Zawarto$¢
tych kwaséw w puli PG z warunkow in vivo byta ponizej poziomu detekcji (Tabela 9).
W przypadku PG pik (na chromatogramie z GC) identyfikowany jako 16:0 zawiera
rowniez (a moze przede wszystkim) 16:1A%trans. Stosowane warunki rozdziatu nie
pozwalaty jednak na oddzielenie tych dwoch kwasow ttuszczowych. Dla uproszczenia,
w powyzszym opisie 1 w Tabeli 9, suma tych kwasow wystepuje pod nazwa ,.kwasu
palmitynowego” (16:0).

Pula fosfatydyloetanoloaminy (PE) znajdujaca si¢ w lisciach z hodowli in vitro
zawierata 16:0, 18:2 oraz 18:3 w niemal rownych ilosciach (25-28%). Dodatkowo
zawierala okolo 11% kwasu oleinowego, 4% kwasu stearynowego oraz 5% kwasow
thuszczowych ,,innych" (w ktorych dominowat kwas behenowy — 22:0, stanowiacy 2,3%
wszystkich kwasoéw thuszczowych — Aneks; Tabela A5.). Sktad tego samego fosoflipidu
w lisciach z warunkow in vivo zawieral podobne wzgledne ilo$ci kwasow tluszczowych:
18:0, 18:2 oraz 18:3. W przypadku kwasu palmitynowego (16:0), jego wzgledna
zawarto$¢ wzrosta do 37%, natomiast wzgledna zawarto§¢ kwasu oleinowego oraz
kwasow tluszczowych z puli ,,inne” zmniejszyta si¢ odpowiednio do 6% oraz 1,5%
(Tabela 9).

Sposrdéd kwasow thuszczowych obecnych w PA (kwas fosfatydowy) lisci
z warunkow in VIVO najwyzszg zawarto$cig charakteryzowaly si¢ wielonienasycone
kwasy tluszczowe: 18:2 (32%) oraz 18:3 (34%). Kolejnym kwasem tlhuszczowym
0 wysokiej zawarto$ci byt kwas palmitynowy stanowigcy okoto 19,3%, a nastepnie kwas
stearynowy oraz oleinowy ktorych wzgledna zawartos¢ wynosita odpowiednio 9,2% oraz
5,5%. Hodowla in vitro spowodowata, ze PA obecny w lisciach z tych warunkéw hodowli
charakteryzowat si¢ dominujaca zawartoscig kwasu palmitynowego (34%), a nie kwasoéw
wielonienasyconych. Zawarto$¢ tych ostatnich byta podobna do zawarto$¢ 18:0 oraz
18:1, a wzgledna zawarto$¢ kazdego z tych kwasoéw thuszczowych oscylowata
w granicach 14,2-16,9%. W puli PA lisci z warunkow in vitro odnotowano rowniez
obecno$¢, na poziomie okoto 2,5%, bardzo dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych,
ktorych zawartos¢ w PA lici z warunkow in vivo byla ponizej poziomu detekcji
(Tabela 9).

Pula monogalaktozylodiacylogliceroli (MGDG) obecna w lisciach C. sativa z obu

warunkow hodowli charakteryzowata si¢ dominujaca zawartoscig kwasoéw trienowych

119



(16:3 oraz 18:3). Jednakze, wzgledna zawartos¢ tych kwasow w MGDG lisci z warunkoéw
in vitro byla znacznie nizsza niz w MGDG lisci z warunkéw in vivo; odpowiednio
zawarto$¢ kwasu heksadekatrienowego wynosita 19 oraz 30%, a kwasu linolenowego
59 oraz 63%. Odwrotnie do tego trendu, MGDG lisci z warunkoéw in vitro zawierato
wiecej kwasu palmitynowego, oleinowego oraz linolowego w porownaniu do MGDG
lisci z warunkéw in vivo; odpowiednio: 6,2 i 4%, 3,6 1 0,5% oraz 11,4 i 3%. W MGDG
lisci z warunkéw in vitro odnotowano réwniez obecno$¢ bardzo dtugotancuchowych
kwasow thuszczowych w ilosci okoto 0,6% (Tabela 9).

Ostatnig z klas lipidow, ktorej sktad kwasow ttuszczowych poddano analizie byty
lipidy obojetne (,,neutralne”). W ich sktadzie wykryto obecno$¢ 11 réznych kwasow
tluszczowych. Pula tych lipidow w liSciach z warunkow in vivo charakteryzowata si¢
dominujg zawarto$cig kwasu palmitynowego wynoszaca 31,8% wszystkich kwasoéw
thuszczowych. Wzgledna zawarto$¢ pozostatych kwaséw tluszczowych obecnych w tej
klasie lipidow wynosita: 21,9% dla kwasu linolenowego, 14,8% dla kwasu stearynowego,
10,4% dla kwasu linolowego, 5,3% dla kwasu oleinowego oraz 15,5% dla kwasow
thuszczowych z puli ,,inne”. Wykryto rowniez sladowe ilosci kwasu heksadekatrinowego
(okoto 0,4%). W przeciwienstwie do warunkow in vivo, w lipidach obojetnych lisci
C. sativa z warunkow in vitro odnotowano dominujacg zawarto$¢ kwasu linolenowego
(31,3%). Kolejno, wysoka wzgledng zawartoscig charakteryzowaly si¢ kwasy:
palmitynowy oraz linolowy, odpowiednio wynoszace 23,3% oraz 16,9%. Wzgledna
zawarto$¢ pozostatych kwasow thuszczowych (oprocz 16:3 ktérego zawartos¢ wynosita
okoto 0,16%), tj. 18:0, 18:1 1 sumy kwasow ttuszczowych z puli ,,inne” wahata si¢

w granicach 8-10% (Tabela 9).
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Tabela 9. Zawarto$¢ poszczegdlnych kwasow thuszczowych w analizowanych klasach

lipidow znajdujacych si¢ w lisciach roslin C. sativa hodowanych w warunkach in vivo oraz

in vitro. W puli ‘inne’ podano sume¢ wzglednych zawartosci nastgpujacych kwasow

thuszczowych: 20:1, 20:2, 20:3, 22:0, 24:0 oraz 24:1 (komplet tych kwaséw nie zawsze

wystepowat w kazdej z analizowanych klas lipidow).

Klasa Rodzaj %omol
lipidow  hodowli 16:0 16:3 18:0 18:1 18:2 18:3 inne
in vivo 56,9 +2,2 - 19,3+20 66+04 7,68+0,7 9,5+0,08 -
Pl
in vitro 50,5+1,1 - 16,9+1,1 6,4+0,5 105+15 158+1,2 -
in vivo 30,6 = 0,06 - 19,1+05 1,4+006 65+06 115+05 31+13
PS
in vitro 28,4+0,5 - 13,4+0,7 50+0,2 125+06 155+15 251+14
in vivo 53,1+6,8 - 16,3+ 1,6 3,1+0,8 45+0,8 19,9+4,2 3,2+0,6
SQDG
in vitro 45+ 15 - 11,2+1,1 48+0,3 11,8+0,2 22,1+2,0 5,2+0,3
in vivo 21,9+25 - 324101 0,9+0,1 43+02 68,0+30 1,4+02
PC
invitro  20,8+0,3 - 42+0,01 9,7+01 17,7+0,1 46,5+02 1,2+0,1
in vivo 33,4+£1,0 5,7+0,3 - 122+1,0 17,9+0,8 30,8+0,8 -
DGDG
invitro 37,4+1,3 48+0,1 - 8,6+0,6 234+0,6 254+0,1 0,5+0,01
in vivo 57,2+ 3,6 - 42.8+3,6 - - - -
PG
invitro 36,1+ 0,01 - 169+04 178+11 125+02 16,704 -
in vivo 37,4+3,0 - 4,8+0,4 5,9+0,3 24,0+1,8 26,3+1,7 1,5+0,01
PE
in vitro 25,5+0,2 - 4,0 £0,01 10,6 £0,1 26,4+0,2  284+08 5,0 £0,2
in vivo 19,3+0,01 - 9,2+0,7 55+0,3 31,9+1,0 34,0+1,2 -
PA
in vitro 345+0,7 - 16,940,056 150+0,7 14,2+05 16,7+0,1 25+09
in vivo 4,0£0,2 30,0+ 1,4 - 0,5+04 3,004  62,6+0,6 -
MGDG
in vitro 6,2+0,1 19,4+0,3 - 3,6£0,1 11,4+1,3 588+09 0,6+0,01
in vivo 31,8+15 04+001 148+01 53+03 104+0,07 219+19 155+10
Neutralne
in vitro 232+14 0,16 +0,01 8,2+0,2 104+02 169+11 31,3+18 99 +£21
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4.2. Preferencje enzymow typu LPLAT wystepujacych w tkankach Camelina sativa
wzgledem roznych akceptorow grup acylowych

Pierwszym z eksperymentdw przeprowadzonych w ramach badan dotyczacych
charakterystyki biochemicznej enzyméw LPLAT wystepujacych w badanych tkankach
C. sativa, bylo sprawdzenie wzgledem, ktorych lizofosfolipidow wykazuja one
najwyzsza specyficznos¢. Do badan wykorzystano frakcje mikrosomalne uzyskane z lisci
ro$lin hodowanych w warunkach in vivo, lisci i korzeni z hodowli in vitro oraz nasion
pochodzacych z réznych stadidow rozwojowych. Stadia rozwojowe nasion wyznaczono
na podstawie wczesniej przeprowadzonych analiz zmian sktadu 1 zawartosci
acylolipidow podczas rozwoju tych nasion. Stadium I odpowiadato nasionom zebranym
pomiedzy 17, a 19 DAF, natomiast stadium II oraz III migdzy 24, a 26 DAF oraz 31,
a 34 DAF. Wyznaczone stadia obejmowaly zakres rozwoju nasion, w ktorym
zaobserwowano najwieksze zmiany w zwarto$ci 1 skladzie acylolipidow w nich
zawartych oraz mozliwe bylo wypreparowanie z nich zarodkow wykorzystywanych
nastepnie do izolacji frakeji mikrosomalne;.

Omawiane w biezagcym podrozdziale badania zostalty przeprowadzone bez
zastosowania optymalnych parametréw dla reakcji in vitro katalizowanych przez
LPLATYy; warunki te ustalono dopiero w dalszej cze$ci badan. W zwiagzku z tym
otrzymane wyniki pomiaréw aktywnosci LPATo6w wystepujacych w badanych frakcjach
mikrosomalnych nie zawsze sg identyczne (pod wzgledem ilosciowym) z pdzniej
uzyskanymi danymi. Aktywnos¢ badanych enzyméw zostata przedstawiona jako ilo$¢
zsyntetyzowanego de novo radioaktywnego produktu (odpowiedniego fosfolipidu)
W ciggu 1 minuty reakcji przez LPLATy obecne w alikwotach frakcji mikrosomalnych
zawierajacych 1 nmol endogennej fosfatydylocholiny.

Badania przeprowadzone na frakcjach mikrosomalnych uzyskanych z nasion
wykazaty, ze enzymy typu LPLAT w nich obecne wykazuja najwyzsza preferencje
w stosunku do lizofosfatydylocholiny sposrod wszystkich wykorzystywanych w testach
akceptorow grup acylowych. Dane te sugerowaty wiec, ze najaktywniejsza grupa sposrod
enzymoéw typu LPLAT obecnych w nasionach byty LPCATy. Enzymy te wykazywaly
najwyzsza aktywnos¢ w II stadium rozwojowym nasion; ich aktywnos$¢ w stadium I 1 I1I
byta o okolo 25-30% nizsza. Drugim po LPC najlepiej wykorzystywanym
lizofosfolipidem przez enzymy typu LPLAT obecne we frakcjach mikrosomalnych
z nasion C. sativa, byt kwas lizofosfatydowy. Najwyzszg aktywnos$¢ w stosunku do tego

lizofosfolipidu odnotowano we frakcjach mikrosomalnych uzyskanych z nasion
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z | stadium rozwojowego. W kolejnych stadiach rozwojowych aktywno$¢ ta zmniejszata
si¢ o kilka-kilkanascie procent w stosunku do aktywnosci odnotowanej dla stadium I.
Inny wzorzec zmian aktywnosci enzyméw typu LPLAT obecnych w badanych frakcjach
mikrosomalnych w stosunku do LPA w poréwnaniu do tego odnotowanego dla LPC,
sugeruje, ze za aktywnos¢ ta odpowiadaja enzymy typu LPAAT (przynajmniej
W znacznej czgsci). Aktywno$¢ enzymow syntetyzujacych PA z dodanych do testow LPA
i [}4C]18:1-CoA jako substratow reakcji byta stosunkowo wysoka i wynosita/zblizala sie
do okoto potowy aktywnosci wykazywanej w testach z udziatem LPC i [**C]18:1-CoA
jako substratow. W testach, w ktorych jako akceptor grup acylowych zostata zastosowana
lizofosfatydyloetanoloamina (LPE) odnotowano okoto 10-krotnie nizszg aktywno$¢ niz
W testach z zastosowaniem LPC. Poniewaz wzor zmian aktywnosci LPLAToOw, obecnych
w testowanych frakcjach mikrosomalnych, w stosunku do LPE byl podobny do wzoru
zmian tej aktywnosci w stosunku do LPC, na podstawie przedstawianych badan nie
mozna byto wigc wykluczy¢, ze za aktywnos$¢ ta moga odpowiadaé nie tylko enzymy
typu LPEAT, ale takze (przynajmniej czeSciowo) enzymy typu LPCAT. W badaniach
wcezesniejszych wykazano bowiem, ze LPCATy mogg rowniez akceptowaé inne
lizofosfolipidy (Jasieniecka-Gazarkiewicz i in. 2016). W testach wykorzystujacych
lizofosfatydyloseryng jako akceptor grup acylowych odnotowano jeszcze nizsza
aktywnos$¢ niz w testach z udzialem LPE. Aktywnos¢, ta wahata si¢ od 1,1 do 3,2 pmol
[**C]PS/min/nmol mikrosomalnego PC, co odpowiadato jedynie okoto 1-3% aktywnosci
odnotowanej w testach z udziatem LPC (Rys. 13). Na podstawie omawianych badan nie
mozna jednak stwierdzi¢ czy za aktywnos$¢ tg odpowiadajg enzymy typu LPSAT (jak
dotychczas nie zidentyfikowano ich u roslin), czy jest to uboczna aktywnos$¢ wykazywana
przez inne typy enzymow nalezacych do grupy LPLAT.

Po wyznaczeniu optymalnych warunkéw dla reakcji enzymatycznych
przeprowadzanych przez enzymy LPCAT, LPAAT oraz LPEAT (opisanych w dalszej
czgdci pracy), powyzsze testy wykonano ponownie stosujgc optymalne parametry
dotyczace czasu i temperatury reakcji, ilosci frakcji mikrosomalnych oraz optymalnego
pH buforu (wyznaczone na podstawie testow, a nie wartosci pH zblizonej do pH
wystepujacego w  komorkach). Otrzymane wyniki potwierdzily odnotowane
w omoéwionych powyzej badaniach tendencje, co do preferencji w stosunku do
poszczegolnych  lizofosfolipidow LPLATOw obecnych w badanych frakcjach
mikrosomalnych (Aneks. Rys. Al)
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Dos$wiadczenia okre$lajace aktywno$¢ enzyméw typu LPLAT we frakcjach
mikrosomalnych z tkanek wegetatywnych wykazaty, ze enzymy te charakteryzuja si¢
nizszg aktywnoscig niz ich odpowiedniki wystepujace we frakcjach mikrosomalnych
znasion (Rys. 13 i 14). Sposrod frakcji mikrosomalnych uzyskanych z organow
wegetatywnych (liScie in vivo, liScie in vitro, korzenie in vitro) najnizsza aktywnosc¢
enzyméw typu LPLAT odnotowano dla mikrosoméw uzyskanych z lisci C. sativa
z warunkow in vivo (wzgledem kazdego z testowanych akceptoréw grup acylowych).
W testach z wykorzystaniem tych mikrosomoéw, srednia aktywnos$¢ badanych enzymow,
przy zastosowaniu jako akceptorow kwasow tluszczowych nastepujacych
lizofosfolipidow: LPC, LPA, LPE oraz LPS wynosita odpowiednio okoto 15, 7, 3 oraz
0,4 pmol [**C]PL/min/nmol mikrosomalnego PC. Byty to wartosci od kilku do ponad
10 razy nizsze niz uzyskane w podobnych testach z wykorzystaniem mikrosomow
z nasion. W testach z wykorzystaniem frakcji mikrosomalnych z hodowli in vitro
(mikrosomy z lisci 1 korzeni) najwigkszg aktywno$¢ odnotowano przy zastosowaniu jako
akceptory kwasow tluszczowych LPC oraz LPA. Aktywno$¢ LPLATO6w obecnych
w mikrosomach z korzeni ro$lin hodowanych in vitro w stosunku do obu lizofosfolipidow
wahata si¢ w granicy 18 pmol [**C]PL/min/nmol mikrosomalnego PC, natomiast dla
LPLATOw obecnych w mikrosomach z liSci z warunkow in vitro wynosita odpowiednio
20 oraz 17 pmol [**C]PL/min/nmol mikrosomalnego PC. W przypadku wykorzystania
w testach LPE jako akceptora kwasow tluszczowych aktywno$¢ ta wynosita za§ okoto
6-7 pmol [**C]PE/min/nmol mikrosomalnego PC, w testach z obiema badanymi
frakcjami mikrosomalnymi. Lizofosfatdyloseryna byla za§ najmniej preferowanym
substratem, a aktywno$é wzgledem niej wynosita ponizej 1,5 pmol [*C]PS/min/nmol
mikrosomalnego PC. Ro6znice w aktywnosci LPLATOw obecnych w mikrosomach
Z nasion i w mikrosomach z testowanych organéw wegetatywnych w stosunku do LPE
i LPS (wykorzystywanych jako akceptory kwasow thuszczowych) byly o wiele mniejsze
niz te zaobserwowane w testach z udzialem LPC i LPA. Moze to $wiadczy¢,
ze poszczegolne reakcje przeprowadzane sa przez inne rodzaje LPLATOw, lub zZe
LPLATy obecne w nasionach rdéznig si¢ specyficzno$cig substratowa od tych
wystepujacych w tkankach wegetatywnych.

W przypadku testow enzymatycznych, w ktérych wykorzystywano frakcje
mikrosomalne wyizolowane z organow wegetatywnych roslin C. sativa z hodowli in vitro
zaobserwowano, ze enzymy LPLAT w nich obecne produkowaty nie tylko fosfolipidy

z dodanych do testow lizofosfolipidow, ale roéwniez, w znacznych ilosciach, inne
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fosfolipidy (Aneks Rys. A2). Zjawiska tego nie obserwowano natomiast w testach
z wykorzystaniem mikrosomow z lici z warunkow in vivo oraz w testach z mikrosomami
z nasion. W testach z tymi mikrosomami obserwowano jako glowny produkt reakcji
katalizowanej przez LPLATy w nich obecne jedynie fosfolipid powstaly z dodanego do
testu lizofosfolipidu (inne [**C]fosfolipidy powstawaty w $ladowych ilo$ciach). Wyniki
te moga $wiadczy¢, ze frakcje mikrosomalne uzyskane z organdéw wegetatywnych
C. sativa z hodowli in vitro posiadaja znaczne ilosci endogennych lizofosfolipidow
W odréznieniu  od pozostalych testowanych frakcji mikrosomalnych. Badania
biochemiczne dotyczace zawarto$ci endogennych lizofosfolipidow w wykorzystywanych
frakcjach mikrosomalnych nie zostaty jednak przeprowadzone.

Otrzymane wyniki jasno wykazaly, ze zarbwno w nasionach, jak i organach
wegetatywnych C. sativa gléwna aktywno$¢ enzymatyczna wykazywana przez
acylotransferazy lizofosfolipidow to aktywnos$¢ typu LPCAT oraz LPAAT. Niemniej
jednak odnotowano roéwniez aktywnos¢ typu LPEAT, szczegdlnie w liSciach oraz
korzeniach. W zwigzku z tym, w dalszej czgsci pracy doktadnie analizowane beda trzy
rodzaje enzymoéw typu LPLAT: LPCATy, LPAATy oraz LPEATY. Ze wzgledu na bardzo
niskg aktywno$¢, potencjalne enzymy typu LPSAT preferujace lizofostatdyloseryne nie

zostaly poddane dalszym analizom.
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Rys. 13. Aktywnos¢ acylotransferaz typu acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT) obecnych
w nasionach C. sativa na réznych etapach ich rozwoju wzgledem roznych akceptorow
grup acylowych. Warunki reakcji: 5 nmol egzogennego sn-1-18:1-LPL, 5 nmol
[1*C]18:1-CoA, alikwoty frakcji mikrosomalnych zawierajace 1 nmol mikrosomalnego
PC, 60 minut inkubacji w 30 °C. Wyniki zostaty przedstawione jako wartosci $rednie
wraz z odchyleniem standardowym (n > 3). LPC — lizofosfatydylocholina, LPE —
lizofosfatydyloetanoloamina, =~ LPA -  kwas lizofosfatydyowy, LPS -
lizofosfatydyloseryna.
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Rys. 14. Aktywnos¢ acylotransferaz typu acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT) obecnych
w tkankach wegetatywnych C. sativa (korzeniach z warunkéw in vitro — korzenie in vitro;
lisciach z warunkow in vitro — liscie in vitro; lisciach z warunkow in vivo — liscie in vivo)
wzgledem roznych akceptorow grup acylowych. Warunki reakcji: 5 nmol egzogennego
sn-1-18:1-LPL, 5 nmol [**C]18:1-CoA, alikwoty frakcji mikrosomalnych zawierajace
1 nmol mikrosomalnego PC, 60 minut inkubacji w 30 °C. Wyniki zostaty przedstawione
jako  warto$ci  $rednie  wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
LPC — lizofosfatydylocholina, LPE - lizofosfatydyloetanoloamina, LPA — kwas
lizofosfatydowy, LPS — lizofosfatydyloseryna.

4.3. Okreslanie charakterystyki biochemicznej oraz roli enzyméw LPLAT
w remodelowaniu fosfolipidow obecnych w nasionach Camelina sativa

Opisana ponizej czg$¢ badan w pierwszej kolejnosci miata na celu wyznaczenie
optymalnych parametréw reakcji enzymatycznych prowadzonych in vitro dla enzymow
LPCAT, LPEAT oraz LPAAT. Nastepnym celem byto okreslenie aktywnos$ci
enzymatycznej oraz specyficznosci substratowej tych enzymoéw w reakcjach typu
forward oraz backward. Dodatkowo na podstawie uzyskanych danych okres$lony zostat
udziat tych enzyméw w procesie remodelowania i1 suplementacji puli acylo-CoA, ktora
kolejno moze by¢ wykorzystywana przez inne acylotransferazy do biosyntezy, mi¢dzy
innymi, lipidow zapasowych. Ponadto podj¢to proby ustalenia czasu niezbednego do
przeprowadzenia catkowitej edycji grup acylowych w poszczegdlnych fosfolipidach

wystepujacych w nasionach C. sativa.
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4.3.1. Optymalizacja reakcji enzymatycznych katalizowanych przez enzymy
LPCAT obecne w nasionach Camelina sativa

Do przeprowadzenia optymalizacji, czyli wyznaczenia optymalnych parametrow
dla reakcji in vitro katalizowanych przez enzymy typu LPCAT jako egzogenne substraty
uzyto sn-1-18:1-LPC i [**C]18:1-CoA oraz jako zrédto enzymoéw wykorzystano frakcje
mikrosomalng uzyskang z nasion C. sativa zebranych 24-26 DAF, co odpowiada ich
drugiemu stadium rozwoju. Wyznaczone optymalne parametry uwzgledniano w kolejno
nastepujacych po sobie analizach. Optymalizacj¢ czasu reakcji, temperatury, pH buforu
oraz ilo$ci mikrosomow, opisang ponizej, przedstawiono juz uprzednio w ramach mojej
pracy magisterskiej. Poniewaz dostep do mojej pracy magisterskiej moze by¢ utrudniony,
opis ten ponowiono dla wygody czytelnikow niniejszej rozprawy doktorskiej. W ramach
prac nad niniejszg rozprawg doktorskg niektore z wezesniej wykonanych doswiadczen
dotyczacych optymalizcji zostaly powtdrzone. Uzyskane wyniki nie odbiegaly jednak od
tych uzyskanych wczesnie;j.

Wstepne badania dotyczace optymalizacji czasu reakcji wykazaty, ze reakcja ta
przebiega prawie liniowo do 30 minuty inkubacji; pomiedzy 30, a 60 min inkubacji
szybkos¢ reakcji ulegata pewnemu spowolnieniu (Rys. 15a). Jako optymalny czas
przyjeto wigc 30 minutowg reakcje. Optymalng iloscig frakcji mikrosomalnej byty
alikwoty tej frakcji zawierajagce 0,2 nmol mikrosomalnego PC. Ilo$¢ ta odpowiada
0,88 nug mikrosomalnego biatka. Zastosowanie zarowno wigkszych, jak i mniejszych
alikwotow frakcji mikrosomalnej powodowato zmniejszenie badanej, aktywnoS$ci
enzymatycznej wyrazanej w ilosci syntetyzowanego [**C]PC/min/nmol mikrosomalnego
PC (Rys. 15d). Temperaturg preferowana przez badane enzymy bylto 30 °C. Enzymy
LPCAT zawarte we frakcji mikrosomalnej nasion C. sativa wykazywaty roéwniez dos¢
wysoka aktywnos¢ zarowno dla temperatury 20 jak i 40 °C (ponad potowe aktywnosci
wykazywanej w 30 °C). W 10 °C, enzymy LPCAT utrzymywaty okoto 30% maksymalnej
aktywnos$¢, podczas gdy skrajnie wysoka temperatura 60 °C powodowata ich niemalze
calkowitag dezaktywacj¢ (Rys. 15b). Enzymy LPCAT obecne w nasionach Inianki
wykazywaly raczej wysoka stabilnos¢, gdyz wstgpna 60-minutowa inkubacja frakcji
mikrosomalnej w 30 °C, przed rozpoczgciem reakcji zmniejszata aktywno$¢ tych
enzyméw o zaledwie 38%, podczas gdy 15-minutowa o 16% (Rys. 16.) Ogrzewanie
frakcji mikrosomalnej w 100 °C przez 10 minut prowadzito do catkowitego spadku
aktywno$ci (dane nieprzedstawione graficznie). Kolejnym parametrem poddanym

optymalizacji bylo pH buforu, ktérego wptyw badano w zakresie od 5,5 do 12,0 przy
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zastosowaniu 4 r6znych buforéw (0,1 M bufor fosforanowy — 5,5-8,0; 0,1 M bufor Tris-
HCI - 8,0-10,0; 0,1 M bufor NaHCO3z-NaOH — 10,0-11,0; 0,1 M bufor NaHPO4-NaOH
—11,0-12,0). Enzymy LPCAT byly nieaktywne w §rodowisku o pH 5,5, a ich aktywnos¢
w pH 6,0 wzrosta jedynie nieznacznie osiggajac 10% maksymalnej wartosci. W zakresie
pH 7,0-11,0 LPCATy wykazywaty najwicksza zdolno$¢ do katalizowania reakcji
enzymatycznej, podczas gdy swoje maksimum osiaggaty przy pH 9,0 buforu Tris-HCI.
Nastepnie wraz ze wzrostem zasadowosci ich aktywno$¢ malata. Znaczacy spadek,
0 ponad 35% maksymalnej aktywnos$ci, odnotowano dla reakcji prowadzonej w buforze
NaHCO3-NaOH o pH 11,0 oraz o okoto 65% dla reakcji wykorzystujacej NaoHPOgs-
NaOH o pH 12,0 (Rys. 15c).
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Rys. 15. Optymalizacja warunkow reakcji dla acylotransferaz acylo-CoA:
lizofosfatydylocholina (LPCAT) obecnych w nasionach C. sativa. a — zalezno$¢
aktywnos$ci LPEAT od czasu reakcji, b — zalezno$¢ aktywnosci LPEAT od temperatury
reakcji, ¢ — zalezno$¢ aktywnosci LPEAT od pH buforu inkubacyjnego, d — zalezno$¢
aktywnosci LPEAT od =zaggszczenia frakcji mikrosomalnej. Wyniki zostaly
przedstawione jako warto$ci $rednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
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Rys. 16. Wptyw preinkubacji frakcji mikrosomalnej na aktywno$¢ acylotransferaz acylo-
CoA:lizofosfatydylocholina (LPCAT) obecnych w nasionach C. sativa. Frakcja
mikrosomalna przed dodaniem do mieszaniny reakcyjnej byla inkubowana
w temperaturze 30 °C przez okre$lony czas. Wyniki zostaty przedstawione jako warto$ci
srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3). Asteryksy oznaczajg istotno$¢
statystyczng pomigdzy kontrolg bez dodatkowej inkubacji, a reakcjami dla ktorych
zastosowano preinkubacje frakcji mikrosomalnej. Istotno$¢ ta zostata wyznaczona przy
zastosowaniu testu t-Studenta, gdzie * - p <0,05; ** - p<0,01.

Na aktywno$¢ enzyméw LPCAT istotnie wpltywato rodwniez stezenie jondow
magnezu, wapnia oraz potasu. Eksperymenty okreslajace wpltyw tych jonow
przeprowadzono przy zastosowaniu 0,1 M buforu HEPES (pH 7,2) zamiast buforu
fosforanowego, ze wzgledu na wytracanie si¢ nierozpuszczalnych soli magnezowych
oraz wapniowych w tym buforze. Dodatek jon6w magnezu oraz wapnia w bardzo niskich
stezeniach takich jak 0,05 mM znaczgco hamowal aktywnos¢ LPCAT o okoto 27-34%.
Wraz ze wzrostem stezenia jondw dwuwarto§ciowych, zaobserwowany efekt poglebiat
si¢. Przy stezeniu 2 mM jonoéw magnezu aktywnos$¢ spadia do okoto 47% aktywnosci
uzyskiwanej w testach bez dodatku jonow (spadek o 53%), podczas gdy dodatek jonow
wapnia prowadzit do spadku aktywnosci LPCAT o 63% przy 2 mM stezeniu tych jonow.
Dodatek jonow potasu, nie wplywat tak drastycznie na zahamowanie aktywnosci. Przy
stezeniu 2 mM jondw potasu, enzymy LPCAT wykazywaly wciaz ponad 75%
maksymalnej aktywnosci. Zaobserwowana inhibicja aktywnosci enzyméw LPCAT nie

wykazywata trendu liniowego skorelowanego ze wzrostem stgzenia tych jonow (Rys. 17).

129



120 - 120
a ] b
S 100 { — g 100 { —
o |
E"!:‘ 80 *% ** 25‘80
E’E T — — *k% E’g : d *k%
o S 60 wk 8 G 60 X
% = o< *kk
< c o\o
Eé 40 2 =40
% 20 ® 20 - ‘ \
0 T T T T 1 O T T T T 1
0,0 0,05 0,25 0,5 2 0,0 0,05 0,25 0,5 2
MgCl, [mM] CaCl, [mM]
120 -
C |
g 100
g E *%* %
E’% 80 -
S = ]
o< 1
gg 40 -
X 20 -
0 T T r
0,0 0,5 1 2
KCI [mM]

Rys. 17. Wplyw réznych jondw na aktywno$¢ acylotransferaz acylo-CoA:
lizofosfatydylocholina (LPCAT) obecnych w nasionach C. sativa. a — wptyw jonoéw
magnezu, b — wplyw jondéw wapnia, ¢ — wplyw jonow potasu. Wyniki zostaty
przedstawione jako wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
Asteryksy oznaczajg istotno$¢ statystyczng pomiedzy kontrolg (bez dodatku jondéw),
a testowanym stezeniem jonow. IStotno$¢ ta zostata wyznaczona przy zastosowaniu testu
t-Studenta, gdzie ** - p<0,01; *** - p <0,001.

4.3.2. Specyficzno$¢ substratowa w reakcjach forward enzyméw LPCAT obecnych
w nasionach Camelina sativa

W celu zweryfikowania, czy enzymy typu LPCAT obecne w nasionach C. sativa,
rowniez jak pozostale przebadane dotychczas LPCATy (Lager i in., 2013), beda
preferowa¢ acylacje pozycji sSn-2, przeprowadzona zostala reakcja enzymatyczna
wykorzystujaca eterowe analogi lizofosfatydylocholiny posiadajace kwas thuszczowy
w pozycji sn-1 lub sn-2. W reakcjach wykorzystano odpowiednio sn-1-18:1-O-GPC oraz
sn-2-18:1-O-GPC. Jako donory grup acylowych wykorzystane zostaly trzy rdézne acylo-
CoA: ['*C]16:0-CoA, [**C]18:1-CoA oraz [**C]18:2-CoA, a jako zrédlo LPCATow
frakcja mikrosomalna pochodzaca z II stadium rozwoju nasion. Przeprowadzone testy

wykazaty, ze enzymy LPCAT obecne we frakcji mikrosomalnej z nasion C. sativa moga
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katalizowac¢ acylacjg¢ obu pozycji zarowno sn-1, jak i sn-2. Jednakze wydajnos¢ tej reakcji
byta ponad 8-krotnie wyzsza w stosunku do pozycji sn-2 wowczas, gdy jako donory grup
acylowych wykorzystywano 18:1-CoA lub 18:2-CoA. Zastosowanie jako donora grup
acylowych 16:0-CoA dawato juz jednak tylko okoto 1,6 razy wigksza preferencije
w stosunku do pozycji sn-2 niz do pozycji sn-1 (Rys. 18).
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Rys. 18. Aktywno$¢ acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfatydylocholina (LPCAT)
obecnych w nasionach C. sativa w stosunku do eterowych analogéw akceptorow grup
acylowych: sn-1-18:1-LPC (sn-1-18:1-O-GPC) oraz sn-2-18:1-LPC (sn-2-18:1-O-GPC).
Jako donory grup acylowych wykorzystano [**C]16:0-CoA, [**C]18:1-CoA oraz
[}*C]18:2-CoA. W teicie wykorzystano frakcje mikrosomalng wykazujaca najwyzsza
aktywno$¢ LPCAT-owa (II stadium — 24-26 DAF). Wyniki zostaly przedstawione jako
wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).

Aktywnos¢ oraz specyficznos$¢ substratowg (w stosunku do rdéznych acylo-CoA)
enzyméw LPCAT nasion C. sativa okre$lono dla frakcji mikrosomalnych
wyizolowanych z trzech r6znych stadiow rozwojowych tych nasion (I — 17-19 DAF; Il —
24-26 DAF; 111 —31-34 DAF). Do testow wykorzystano dziesig¢ réznych [**C]acylo-CoA
w kombinacji z sn-1-18:1-LPC. W testach zastosowano uprzednio wyznaczone
optymalne parametry dla reakcji enzymatycznej katalizowanej przez enzymy LPCAT
obecne we frakcjach mikrosomalnych nasion C. sativa. Reakcje przeprowadzano w 30 °C
przez 30 minut przy dodatku alikwotdéw frakcji mikrosomalnych zawierajacych 0,2 nmol
mikrosomalnego PC, bez dodatku jonéw oraz przy zastosowaniu 0,1 M buforu
fosforanowego o pH 7,2. Wskazany bufor zastosowano (pomimo nieodnotowanych przy

jego wykorzystaniu, podczas optymalizacji, najwyzszych aktywnosci testowanych
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LPCATOw), poniewaz jego pH imituje warunki najbardziej zblizone do naturalnego
srodowiska wystepowania tych enzymow.

Dla wigkszosci z badanych kombinacji egzogennych substratow najwyzsza
aktywno$¢ typu LPCAT odnotowano w testach z frakcjami mikrosomalnymi
otrzymanymi z nasion z stadium II. Wyjatek stanowity kombinacje sn-1-18:1-LPC
2 10:0-CoA oraz z 18:0-CoA, dla ktorych wowczas zaobserwowano najnizsza
z aktywnosci. Niemniej jednak aktywno$¢ typu LPCAT w testach wykorzystujacych
frakcje mikrosomalne z pozostatych dwoch stadiow rozwojowych nasion C. sativa byta
réwniez wysoka i stanowila co najmniej 50% aktywnosci odnotowanej w testach
z frakcjami mikrosomalnymi uzyskanymi z nasion ze stadium II.

W pierwszym stadium rozwojowym nasion najbardziej preferowanymi donorami
kwasow tluszczowych byly 18:3-CoA oraz 18:1-CoA, przy wykorzystaniu ktorych
odnotowano aktywno$¢ LPCATOw wynoszaca odpowiednio 145 oraz 131 pmol
[**C]PC/min/nmol mikrosomalnego PC. Natomiast zaréwno w testach wykorzystujacych
frakcje mikrosomalne uzyskane z nasion ze stadium drugiego, jak 1 trzeciego najwyzszg
preferencje LPCATow obecnych w tych frakcjach odnotowano wzgledem 18:2-CoA,
przy wykorzystaniu ktorego aktywnos¢ ta wynosita odpowiednio 210 oraz 188 pmol
[*CIPC/min/nmol mikrosomalnego PC. Dla stadium II oraz III odnotowano wysoka
aktywno$¢ rowniez w stosunku do 18:1-CoA oraz 18:3-CoA, ktora oscylowata
odpowiednio dla kazdego ze stadiow w granicach 81-87% oraz 57-60% aktywnosci
odnotowanych przy wykorzystaniu 18:2-CoA. Najlepiej akceptowanym acylo-CoA
sposrod tych zawierajagcych nasycone kwasy tluszczowe, byt 16:0-CoA, wzgledem
ktorego aktywnos¢ typu LPCAT w testach z frakcjami mikrosomalnymi z nasion
uzyskanych z kolejno nastepujacych po sobie stadiow rozwojowych tych nasion wynosita
odpowiednio 32, 44 oraz 24 pmol [**C]PC/min/nmol mikrosomalnego PC. W stosunku
do 18:0-CoA najwyzsza aktywnos$¢ odnotowano dla LPCATo6w obecnych we frakcji
mikrosomalnej otrzymanej ze stadium I nasion, natomiast aktywno$¢ tych enzyméw
w testach z frakcjami mikrosomalnymi z kolejnych stadiow rozwojowych nasion
C. sativa byta nizsza odpowiednio o 30% i 10%. Wzgledem acylo-CoA z nasyconymi
$redniotancuchowymi kwasami ttuszczowymi aktywno$¢ enzymow LPCAT byta niska
i oscylowata maksymalnie w granicach 10 pmol [**C]PC/min/nmol mikrosomalnego PC.
Enzymy LPCAT obecne we frakcjach mikrosomalnych z nasion C. sativa wykazaty za$
catkowity brak aktywnosci (lub aktywnos¢ ta byta ponizej poziomu detekcji) w stosunku

do wykorzystywanych w testach acylo-CoA z bardzo dtugotancuchowymi kwasami
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thuszczowymi  (Rys.19). Cze$¢ z powyzej opisanych wynikdw dotyczacych
specyficznoséci enzyméw LPCAT (wystepujacych w nasionach C. sativa) wzgledem
réznych grup acylowych zostata wczesniej scharakteryzowana przeze mnie w ramach
pracy magisterskiej. Wszystkie te wyniki zostaly jednak, w co najmniej w jednym
powtdrzeniu, wykonane ponownie podczas eksperymentéw prowadzacych do powstania

niniejszej pracy i uwzglednione w obliczeniach statystycznych.
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Rys. 19. Specyficzno$¢ substratowa acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfatydylocholina
(LPCAT) obecnych w nasionach C. sativa. Jako akceptor grup acylowych w testach
wykorzystywana byta sn-1-18:1-LPC. Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci
srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3). tr — §lady (ang. traces).

Kolejnym krokiem badan bylo przeprowadzenie testow selektywnosci
substratowej w celu weryfikacji, czy preferencje enzyméw LPCAT wzgledem réznych
acylo-CoA odnotowane w testach opisanych powyzej bedg tozsame wowczas, gdy
W mieszaninie reakcyjnej znajdowac si¢ beda rozne donory grup acylowych. W tym celu
wykorzystano frakcje mikrosomalne otrzymane z nasion z Ill stadium rozwoju oraz
mieszaniny skladajace si¢ z rOwno molowych stezen pigciu najbardziej preferowanych
acylo-CoA (w testach okreslajacych specyficznos¢ tych enzymow wzgledem
pojedynczych substratow — Rys. 19), czyli: 16:0-CoA, 18:0-CoA, 18:1-CoA, 18:2-CoA
oraz 18:3-CoA. Jako akceptor kwasow thuszczowych mieszaniny zawieraty sn-1-18:1-
LPC. W kazdej z mieszanin tylko jeden z donoréw byl znakowanych **C. Dodatkowo
testy selektywno$ci przeprowadzono w dwdéch wariantach bez dodatku oraz z dodatkiem

BSA, dodawanego nadmiarze (0,2 mg/reakcj¢). Wyniki przedstawiono jako
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% aktywnos$ci odnotowanej w stosunku do 18:2-CoA wzgledem, ktérego odnotowano
najwyzsza aktywno$¢ enzymow LPCAT.

Wyniki wykazaty, ze preferencje LPCAT w stosunku do réznych acylo-CoA
dodawanych w réwno molowych iloéciach sg bardzo podobne do tych odnotowanych
w testach tylko z jednym acylo-CoA (Rys. 19 i 20). Najbardziej preferowanym
substratem byt 18:2-CoA, podczas gdy 18:1-CoA oraz 18:3-CoA byly wykorzystywane
z okoto 30% nizszg wydajnoscig. Wykorzystanie acylo-CoA z nasyconymi kwasami
thuszczowymi podawanymi w mieszaninie, byto mato efektywne. Odpowiednio dla 16:0-
CoA oraz 18:0-CoA wynosito odpowiednio 6 oraz 1% aktywnosci wzgledem 18:2-CoA
(Rys. 20a). Dodatek BSA do mieszaniny reakcyjnej nieznacznie zwigkszat
wykorzystywanie 16:0-CoA, 18:0-CoA oraz 18:1-CoA (odpowiednio do 16%, 6% oraz
80% aktywnosci wzgledem 18:2-CoA) w poréwnaniu z testami niezawierajagcymi BSA.
Odwrotng tendencj¢ odnotowano dla 18:3-CoA, ktorego wykorzystanie zmniejszylto si¢
0 ponad 22% (Rys. 20b).
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Rys. 20. Aktywno$¢ acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfatydylocholina (LPCAT)
obecnych w nasionach C. sativa w stosunku do pigciu réznych acylo-CoA dodawanych
do mieszanin reakcyjnych w rowno molowych stezeniach. a — mieszaniny reakcyjne nie
zawieraty BSA; b — mieszaniny reakcyjne zawieraty BSA (0,2 mg/reakcja). Wyniki
zostaly przedstawione jako warto$ci $rednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
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4.3.3. Optymalizacja reakcji enzymatycznych katalizowanych przez enzymy
LPEAT obecne w nasionach Camelina sativa

Dla enzyméw LPEAT okreslono optymalne parametry reakcji enzymatycznych
takie jak czas oraz temperatura reakcji, pH buforu, ilo§¢ dodanej frakcji mikrosomalne;j
oraz wpltyw rdéznych jonow i ich stezen. Do testow enzymatycznych ponownie
wykorzystano jako zrédto enzymoéw frakcje mikrosomalng wyizolowang z nasion z II
stadium rozwoju nasion C. sativa.

Na podstawie przeprowadzonej optymalizacji wyznaczono, ze liniowos$¢ reakcji
katalizowanej przez enzymy LPEAT jest zachowana az do 60 minuty (Rys. 21a). Testy
okreslajace optymalng ilo$¢ frakcji mikrosomalnej, wykazaty, ze najwieksza aktywnos¢
enzymy LPEAT osiaggaja przy dodatku alikwotow tej frakcji zawierajacych 0,2 nmol
mikrosomalnego PC, co odpowiada 0,88 ug biatka mikrosomalnego. Jednakze aktywno$é
tych enzymoéw nie ulegata znaczacym modyfikacja w zakresie od 0,1 do 1 nmol
mikrosomalnego PC alikwotow frakcji mikrosomalnej dodawanych do reakcji (Rys.
21d). Enzymy LPEAT obecne w nasionach C. sativa byly najbardziej aktywne w 30 °C.
Spadek temperatury do 20 °C lub jej podwyzszenie do 35 °C jedynie nieznacznie obnizat
aktywnos¢ LPEATOw, maksymalnie o 20% aktywnosci odnotowanej w 30 °C.
W temperaturze 40 °C enzymy zachowywaty 65% maksymalnej aktywnos$ci, podczas
gdy dalszy wzrost temperatury prowadzit do prawie catkowitej dezaktywacji tych bialtek.
Z drugiej strony, niska temperatura o wartosci zaledwie 10 °C wcigz pozwalala na
zachowanie 2 maksymalnej aktywnos$ci enzymow LPEAT (Rys. 21b). Enzymy LPEAT
okazaly si¢ by¢ wrazliwe na zmiany pH buforu stosowanego do przygotowania
mieszaniny reakcyjnej, w zwigzku z czym ich aktywnos$¢ badano w zakresie pH 5,5-12,0
stosujac w tym celu 4 r6zne 0,1 M bufory. W buforze o pH w zakresie 5,5-6,5 enzymy te
byty zdolne do przeprowadzania reakcji jednak ich wydajnos¢ nie przekraczata 12% ich
maksymalnej aktywno$ci. Wraz ze wzrostem pH buforu, w granicach pH odczynu
obojetnego oraz pH, ktory wystepuje naturalnie w srodowisku tych enzyméw (pH 7,2)
aktywnos$¢ tych enzymow siggata Srednio okoto /2 maksymalnej aktywnos$ci. Optymalna
warto$¢ pH, w ktorej enzymy LPEAT katalizowaty reakcj¢ najefektywniej syntetyzujac
okoto 40 pmol [**C]PE/min/nmol mikrosomalnego PC, oscylowata w granicach 9,0-10,0
przy zastosowaniu buforu Tris-HCI. Dalsza alkalizacja srodowiska reakcji prowadzita do
spadku aktywnosci, jednakze wcigz przy pH 11,0 wynosila ona 71% lub 49%,

maksymalnej warto$ci, w zaleznosci od zastosowanego buforu (odpowiednio NaHCOs3-
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NaOH Ilub NaHPOs;-NaOH). Znaczacy spadek, prowadzacy do prawie catkowitej
dezaktywacji enzyméw LPEAT odnotowano dopiero przy pH 12,0 (Rys. 21c¢).
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Rys. 21. Optymalizacja warunkéw reakcji dla acylotransferaz acylo-CoA:
lizofostaydyloetanoloamina (LPEAT) obecnych w nasionach C. sativa. a — zaleznos¢
aktywno$ci LPEAT od czasu reakcji, b — zalezno$¢ aktywnosci LPEAT od temperatury
reakcji, ¢ — zaleznos¢ aktywno$ci LPEAT od pH buforu inkubacyjnego, d — zalezno$¢
aktywnosci LPEAT od =zageszczenia frakcji mikrosomalnej. Wyniki zostaly
przedstawione jako wartosci srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).

Dodatek do mieszaniny reakcyjnej testowanych jonow zaré6wno jedno- jak
i dwuwartosciowych hamowal aktywno$¢ enzymatyczng LPEATOw obecnych
w nasionach C. sativa. Niewielki dodatek jonéw magnezu o stgzeniu 0,005 mM
powodowatl zmniejszenie aktywno$ci o okoto 40%, podczas gdy 10-krotny wzrost

stezenia Mg?* zwickszat ten efekt tylko nieznacznie, obniZajac aktywnoéé¢ do ¥» wartosci

136



kontroli (reakcji bez dodatku jonow). Zastosowanie wyzszych stezen z zakresu 0,5-2 mM
nie skutkowato wzmocnieniem efektu inhibicji aktywnos$ci (Rys. 22a). Podobnie jak
W przypadku jondéw magnezu, jony wapnia réwniez juz przy niskich stezeniach wptywaty
na zmniejszenie aktywno$ci enzyméw LPEAT. Przy stezeniu 0,005 mM odnotowano
okoto 25% inhibicje, a jej efektywno$¢ jedynie nieznacznie poglgbiata si¢ wraz
ze wzrostem stezenia Ca®'. Najwieksza redukcje w aktywnosci, 0 ponad 60%,
odnotowano dla st¢zenia 2 mM. Niemniej jednak st¢zenia wapnia powyzej 0,5 mM
stymulowatly réwniez produkcje kwasu fosfatydowego, najprawdopodobniej w wyniku
zwigkszonej aktywnosci fosfolipazy D, aktywowanej obecnos$cig tych jonéw. W testach
z dodatkiem wapnia o stezeniu 2 mM, wzgledna ilo$¢ powstajacego de novo PA byla
nawet dwukrotnie wigksza niz ilos¢ powstajgcej de novo PE (Rys. 22b). Przeprowadzone
badania nie daja, jednakze pewnosci, ze powstajacy [**C]PA pochodzil z przeksztatcenia
powstatej wezesniej [**C]PE w wyniku dziatania fosfolipazy D (jezeli tak, to nalezatoby
przyjaé, ze te stezenia wapnia stymuluja aktywno$¢ LPEATOw). [*C]PA mogt by¢
syntetyzowany rowniez endogennego LPA i [**Clacylo-CoA, a dodatek wapnia
stymulowat jedynie powstawanie endogennego LPA w wyniku zwigekszonej aktywnosci
lipaz. Dodatek jonow jednowarto$ciowych w postaci jonow K*, rowniez hamowat
aktywno$¢ LPEAT. Dla st¢zenia wynoszacego 0,5 mM odnotowano spadek o okoto 35%
aktywnosci, natomiast przy stezeniu 2 mM spadek ten wynosit az 62%, wartosci

kontrolnej (Rys. 22c).
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Rys. 22. Wplyw réznych jondw na aktywnos$¢ acylotransferaz acylo-CoA:
lizofosfatydyloetanoloamina (LPEAT) obecnych w nasionach C. sativa. a — wpltyw jonow
magnezu, b — wplyw jondéw wapnia, ¢ — wplyw jonow potasu. Wyniki zostaty
przedstawione jako warto$ci $rednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
Asteryksy oznaczajg istotno$¢ statystyczng pomiedzy kontrolg (testy bez dodatku jonow),
a testowanym st¢zeniem jondéw, ktora zostata wyznaczona przy zastosowaniu testu
t-Studenta, gdzie * - p <0,05; ** - p<0,01; *** - p <0,001.

4.3.4. Specyficzno$¢ substratowa w reakcjach forward enzyméw LPEAT obecnych
w nasionach Camelina sativa

Okreslanie aktywnosci oraz specyficzno$ci substratowej enzymow typu LPEAT
zostato wykonane przy zastosowaniu wyznaczonych, optymalnych parametrow czasu
i temperatury reakcji, a takze optymalnych ilosci frakcji mikrosomalnych. Testy
przeprowadzono przy zastosowaniu 0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,2
odpowiadajacego warunkom naturalnym wystepowania tych enzyméw. Analizy
przeprowadzono dla frakcji mikrosomalnych z nasion ze wszystkich trzech
wyznaczonych stadiow ich rozwoju, natomiast do testow selektywno$ci wykorzystano

mikrosomy uzyskane z nasion ze stadium IlI.
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Najwyzsza aktywno$¢ enzyméw LPEAT odnotowano we frakcjach
mikrosomalnych otrzymanych z nasion zebranych 24-26 DAF. Taka tendencj¢ wykryto
dla szesciu z o$miu testowanych acylo-CoA; wyjatek stanowity 12:0-CoA oraz 16:0-
CoA, wzgledem ktorych najwyzsza aktywno§¢ wykryto we frakcji mikrosomalne;j
pochodzacej ze stadium III. Aktywno$¢ enzymoéw LPEAT, wzgledem wszystkich
testowanych acylo-CoA, w dwoch pozostatych stadiach stanowita zawsze przynajmnie;j
polowe ich maksymalnej aktywnosci.

Szczegoblnie preferowanymi, przez LPEATy nasion C. sativa, donorami grup
acylowych byty nienasycone 18-weglowe acylo-CoA. Dla pierwszego stadium rozwoju
nasion odnotowano najwyzsza aktywnos¢ wzglgdem 18:1-CoA (13 pmol
[**C]PE/min/nmol mikrosomalnego PC). Jednakze, 18:2-CoA oraz 18:3-CoA roéwniez
byly wydajnie wykorzystywane do procesu acylacji na poziomie nizszym jedynie
odpowiednio 0 15% oraz 11% od 18:1-CoA. Zaréwno dla drugiego, jak i trzeciego
stadium najwieksza specyficznos¢ zaobserwowano wzgledem 18:2-CoA, dla ktorych
aktywno$¢ wynosita kolejno 23,4 oraz 16 pmol [**C]PE/min/nmol mikrosomalnego PC.
Enzymy LPEAT obecne we frakcji mikrosomalnej ze stadium II nasion wykazywaty
réwniez wysoka preferencje wzgledem 18:1-CoA oraz 18:3-CoA (odpowiednio 78% oraz
71% aktywnosci w stosunku do 18:2-CoA). Natomiast badania przeprowadzone na
mikrosomach ze stadium III rozwoju nasion ujawnity wysoka aktywnos$¢ wzgledem 16:0-
CoA, ktory byt rownie efektywnie wykorzystywany jak 18:1-CoA oraz 18:3-CoA.
Wydajno$¢ tych reakcji wahata si¢ w granicach 50-60% aktywnos$ci odnotowanej dla
18:2-CoA. Kwas stearynowy sprzezony z koenzymem A byt wydajnie wykorzystywany
przez enzymy LPEAT rowniez w testach z mikrosomami z nasion z pozostatych stadiow
ich rozwoju, a aktywnos$¢ wzgledem niego wynosita odpowiedni 7, 9 oraz 10 pmol
[**C]PE/min/nmol mikrosomalnego PC dla testéw z mikrosomami z nasion ze stadium I,
IT i III. Aktywno$¢ wzgledem pozostatych, testowanych acylo-CoA z nasyconymi
kwasami tluszczowymi byla bardzo niska 1 nie przekraczata 13% maksymalnej

aktywno$¢ LPEAT odnotowanej dla danego stadium rozwojowego nasion (Rys. 23).
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Rys. 23. Specyficznosé substratowa acylotransferaz acylo-
CoA:lizofosfatydyloetanoloamina (LPEAT) obecnych w nasionach C. sativa w stosunku
do roznych acylo-CoA. Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci $rednie wraz
z odchyleniem standardowym (n > 3).

Do przeprowadzenia testow kompetencji, weryfikujacych specyficznosci
substratowe zaobserwowane w reakcjach z wykorzystaniem pojedynczych donoréw grup
acylowych, wykorzystano 5 r6znych acylo-CoA z kwasami thuszczowymi wyst¢pujgcymi
w lipidach nasion C. sativa. Pod uwage nie brano acylo-CoA z kwasami thuszczowymi,
ktorych nie wykryto w badanych nasionach (czyli takich jak kwas kaprynowy, laurynowy
oraz mirystynowy — Rys. 9). Enzymy LPEAT, podobnie jak w testach z dodatkiem
pojedynczych acylo-CoA, wykazywaly szczego6lnie wysoka preferencj¢ wzgledem acylo-
CoA z 18-weglowymi nienasyconymi kwasami thuszczowymi. Sposréd nich najwyzsza
preferencje wykazywaly zas w stosunku do 18:2-CoA. Aktywno$¢ ta zostata uznana jako
referencyjna 1 wzgledem niej zostata okreslana aktywnos$¢ w stosunku do innych acylo-
CoA. Zaréwno w testach bez dodatku, jak 1 z dodatkiem BSA. Drugim preferowanym
acylo-CoA byt 18:1-CoA, a trzecim 18:3-CoA, przy czym obecno$¢ BSA wzmagata
preferencje wzgledem pierwszego, a obnizata wzglgdem 18:3-CoA. Odpowiednio dla
18:1-CoA odnotowano wzrost z 87 do 96% aktywnosci referencyjnej, a dla 18:3-CoA
spadek z 61% do 29% tej aktywnosci. Oba z nasyconych donorow acylo-CoA byly mniej
efektywnie wykorzystywane w procesie acylacji, jednakze dodatek BSA stymulowat ich
utylizacje. W stosunku do 16:0-CoA odnotowano wzrost odpowiednio z 18% do 25%
aktywnosci referencyjnej, a w stosunku do 18:0-CoA z 0,5% do 8% (Rys. 24).
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Rys. 24. Aktywno$¢ acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfatydyloetanoloamina (LPEAT)
obecnych w nasionach C. sativa w stosunku do pieciu roznych acylo-CoA dodawanych
do reakcji w rdwno molowych stezeniach. a — mieszaniny reakcyjne nie zawieraly BSA;
b — mieszaniny reakcyjne zawieraly BSA (0,2 mg/reakcja). Wyniki zostaty przedstawione
jako warto$ci srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).

4.3.5. Optymalizacja reakcji enzymatycznych Kkatalizowanych przez enzymy
LPAAT obecne w nasionach Camelina sativa

Kolejnym z enzyméw typu LPLAT, ktorego aktywnos$¢ wykryto w nasionach
C. sativa byl enzym LPAAT Kkatalizujacy synteze kwasu fosfatydowego. Podobnie jak
w przypadku dwoch poprzednich analizowanych enzyméw typu LPAAT, badania
rozpoczeto od ustalenia optymalnych warunkéw reakcji enzymatycznych katalizowanych
przez LPAATY w warunkach in vitro.

Testy okreslajace zaleznos¢ aktywnosci enzymow LPAAT od czasu reakcji,
wykazaty, ze enzymy te utrzymuja liniowos¢ reakcji az do 30 minuty, po czym nastgpuje
faza plateau, w ktorej nie nastepowat juz przyrost de novo syntetyzowanego [*C]PA
(Rys. 25a). W tej fazie wydaje sie¢, ze reakcje syntezy i przeksztalcania powstajacego
[**C]PA osiagnety rownowage. Trudno bowiem zatozy¢, ze po 30 minutach testowane
enzymy stracity nagle aktywnos¢. Badania dotyczace wptywu temperatury wykazaty, ze
enzymy LPAAT sa najbardziej aktywne w temperaturze 30 °C, a temperatura zarowno
zmniejszona, jak i podwyzszona o zaledwie 5 °C prowadzi do spadku aktywnosci
odpowiednio o okoto 60% i42%. W temperaturze 20 °C, enzymy zachowywaty zaledwie

15% maksymalnej aktywnosci, podczas gdy najnizsza z testowanych temperatur (10 °C)
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oraz temperatura 50 °C prowadzity do ich prawie catkowitej dezaktywacji (Rys. 25b).
Optymalng ilo$cig frakcji mikrosomalnej, przy ktorej LPA ATy byly najaktywniejsze byty
alikwoty tej frakcji zawierajace 0,5 nmol mikrosomalnego PC (odpowiadajace 2,2 ug
mikrosomalnego biatka). Zmniejszenie ilosci mikrosoméw do alikwotéw zawierajacych
0,2 nmol, jak i zwigkszenie do 1 nmol mikrosomalnego PC powodowato spadek
aktywnos$ci o okoto 15%, podczas gdy obnizenie iloSci dodawanej do testow frakcji
mikrosomalnej do alikwotow zawierajacych 0,1 nmol mikrosomalnego PC wywotywato
redukcje tej aktywnosci o ponad 55% (Rys. 25d). W badaniach wplywu pH na aktywnos¢
enzymoéw LPAAT wykorzystano trzy 0,1 M bufory: fosforanowy — 5,5-8,0; Tris-HCI —
8,0-10,0 oraz NaHCOs-NaOH - 10,0-11,0. Enzymy typy LPAAT wykazywaty
maksymalng aktywnos¢ w zakresie pH 7,5-9,0 (przy zastosowaniu buforu fosforanowego
oraz Tris-HCI). Ich aktywnos$¢ wahata si¢ wowczas w granicach 94,6 — 97,6 nmol
[**C]PA/min/nmol mikrosomalnego PC. Wzrost pH w kierunku odczynu bardziej
alkalicznego prowadzit do obnizenia aktywnosci, ktorego efekt zalezal od zastosowanego
buforu. W przypadku wykorzystania buforu NaHCO3-NaOH spadek stanowit zaledwie
10% maksymalnej aktywnosci dla pH 10,0 i az 60% dla pH 11,0. Natomiast w przypadku
wykorzystania buforu Tris-HCI o pH 10,0 enzymy zachowywaty jedynie potowe wartosci
swojej maksymalnej aktywnos$ci. Enzymy LPAAT w pH 7,2, czyli warto$ci zblizonej do
warunkOw naturalnego wystepowania tych enzymow utrzymywaty ponad 61%
maksymalnej aktywnosci. Dalszy spadek pH, zwigkszajagcy kwasowo$¢ mieszanin
reakcyjnych, prowadzit stopniowo do catkowitego zaniku aktywno$¢ tych enzymow

(Rys. 25¢).
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Rys. 25. Optymalizacja warunkéw reakcji dla acylotransferaz acylo-CoA:kwas
lizofosfatydowy (LPAAT) obecnych w nasionach C. sativa. a — zalezno$¢ aktywnosci
LPEAT od czasu reakcji, b — zaleznos$¢ aktywno$ci LPEAT od temperatury reakcji, ¢ —
zalezno$¢ aktywnosci LPEAT od pH buforu inkubacyjnego, d — zalezno$¢ aktywnoS$ci
LPEAT od zageszczenia frakcji mikrosomalnej. Wyniki zostaty przedstawione jako
wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).

Badania wptywu réznych jonow na aktywno$¢ enzymoéw LPAAT wykazaty, ze
sposrod trzech testowanych jondéw, jedynie dodatek jondéw magnezu stymulowat
aktywnosc¢ tych enzymow. Efekt ten byt zauwazalny juz przy stezeniu 0,05 mM, kiedy to
odnotowano zwigkszenie aktywnos$ci o 5%. Wzrost stezenia jonow Mg?* do 0,5-2 mM
powodowat wzmocnienie tego efektu nawet o okoto 40-50% (Rys. 26a). Dodatek jonow
wapnia oraz potasu wywotywat efekty odwrotne. Jony wapnia juz przy najnizszym
ze stgzen, wynoszacym 0,005 mM, powodowaly zahamowanie aktywnos$ci o okoto 16%,
podczas gdy stezenie 2 mM prowadzito do zmniejszenia aktywnosci LPAAT do 35%
warto$ci kontroli (Rys. 26b). Dodatek jondw potasu réowniez prowadzit do inhibicji

aktywnosci enzyméw LPAAT, aczkolwiek efekt ten nie byl tak drastyczny jak
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w przypadku dodatku jonow wapnia. Jony K* prowadzity do redukcji aktywno$ci
LPAAT o okoto 30% w stezeniach powyzej 1 mM (Rys. 26c¢).
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Rys. 26. Wplyw roznych jonow na aktywnos$¢ acylotransferaz acylo-CoA:kwas
lizofosfatydowy (LPAAT) obecnych w nasionach C. sativa. a — wptyw jonéw magnezu,
b — wptyw jonow wapnia, ¢ — wptyw jonéw potasu. Wyniki zostaty przedstawione jako
wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3). Asteryksy oznaczajg
istotnos$¢ statystyczng pomiedzy kontrolg (testy bez dodatku jondw), a testowanym
stezeniem jonow, ktora zostala wyznaczona przy zastosowaniu testu t-Studenta, gdzie
*-p<0,05; **-p<0,01; **¥* -p<0,001.

4.3.6. Specyficzno$é substratowa w reakcjach forward enzyméw LPAAT obecnych
w nasionach Camelina sativa

Specyficznos$¢ substratowa oraz aktywno$¢ enzymoé6w LPAAT, wystepujacych
w nasionach C. sativa w poszczegélnych stadiach rozwojowych, okre§lano przy
zastosowaniu parametréw wyznaczonych podczas etapu optymalizacji. Jako egzogenne
substraty wykorzystano kombinacje o$miu znakowanych weglem [**Clacylo-CoA z sn-
1-18:1-LPA. Zrédtem badanych enzymoéw byly za$ frakcje mikrosomalne otrzymane

z trzech stadiow rozwojowych nasion. Mieszaniny reakcyjne (100 pl 0,1 M buforu
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fosforanowego o pH 7,2) ztestowanymi substratami oraz alikwotami frakcji
mikrosomalnych zawierajacych 0,5 nmol mikrosomalnego PC, inkubowano przez
30 minut w 30 °C i poddawano dalszym analizom okre$lajacym ilo$¢ powstajacego
[**C]JPA, produktu reakcji katalizowanych przez LPAATY.

Otrzymane wyniki wykazaly, ze enzymy LPAAT, w zalezno$ci od
zastosowanego w reakcji donora grup acylowych, sa najbardziej aktywne w I badz II
stadium rozwoju nasion C. sativa. Sposrod testowanych donoréw kwaséw tluszczowych,
18:0-CoA oraz 18:1-CoA byty najefektywniej wykorzystywane w stadium I, podczas gdy
12:0-CoA, 16:0-CoA, 18:2-CoA oraz 18:3-CoA w stadium II. W stosunku do pozostatych
donoréw grup acylowych aktywnos¢ w obu z rozwaznych stadiow byla taka sama.
Najnizszg z aktywno$ci LPAAT odnotowano w nasionach zebranych 31-34 DAF, jedynie
w stosunku do 18:2-CoA najnizszg aktywno$¢ zaobserwowano w nasionach
pochodzacych z 17-19 DAF. Niemniej jednak, wiekszo$¢ ze zmian w aktywnos$ci
w stosunku do testowanych acylo-CoA pomigdzy poszczegdlnymi etapami rozwoju
nasion byta niewielka. Najwigksze z rdznic dostrzegalne byty pomiedzy stadium III oraz
aktywno$cig maksymalng odnotowang dla danego acylo-CoA (takich jak 12:0-CoA,
16:0-CoA, 18:0-CoA oraz 18:3-CoA) w innych stadiach rozwojowych, jednakze nawet
wowczas (stadium III) LPAATYy osiggaty co najmniej 50% ich najwyzszej aktywnosci
(Rys. 27).

Enzymy LPAAT szczegdlnie preferowaly acylo-COA z nienasyconymi
18-weglowymi kwasami tluszczowymi oraz 16:0-CoA. Odnotowane preferencje
zmienialy si¢ jednak wraz zrozwojem nasion C. sativa. Wsrod acylo-CoA
z nienasyconymi 18-weglowymi kwasami thuszczowymi szczegodlnie preferowany byt
18:1-CoA, nastepnie 18:2-CoA, a najmniej 18:3-CoA. Maksymalng aktywno$¢ enzymow
LPAAT odnotowano dla nasion ze stadium I, w stosunku do 18:1-CoA; wynosita ona
88 pmol [**C]PA/min/nmol mikrosomalnego PC. Wraz z rozwojem nasion aktywno$é
w stosunku do 18:1-CoA zmniejszyta si¢ odpowiednio o okoto 20% (stadium II) oraz
23% (stadium III) jednakze réwniez w stadium III byta najwyzsza sposrod wszystkich
testowanych acylo-CoA. Wyjatek stanowito stadium II rozwoju nasion, gdzie
odnotowano najwyzsza specyficzno$¢ w stosunku do 16:0-CoA wynoszaca 77 pmol
[**C]PA/min/nmol mikrosomalnego PC. W stadium I, ten acylo-CoA byt jako drugi
najlepiej preferowany (zaraz po 18:1-CoA), a na stadium Il jako trzeci (zaraz za
18:1-CoA oraz 18:2-CoA). Sposrdd wszystkich badanych enzymow typu LPLAT,
enzymy LPAAT wykazywaly najwyzsza z aktywnosci wzgledem acylo-CoA
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Z nasyconymi $redniotancuchowymi kwasami thuszczowymi. Szczegolnie preferowany
byl 12:0-CoA wzgledem, ktorego aktywnos$¢ oscylowata w granicach 22-42%
aktywnos$ci w stosunku do najlepiej akceptowanego — 18:1-CoA. Pozostale z tego typu
donoréw grup acylowych réwniez byty efektywnie utylizowane, jednak z intensywnos$cia

nie przekraczajaca 20% maksymalnej aktywnosci odnotowanej dla 18:1-CoA (Rys. 27).
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Rys. 27. Specyficzno$¢ substratowa acylotransferaz acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy
(LPAAT) obecnych w nasionach C. sativa wzgledem réznych acylo-CoA. Wyniki zostaty
przedstawione jako warto$ci $rednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).

Testy kompetencji, weryfikujagce zaobserwowane w testach z wuzyciem
pojedynczych donoréow acylo-CoA preferencje, zostaly przeprowadzone dla enzyméow
LPAAT obecnych w nasionach C. sativa w Il stadium ich rozwoju. Jako donory grup
acylowych przygotowano mieszaning sktadajacg si¢ z rowno molowych ich ilosci acylo-
CoA z kwasami tluszczowymi, ktorych obecno$¢ wykryto w nasionach C. sativa (Rys.
9). Testy przeprowadzono w dwoch wariantach bez dodatku oraz z dodatkiem BSA.
Wyniki przedstawione zostaly na ponizszych wykresach (Rys. 28), a aktywnos$¢
w stosunku do réznych acylo-CoA zostata przedstawiona jako % aktywnos$ci wzgledem
18:1-CoA, dla ktorego odnotowano najwyzsza aktywnosc.

Podobnie jak w testach okreslajacych specyficznos¢ wzgledem pojedynczych
acylo-CoA, w testach kompetencji odnotowano wysoka aktywnos$¢ w stosunku do 18:1-
CoA oraz 18:2-CoA. Oba z donoréw grup acylowych byly wykorzystywane na prawie
takim samym poziomie zardbwno w testach bez dodatku, jak i z dodatkiem BSA. Trzeci
z acylo-CoA z nienasyconym 18-weglowym kwasem tluszczowym (18:3-CoA), byt

akceptowany o okoto 40% 1 55% stabiej niz 18:1-CoA, odpowiednio w testach bez oraz
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z dodatkiem BSA. Tendencje odnotowane dla tych acylo-CoA odzwierciedlajg
preferencje wykazane przez LPAATyY nasion C. sativa w poprzednich testach
okreslajacych ich aktywno$¢ wzgledem pojedynczych acylo-CoA. Z drugiej strony,
w stosunku do acylo-CoA z nasyconymi kwasami tluszczowymi, obecnymi
W mieszaninie réznych acylo-CoA, wykazano znacznie nizsza preferencje enzymow
LPAAT niz w testach z pojedynczymi acylo-CoA. Szczegdlnie istotng redukcje
preferencji zaobserwowano wzgledem 16:0-CoA. Wykorzystanie tego donora w testach
kompetencji, wynosito zaledwie 6% i1 4% wykorzystania 18:1-CoA w tego typu testach,
odpowiednio bez oraz z dodatkiem BSA, podczas gdy w testach z pojedynczymi acylo-
CoA aktywnos¢ testowanych LPAATOw wzgledem 16:0-CoA wynosita nie mniej niz
70% aktywno$ci odnotowanej dla 18:1-CoA (Rys. 27 1 28). Rowniez preferencja
testowanych LPAATOw w stosunku do 18:0-CoA zmniejszyta si¢ w tego typu testach,
chociaz mniej drastycznie niz w stosunku do 16:0-CoA. Obecnos¢ BSA w mieszaninie
reakcyjnej poprawiata znaczaco jego wykorzystanie (dwukrotny wzrost), ktére zblizato

si¢ wtedy do jego wykorzystania w testach z pojedynczymi acylo-CoA (Rys. 27 i 28).
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Rys. 28. Aktywno$¢ acylotransferaz acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy (LPAAT)
obecnych w nasionach C. sativa w stosunku do pieciu réznych acylo-CoA dodawanych
do reakcji w rowno molowych stezeniach. a — mieszaniny reakcyjne nie zawieraty BSA;
b — mieszaniny reakcyjne z dodatkiem BSA (0,2 mg/reakcja). Wyniki zostaly
przedstawione jako warto$ci srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
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4.3.7. Aktywnos¢ i specyficzno$é substratowa w reakcjach backward enzymow typu
LPLAT obecnych w nasionach Camelina sativa

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie aktywnosci oraz specyficznosci
substratowej testowanych enzymoéw typu LPLAT w reakcjach ,,do tylu”. Reakcje te
przeprowadza si¢ w warunkach in vitro w obecno$ci donora grup acylowych, wolnego
koenzymu A, BSA oraz badanych frakcji mikrosomalnych stanowigcych zrodto zaréwno
LPLATOw, jak i fosfolipidow ulegajacych procesowi remodelowania. Podczas reakcji
,»do tylu” dochodzi do odlaczania grup acylowych od fosfolipidéw, ktore kolejno
przenoszone sg na koenzym A, a nastgpnie do cytoplazmatycznej puli acylo-CoA.
Réwnoczesnie produkowane sa odpowiednie lizofosfolipidy, ktéore moga zostac
wykorzystane w reakcjach ,,do przodu”. Pula endogennych lizofosfolipidow moze by¢
takze tworzona w wyniku innych reakcji, takich jak aktywnos¢ fosfolipaz (cykl Lands’a)
oraz w reakcjach katalizowanych przez enzymy PDAT. Jednakze dodatek DTNB, do
przeprowadzanych in vitro reakcji enzymatycznych, wptywa na zahamowanie reakcji
backward katalizowanych przez LPLATYy, poniewaz zwigzek ten kowalencyjnie wigze
si¢ z grupg tiolowa (-SH) koenzymu A, uniemozliwiajac wigzanie si¢ do niego grup
acylowych w reakcjach typu ,,do tylu”. Réwnoczesnie, dodatek tego zwigzku do reakcji
nie wpltywa na aktywno$¢ LPLATOw w reakcjach ,,do przodu”. W ramach badan
przeprowadzone zostaly dwa rodzaje testow: z dodatkiem oraz bez dodatku DTNB.
Przeprowadzenie reakcji bez dodatku DTNB pozwalato na okreslenie udziatu zar6wno
enzymow typu LPLAT, jak i innych enzyméw (biorgcych udziat w powstawaniu
lizofosfolipidow — LPL) w procesie remodelowania mikrosomalnych fosfolipidow,
podczas gdy reakcje z DTNB pozwalaly na okre$lenie udzialu w remodelowania
fosfolipidow jedynie ,,innych” reakcji (bioracych udzial w powstawaniu LPL
z wylaczaniem reakcji typu backward przeprowadzanych przez enzymy LPLAT). W obu
typach testow syntetyzowana byta de novo pula [**C]PL przez enzymy LPLAT (reakcje
,,do przodu”) wykorzystujace pule endogennych LPL i egzogennych [**Clacylo-CoA,
jednakze w obecno$ci DTNB pula wykorzystywanych endogennych LPL pochodzita
zreakcji ,,innych” niz reakcje ,do tylu” przeprowadzane przez LPLATYy.
Przeprowadzenie obu wariantow testow, a nastgpnie odjecie ilosci de novo
syntetyzowanego [Y*C]JPL w testach z DTNB od ilosci [YC]PL syntetyzowanego
w testach bez dodatku DTNB umozliwialo okreslenie aktywno$ci enzymoéw LPLAT
w reakcjach typu backward. Schemat przebiegu obu reakcji oraz schemat wykonywanych

obliczen zostat przedstawiony na Rys. 29.
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Rys. 29. Schemat syntezy lizofosfolipidow w wyniku reakcji katalizowanych przez
aktywnosc¢ backward enzymow LPLAT oraz innych reakcji (PLA2, PDAT), ktore kolejno
wykorzystywane sg do syntezy de novo puli fosfolipidow (a). Powyzsza reakcja
przeprowadzana jest w warunkach in vitro bez lub z dodatkiem DTNB, a na podstawie
otrzymanych wynikéw z obu rodzajow testow mozliwe jest obliczenie intensywnosci
reakcji backward LPLAT, wedlug przedstawionego wzoru (b). DTNB — (kwas 5,5’-
ditiobis-(2-nitrobenzoesowy)), LPL — lizofosfolipid, LPLAT — acylotransferaza acylo-
CoA:lizofosfolipid, PLA. - fosfolipaza A, PDAT - acylotransferaza
fosfolipid:diacyloglicerol.

Do przeprowadzenia reakcji zastosowano parametry, ktore juz uprzednio
wykorzystano w tego typu testach (Jasieniecka-Gazarkiewicz i in., 2016). Jako zrédio
enzymow 1 fosfolipidow podlegajacych remodelowaniu uzyto frakcje mikrosomalne
otrzymane ze wszystkich trzech badanych stadiow rozwojowych nasion C. sativa.
Dodatkowo do reakcji wykorzystano [**C]acylo-CoA, niezbedne do przeprowadzenia
procesu edycji grup acylowych i stymulacji reakcji forward. Do testow uzyto 16:0-CoA,
18:1-CoA, 18:2-CoA oraz 18:3-CoA, jednakze w przypadku zastosowania 16:0-CoA nie
odnotowano zZadnej aktywno$¢ badz byla ona na granicy detekcji, w zwigzku z czym
ponizej przedstawiono wyniki jedynie dla pozostatych donoréw grup acylowych. Uznano
w nich, ze proces remodelowania PC jest wynikiem dzialania LPCATOw za$ proces
remodelowania PE 1 PA efektem dziatania odpowiednio LPEAT6w i LPAATOw. Jest to

pewne uproszczenie, albowiem LPCATy sa zdolne do remodelowania nie tylko PC,
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a LPEATy i LPAATYy nie tylko PE i PA, ale w pewnym stopniu réwniez innych
fosfolipidow.

Sposrod wszystkich testowanych enzyméw, enzymy o aktywnos$ci LPCAT (przy
zatozeniu przedstawionym wyzej) wykazywaty najwiekszg zdolno$¢ do katalizowania
reakcji typu backward (przedstawionej jako A w ponizszej Tabeli 10). Jednakze zar6wno
dla enzymoéw o aktywnosci LPEAT, jak i LPAAT (réwniez przy =zalozeniu
przedstawionym wyzej) odnotowano zdolno$¢ do przeprowadzania tego typu reakcji.
Odpowiednio kazdy z nich katalizowat reakcje ,,do tylu” z maksymalnie 9% oraz 21%
wydajnos$cig odnotowang dla aktywnosci LPCATow. Dla enzymow LPCAT oraz LPEAT
najwieksza aktywnos¢ odnotowano w pierwszym z analizowanych stadiow rozwojowych
nasion C. sativa (17-19 DAF), podczas gdy dla enzyméw LPAAT byto to stadium II
(24-26 DAF). W stadium Il (31-34 DAF) odnotowano najnizsze aktywnosci dla
wszystkich z badanych enzymow, przy czym dla LPCATow wartosci te niewiele roznity
si¢ w porownaniu do stadium II. Wyniki tego typu potwierdzaja w pewnym stopniu
zatozenie, ze za remodelowanie PC, PE 1 PA odpowiadaja, odpowiednio, gtéwnie
LPCATY, LPEATY oraz LPAATY.

Enzymy LPCAT o najwyzej z aktywnosci backward charakteryzowatly si¢
rOwniez zmienng intensywno$cig wykorzystania donorow grup acylowych
na poszczegdlnych etapach rozwoju nasion. Dla nasion zebranych 17-19 DAF najwyzsza
specyficzno$¢ odnotowano w stosunku do 18:1-CoA, wykorzystywanego do
remodelowania puli PC. W kolejnych analizowanych etapach rozwoju nasion aktywnos$¢
ta odpowiednio stanowila 60% oraz 35% aktywno$ci odnotowanej w stadium I. Wraz
Z rozwojem nasion specyficzno$¢ tych enzyméw, w wykorzystaniu acylo-CoA do
przebudowy puli PC, skierowata si¢ ku 18:2-CoA. Wykorzystanie 18:1-CoA i 18:3-CoA
przez LPCATy nasion z drugiego stadium rozwoju bylo rowniez wysokie i stanowito
odpowiednio, 97% oraz 65% wydajnosci reakcji z wykorzystaniem 18:2-CoA, podczas
gdy LPCATy ze stadium III wykorzystywaly te donory prawie dwukrotnie mniej
efektywnie niz 18:2-CoA. Udziat reakcji ,,innych” (cyklu Lands’a, aktywnosci enzymow
PDAT) w procesie przebudowy puli PC s$rednio wynosit okoto 35%, a maksymalnie
zblizat si¢ do 50% - dla procesu remodelowania z wykorzystaniem 18:1-CoA w reakcjach
z wykorzystaniem frakcji mikrosomalnych ze stadium 111 rozwoju nasion (Tabela 10).

Drugimi z enzymoéw przeprowadzajacych z najwyzsza intensywnoscig reakcje
typu backward byty LPAATYy. Odnotowano dla nich najwyzsza specyficzno$¢, sposrod
wszystkich wykorzystywanych w reakcjach acylo-CoA, w stosunku do 18:1-CoA prawie
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w kazdym z analizowanych stadiéw rozwoju nasion C. satvia (w stadium Il nieco lepsze
aktywnosci odnotowano dla testow z 18:2-CoA). Odnotowana aktywnos¢ LPAATOw
w procesie remodelowania PA przy udziale 18:1-CoA byta najwyzsza w reakcjach
z udziatem frakcji mikrosomalnych z nasion z II stadium ich rozwoju. Odpowiednio
aktywno$¢ ta wynosila okoto 62% oraz 31% aktywno$ci odnotowanej w stadium II
w reakcjach z mikrosomami z nasion ze stadium | i stadium Ill. Wykorzystanie
w procesie remodelowania PA, w reakcjach z mikrosomami z 1l stadium rozwoju
badanych nasion, 18:2-CoA oraz 18:3-CoA bylo o okoto 19% oraz 69% nizsze
(odpowiednio) niz wykorzystanie 18:1-CoA. W reakcjach z mikrosomami z pozostatych
stadiow rozwoju nasion (stadium I i III) intensywno$¢ reakcji typu backward byta
réwniez najwolniejsza przy obecnosci w mieszaninie reakcyjnej 18:3-CoA.
Wykorzystanie 18:2-CoA w tego typu reakcjach z mikrosomami z nasion z | stadium
rozwojowego bylo o okoto 30% stabsze niz przy udziale 18:1-CoA, a w reakcjach
Z mikrosomami z nasion z III stadium rozwoju nawet nieco intensywniejsze. Udziat
»innych” reakcji w procesie remodelowania puli PA w testach z udzialem frakcji
mikrosomalnych z dwoch pierwszych analizowanych etapow rozwoju nasion byt
znikomy, natomiast w testach z mikrosomami z nasion zebranych 31-34 DAF udziat tych
reakcji byt prawie taki sam lub wigkszy niz udziat reakcji backward enzyméw LPAAT
(Tabela 10).

Ostatnia badana grupa enzymow — LPEATY — przeprowadzata reakcje typu
backward z najmniejsza intensywnoS$cig. Tak jak podano to na poczatku tego rozdziatu,
ich efektywno$§¢ w tego typu reakcjach byla oceniana poprzez pomiar edycji grup
acylowych obecnych w fosfatydyloetanoloamine. Proces ten zachodzit najlepiej
wowczas, gdy 18:2-CoA, byt wykorzystywany do przebudowy puli PE. Aktywno$¢ typu
backward w testach z tym substratem malata wraz z rozwojem nasion, a efektywno$é
procesu remodelowania w wyniku aktywnosci backward w kolejno nastepujacych
stadiach zachowywata jedynie 80% oraz 25% aktywnos$ci odnotowanej w reakcjach
z frakcja mikrosomalna z nasionach z 17-19 DAF. W reakcjach z udzialem obu
pozostatych donoréw grup acylowych (18:1-CoA i 18:3-CoA) roéwniez odnotowano
spadek aktywnosci backward w kolejnych stadiach rozwojowych nasion, przy czym
w reakcjach z udziatem frakcji mikrosomalnej z nasion ze stadium III aktywno$¢ ta byta
ponizej poziomu detekcji. Udziat reakcji ,,innych” w procesie remodelowania PE
w dwoch pierwszych analizowanych stadiach rozwoju nasion byl poréwnywalny

do efektywnosci reakcji typu ,,do tylu” katalizowanej przez LPEATy. W stadium III
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dominujacy udzial miaty tzw. ,,inne” reakcje; katalizowane np. przez fosfolipazy czy
enzym PDAT (Tabela 10).

Specyficznosci substratowe odnotowane dla reakcji backward katalizowanych
przez enzymy LPLAT na kazdym ze stadiow rozwoju nasion zostaly réwniez
potwierdzone w testach kompetencji. Do ich przeprowadzenia wykorzystano rowno
molowe ilosci trzech najlepiej, akceptowanych donoréw grup acylowych (18:1-CoA,
18:2-CoA oraz 18:3-CoA). Jako zrédlo enzyméw wykorzystano frakcje mikrosomalne
otrzymane z nasion pochodzacych z II stadium ich rozwoju. Enzymy LPCAT
wykazywaly najwyzsza preferencj¢ z stosunku do 18:2-CoA, podobnie jak w testach
z dodatkiem jednego acylo-CoA. Pozostate substraty byty o 24% (18:1-CoA) oraz 72%
(18:3-CoA) mniej wydajnie wykorzystywane do przebudowy puli PC. Reakcja backward
katalizowana przez LPAATYy najefektywniej przebiegala w obecnosci 18:1-CoA, dla
pozostatych dwoch donoréw odnotowano wydajno$é na poziomie 77% (dla 18:2-CoA)
oraz 54% (18:3-CoA) aktywno$ci odnotowanej dla 18:1-CoA. Enzymy LPEAT,
ponownie najlepiej przeprowadzaty ten proces w obecnosci 18:2-CoA. Jednak drugim
najlepiej akceptowanym donorem grup acylowych byt 18:3-CoA, podczas gdy 18:1-CoA
nie byl zupelie wykorzystywany w reakcjach backward (w testach kompetencji)
przeprowadzonych przez te enzymy (Tabela 11). Efektywno$¢ catego procesu
remodelowania PC w reakcjach backward w testach kompetencji (suma wiaczanych do
PC [*CJacyli) byla wyzsza od $redniej efektywnosci remodelowania tego fosfolipidu
w testach z pojedynczymi acylo-CoA; odpowiednio remodelowaniu ulegato 1,82 i 1,26
pmol z jednego nmol mikrosomalnego PC w ciggu minuty. Rowniez efektywno$¢ catego
procesu remodelowania PE i PA byta wyzsza w testach kompetencji (suma wigczonych
[**CJacyli z wszystkich znajdujacych sie w testach acylo-CoA) niz érednia efektywnosé
remodelowania w testach z pojedynczymi acylo-CoA; odpowiednio 0,13 i 0,23
w porownaniu do 0,07 i 0,20 pmol z PE i PA obecnych w alikwotach frakcji
mikrosomalnych zawierajacych 1 nmol mikrosomalnego PC w ciagu minuty. Udziat
»innych” reakcji w procesie remodelowania PC, PE i PA ulegl rowniez znacznemu
zwickszeniu w testach kompetencji (suma wlaczonych [**Clacyli z wszystkich
znajdujacych si¢ w testach acylo-CoA) w poréwnaniu do $redniego udziatu tych reakcji
w testach z pojedynczymi acylo-CoA; odpowiednio 2,43, 0,14 i 0,05 w poréwnaniu
do 0,61, 0,07 i 0,026 pmol mikrosomalnego PC, PE i PA obecnych w alikwotach frakcji
mikrosomalnych zawierajacych 1 nmol mikrosomalnego PC w ciaggu minut (Tabele 10

i 11).
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Tabela 10. Efektywno$¢ wlaczania [**Clgrup acylowych z [**C]acylo-CoA do odpowiednich fosfolipidow: fosfatydylocholiny,
fosfatydyloetanoloaminy oraz kwasu fosfatydowego w wyniku aktywnos¢ typu ,,do tylu — backward” potaczonej z aktywnos$cig ,,do przodu —
forward” przeprowadzanej przez odpowiednie acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid: LPCATy, LPEATy oraz LPAATYy. Reakcje zostaty
przeprowadzone bez dodatku do reakcji DTNB (lizofosfolipidy wytwarzane w reakcjach ,,do tylu — backward” przeprowadzane przez LPLATYy
oraz przez reakcje innego typu) oraz z dodatkiem DTNB (lizofosfolipidy wytwarzane jedynie przez ,,inne” reakcje). Delta reprezentuje efektywnos¢
wymiany grup acylowych w wyniku aktywnosci typu ,,do tylu” przez badane acylotransferazy (od wartosci uzyskanych z testow bez dodatku
DTNB odjeto wartosci uzyskane z testow z DTNB). Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci srednie wraz z odchyleniem standardowym (n >
3). Remodelowanie PC uznano za efekt dziatania LPCAToOw zas remodelowanie PE i PA za efekt dziatania LPEATow i LPAAT6w odpowiednio.

LPCAT LPEAT LPAAT
Stadium rozwojowe Donor pmol [**C]PC/min/nmol pmol [**C]PE/min/nmol pmol [**C]PA/min/nmol
nasion [acyl-CoA] mikrosomalnego PC mikrosomalnego PC mikrosomalnego PC
-DTNB +DTNB A -DTNB +DTNB A -DTNB +DTNB A

Stadium | [*“C]18:1-CoA 3.16+04  0.76+0.1 24 023+002 0.12+001 011 0.18+0.03 0 0.18
[**C]18:2-CoA  2.65+0.5 091+0.05 174 0.36+0.03 0.2+0.003 016 0.12+0.01 0 0.12

[17-19 DAF] [*“C]18:3-CoA 1.78+0.05 0.78+0.1 1.0 0.16+0.017 0.12+0.01 0.04 0.08+0.003 0 0.08
Stadium 11 [**C]18:1-CoA  2.04+02 0.64+001 1.4 0.12£0.018 0.06+0.006 0.06 0.31+£0.02 0.02+0.001 0.29
[**C]18:2-CoA  2.16+0.1  0.72+0.06 144 023+£0.008 0.1+0.008 0.13 026+0.02 0.03+0.004 0.23

[24-26 DAF] [**C]18:3-CoA 1.39+0.05 046+0.04 0.93 0.09+0.009 0.06+0.004 003 0.12+0.01  0.03+0.004 0.09
Stadium 111 [**C]18:1-CoA  1.8+0.1 0.95+0.05 0.85 0.08+0.007 0.10+0.001 0 0.17+0.018  0.08+0.005 0.09
[**C]18:2-CoA 2.56+0.06 0.94+0.06 162 0.12+0.01 0.08+0.019 0.04 0.18+0.018 0.07+0.003 0.11

[31-34 DAF] [**C]18:3-CoA  1.51+0.1  0.65+0.06 0.86 0.04+0.001  0.05=0.0 0  0.08+£0.013 0.05+0.003 0.03




Tabela 11. Efektywno$¢ wiaczania [**C]grup acylowych z [**C]acylo-CoA do
odpowiednich fosfolipidow: fosfatydylocholiny, fosfatydyloetanoloaminy oraz kwasu

fosfatydowego w wyniku aktywnos$¢ typu ,do tylu — backward” potaczonej
z aktywnoscig ,,do przodu - forward” przeprowadzanej przez odpowiednie
acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid: LPCATy, LPEATy oraz LPAATyY

W obecno$ci mieszaniny zawierajacej rowno molowe ilo§¢ donoréw grup acylowych.
Reakcje zostaly przeprowadzone bez dodatku do reakcji DTNB (lizofosfolipidy
wytwarzane w reakcjach ,,do tylu — backward” przeprowadzane przez LPLATY oraz
przez reakcje innego typu) oraz z dodatkiem DTNB (lizofosfolipidy wytwarzane jedynie
przez inne reakcje). Delta reprezentuje efektywnos¢ wymiany grup acylowych w wyniku
aktywnosci typu ,,do tylu” przez badane acylotransferazy (od wartosci uzyskanych
Z testow bez dodatku DTNB odjeto wartosci uzyskane z testow z DTNB). Wyniki zostaty
przedstawione jako wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
Remodelowanie PC uznano za efekt dziatania LPCATo6w za$ remodelowanie PE 1 PA za
efekt dzialania LPEATow 1 LPAATOw odpowiednio.

Donor [acylo-CoA]

Enzym LPLAT Roc:(za_u_
reaxcyt 18:1-CoA 18:2-CoA 18:3-CoA
-DTNB 1,65+0,16 1,66 0,16 1,01 £0,04
LPCAT
pmol [**CJPC/min/nmol +DTNB 0,97 + 0,06 0,76 + 0,05 0,76 + 0,03
mikrosomalnego PC
A 0,68 0,89 0,25
-DTNB 0,07 £0,001 0,11 £0,01 0,02 £ 0,001
LPEAT
pmol [**C]PE/min/nmol +DTNB 0,07 £0,001 0,06 = 0,001 0,01 £0,001
mikrosomalnego PC
A 0 0,05 0,01
-DTNB 0,13 +£0,01 0,13 +0,01 0,09 £ 0,001
LPAAT
pmol [**C]PA/min/nmol +DTNB 0 0,03+0,001  0,02+0,001
mikrosomalnego PC
A 0,13 01 0,07

4.3.8. Udzial enzymoéw LPLAT w transferze kwasoéw tluszczowych z puli
fosfolipidéw do puli acylo-CoA w nasionach Camelina sativa

Podczas reakcji typu backward, katalizowanych przez enzymy LPLAT poza
powstajaca pula lizofosfolipidow, powstaje rowniez réwno molowa ilo$¢ acylo-CoA,
glownie tworzona przez grupy acylowe obecne w pozycji sn-2 fosfolipidow (Lager i in.,
2013). W zwiazku zpowyzszym, wyznaczony uprzednio udzial tych enzymow
W procesie remodelowania fosfolipidow (Tabela 10) odzwierciedla takze ich zdolno$¢ do

remodelowania cytoplazmatycznej puli acylo-CoA, dostepnej jako zrodto grup
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acylowych dla réznych acylotransferaz. Uwzgledniajac ta zalezno$¢, mozliwe byto
wykonanie obliczen odzwierciedlajacych potencjalng ilos¢ kwasoéw tluszczowych, ktore
moglyby zostaé przeniesione z puli fosfolipidow do puli acylo-CoA, poprzez reakcje typu
backward prowadzone przez enzymy LPLAT, w celu udostgpnienia ich jako substraty do
innych reakcji takich jak synteza triacylogliceroli, czy remodelowanie innych
fosfolipidow. W celu przeprowadzenia tych obliczen pod uwage brano: intensywnosé
reakcji backward odpowiednich enzymow LPLAT w testach wykorzystujacych
[*4C]18:1-CoA (Tabela 10, wartosci oznaczone jako A), $rednig ilo$¢é nmol PC obecnego
w pojedynczym nasieniu C. sativa (Rys. 10) umozliwiajacg okreslenie catkowitej
aktywnosci tych enzymoéw w catym nasieniu oraz czas pomigdzy analizowanymi fazami
rozwoju nasion C. sativa. Jako intensywno$¢ tego procesu miedzy 10, a 17 DAF przyjeto
aktywnosc¢ reakcji ,,do tylu” w 17 DAF (poniewaz dla nasion 10 DAF nie bylo mozliwe
wykonane izolacji frakcji mikrosomalnej z zarodkow), natomiast aktywno$¢ dla okresow
pomiedzy 17, a 24 DAF oraz 24, a 31 DAF okreslono poprzez wyznaczenie Sredniej
aktywnosci odnotowanej dla obu stadiow. Kolejno wszystkie dane pomnozono wedtug
WzO0ru:

$rednia intensywnos¢ reakcji backward enzymow LPLAT przy wykorzystaniu
18:1-CoA ([**C]PL/min/nmol mikrosomalnego PC) x érednia ilo$¢ PC obecnej w jednym
nasieniu (nmol) X czas migdzy analizowanymi etapami rozwoju (min) = ilo§¢ kwasow
tluszczowych przenoszona z puli PL do puli acylo-CoA przez reakcje backward

enzymow LPLAT pomiedzy analizowanymi stadiami rozwoju nasion C. sativa.

Zgodnie z powyzszym wzorem obliczono réwniez potencjalny transfer kwasow
thuszczowych przenoszonych z puli fosfolipidow do puli acylo-CoA w wyniku zarowno
reakcji backward LPLAT jak i reakcji ,,innych” (aktywnos$¢ enzymoéw PDAT, cykl
Lands’a). W tym celu do obliczen wykorzystano intensywnos$¢ remodelowania
odpowiednich fosfolipidow w testach bez dodatku DTNB (Tabela 10).

Cze$¢ z wynikow, okreslajaca role reakcji backward w procesie remodelowania
puli acylo-CoA zostata przedstawiona na Rys. 30, gdzie dodatkowo znajduja si¢ dane
dotyczace zawartosci kwasoéw thuszczowych we wszystkich acylolipidach oraz w puli
TAG (okreslone na podstawie danych z Rys. 9 oraz Tabeli 7). Natomiast dane dotyczace
udzialu w tym procesie poszczegolnych enzymow LPLAT (reakcje backward) oraz
udziatu tych enzymow sumarycznie z innymi enzymami zostaty przedstawione osobno

dla kazdego z fosfolipidow na Rys. 31.
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Potencjalny transfer kwasow thuszczowych z puli PC do puli acylo-CoA poprzez
reakcje ,,do tylu” enzymow LPCAT byl bardzo wysoki i na wczesnych etapach rozwoju
nasion (tj. 10-17 DAF) wynosit ponad 90% catkowitej zawartosci kwasow thuszczowych
zgormadzonych w puli TAG. Wraz z rozwojem nasion, enzymy te byty zdolne do
przeniesienia z puli PC do puli acylo-CoA prawie potowe kwasow thuszczowych
obecnych w puli TAG (Rys. 30). W drugim i trzecim z analizowanych stadiéw
rozwojowych nasion C. sativa wzrastal rowniez znaczaco udziat ,,innych” reakcji
w transferze kwasow thuszczowych z PC do puli acylo-CoA. Potencjalna sumaryczna
efektywnos$¢ przenoszenia tych zwigzkow przy udziale wszystkich z mozliwych reakcji
byta o okoto 34% oraz o okoto 45% wigksza od potencjalnej efektywnosci tego procesu
jedynie na drodze reakcji backward przeprowadzanej przez LPLATy odpowiednio
w okresie 17-24 DAF oraz 24-31 DAF (Rys. 31a).

Efektywnos¢ przenoszenia kwasow ttuszczowych z puli PE do puli acylo-CoA
poprzez enzymy LPEAT okazata si¢ by¢ niewielka i stanowita zaledwie 7, 18 oraz
24 nmol kolejno po kazdym z etapéw rozwoju nasion: 17, 24 oraz 31 DAF. Stanowito to
okoto 7%, 2,6% 1 2,2% kwasow ttuszczowych TAG nasion z tych okresow rozwojowych.
Proces ten byl jednak prawie dwukrotnie wydajniejszy wowczas, gdy uwzgledniony
zostal takze udziat innych enzyméw uczestniczacych w transferze kwasow thuszczowych
z puli PE do puli acylo-CoA (Rys. 31b).

Aktywnos$¢ backward enzymow LPAAT okazata si¢ by¢ wiodgca w transferze
kwasow thuszczowych miedzy pulg tego fosoflipidu, a pulg acylo-CoA. Do 24 DAF
praktycznie tylko one uczestniczyty w transferze kwasoéw ttuszczowych z PA do puli
cytoplazmatycznego acylo-CoA. Po tym czasie ich udzial tylko nieznacznie si¢
zmniejszyl; ,,inne” reakcje byly odpowiedzialne za okoto 6% tego transferu pomiedzy 11,
a III z badanych stadidéw rozwojowych nasion. Potencjalna ilo$¢ kwasoéw thuszczowych
przeniesionych z PA do puli cytoplazmatycznego acylo-CoA wynosita okoto 5-7%
kwasow tluszczowych obecnych w TAG nasion z analizowanych okreséw rozwojowych
(Rys. 31c).

Biorac pod uwage, ze wzgledna ilos¢ PUFA w puli TAG nasion C. sativa stanowi
okoto 50% wszystkich kwasoéw ttuszczowych obecnych w tej klasie lipidow (Rys. 10),
mozna wnioskowa¢, ze efektywnos¢ reakcji backward katalizowanych przez LPCATyY
jest wystarczajaca do przeniesienia wszystkich tych kwasow tluszczowych z miejsca ich
syntezy (fosfatydylocholiny) do puli acylo-CoA, stajac si¢ w ten sposob zrodiem
substratow (donoroéw grup acylowych) dla innych acylotransferaz. Enzymy LPAAT
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moga odpowiada¢ za przeniesienie okoto 5,9% kwasow tluszczowych obecnych
ostatecznie w puli lipidow zapasowych. Ich udziat w suplementacji puli acylo-CoA
wykorzystywanej do produkcji TAG w poczatkowych etapach rozwoju jest wyzszy
I stanowi nawet okoto 7% (dla okresu pomiedzy 10-17 DAF), po czym stopniowo maleje.
W przypadku enzyméw LPEAT, ich udzial w tym procesie jest niewielki i moze
odpowiada¢ jedynie za okoto 2,2% kwasow tluszczowych obecnych w puli TAG. Jednak
podobnie jak w przypadku LPAATOw, ich udzial na poczatkowych etapach rozwoju
nasion C sativa jest wyzszy, wowczas enzymy te mogg przenosi¢ nawet do 7% kwasow
tluszczowych do puli acylo-CoA, wykorzystywanych nastepnie do syntezy TAG.
Uwzgledniajac  rowniez udziat innych reakcji w suplementacji puli acylo-CoA
I zawarto$¢ wszystkich acylolipidéw, odpowiednio z puli PC, PE oraz PA moze
pochodzi¢ okoto 59%, 3,6% oraz 5,3% kwasow thuszczowych wykorzystywanych
zaroOwno do syntezy puli TAG, jak i remodelowania innych lipidow (Rys. 30 oraz 29).
Wykonane obliczenia przedstawiajg jedynie szacowang, teoretyczng oraz
maksymalng mozliwo$¢ przenoszenia grup acylowych pomiedzy fosfolipidami, a pula

cytoplazmatycznego acylo-CoA.
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Rys. 30. Zawartos¢ wszystkich acylolipidéow oraz triacylogliceroli (TAG)
w rozwijajacych si¢ nasionach C. sativa oraz potencjalna ilo$¢ kwasow thuszczowych,
ktéra moze by¢ przeniesiona z puli odpowiednich fosfolipidow do puli acylo-CoA
w wyniku aktywnosci enzymow LPLAT (acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfolipid)
w reakcji ,,do tytu” (ang. backward). Wyniki zostaty przedstawione jako wartosci $rednie
wraz z odchyleniem standardowym (n > 3). KT — kwasy tluszczowe, PA — kwas
fosfatydowy, PC — fosfatydylocholina, PE — fosfatydyloetanoloamina.
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Rys. 31. Potencjalna ilos¢ kwasow tluszczowych, ktora moze zosta¢ przeniesiona z puli
fosfatydylocholiny (a), fosfatydyloetanoloaminy (b) lub kwasu fosfatydowego (c) do puli
acylo-CoA, w wyniku aktywnosci typu ,,do tylu” (ang. backward) katalizowanej
odpowiednio przez LPCATY, LPEATY oraz LPAATY oraz sumarycznie przez te enzymy
1 inne reakcje. Badania przeprowadzono dla poszczegolnych stadiow rozwojowych
nasion C. sativa. Wyniki zostaty przedstawione jako wartosci $rednie wraz z odchyleniem
standardowych (n > 3).

4.3.9. Czas calkowitej wymiany kwasow thuszczowych w puli fosfolipidéw obecnych
w nasionach Camelina sativa

Na podstawie wyznaczonej intensywnosci remodelowania puli rdéznych
fosfolipidow obecnych w nasiona C. sativa mozliwe rowniez byto obliczenie
szacunkowego czasu niezbednego do wymiany wszystkich kwasow tluszczowych w tych
lipidach. W tym celu do obliczen wykorzystano ilo§¢ kwasow thuszczowych obecnych
w odpowiednich fosfolipidach w jednym nasieniu (Rys. 10), intensywno$¢ procesu
remodelowania wyznaczong w testach bez dodatku DTNB (Tabela 10 — dane oznaczone

jako ,,-DTNB”) oraz ilo§¢ PC obecng w jednym nasionku niezbedng do okreslenia
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catkowitej aktywnosci enzymow w calym nasionku. Nastepnie obliczenia wykonano

wedtug wzoru:

ilo$¢ PL w nasionku (pmol) / [intensywno$éé procesu remodelowania dla danych
PL w obecnosci roznych acylo-CoA w reakcjach bez dodatku DTNB (pmol
[**C]PL/min/nmol mikrosomalnego PC) x ilo$¢ PC obecnej w jednym nasionie w danym
stadium rozwoju (nmol)] x 2 (w celu okreslenia wymiany kwasow w obu pozycjach sn-1
oraz sn-2) = czas wymiany grup acylowych miedzy pula fosoflipidu, a pulg acylo-CoA

W pozycji sn-1 oraz sn-2 (min).

Nalezy jednak pamigtac, ze wyznaczony czas wymiany grup acylowych w pozycji
sn-2 jest najprawdopodobniej krotszy, a w pozycji sh-1 dtuzszy niz obliczony $redni czas
catkowitej edycji grup acylowych, gdyz proces ten przebiega intensywniej w pozycji Sn-2
(Lager i in., 2013). Okre$lony w ramach niniejszej pracy czas wymiany dostarcza jedynie
przyblizonych informacji dotyczacych czasu catkowite] wymiany kwasow tluszczowych
w badanych fosfolipidach nasion C. sativa przy zatozeniu, ze aktywno$¢ enzymow
biorgcych udziat w remodelowaniu badanych fosfolipidow w warunkach in vivo jest
zblizona do tej uzyskiwanej w testach in vitro.

Otrzymane wyniki wykazatly, ze najefektywniej odbywata si¢ przebudowa puli
PA. Calkowita wymiana kwasoéw tluszczowych w tym fosfolipidzie odpowiednio
oscylowata od 3,8 do 13,8 godz. oraz 4,4 do 12,8 godz., gdy intensywnos¢ tej wymiany
byta okreslana na podstawie testow odpowiednio z dodatkiem 18:1-CoA i 18:2-CoA.
Czas potrzebny do catkowitej wymiany kwasoéw tluszczowych w PA wyliczony na
podstawie testow z uzyciem 18:3-CoA byl dluzy i wynosit okoto 9,6-29,4 godz.
Potencjalny czas potrzebny do calkowitej wymiana kwasoéw tluszczowych w puli PA
wyliczony na podstawie przeprowadzonych testow byl najdtuzszy dla nasion 31 DAF,
a najkrotszy dla nasion w 24 DAF. Sposrod testowanych fosfolipidow najdtuzszy czas
remodelowania odnotowano dla puli PE. Czas wymiany grup acylowych w tej puli
wydhuzat si¢ wraz z rozwojem nasion. Wymiana ta w 17 DAF wyliczona na podstawie
testow z uzyciem odpowiednio 18:1-CoA, 18:2-CoA oraz 18:3-CoA wynosita 77,4 godz.,
49,2 godz. oraz 111,2 godz., natomiast w 31 DAF wydluzyta si¢ okoto 2-krotnie, a dla
18:3-CoA nawet okoto 3-krotnie. Dla puli PC najefektywniejsza wymiane kwasow
thuszczowych odnotowano w 17 DAF. Wyliczony na podstawie testow wykorzystujacych
do wymiany grup acylowych odpowiednio 18:1-CoA, 18:2-CoA i 18:3-CoA czas tej
wymiany wynosit odpowiednio okoto 10,6 godz., 12,6 godz. i 18,8 godz. Czas wymiany
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kwaséw thuszczowych w puli PC nasion z pozostalych dwoch stadiach rozwoju, byt

dluzszy, jednak roznice w czasie wymiany byly mniejsze niz w przypadku dwoch

pozostalych fosfolipidow. Maksymalnie czas catkowitej wymiany byl dluzszy

W porownaniu do czasu wymian liczonego dla nasion 17 DAF) o 77% w nasionach
(wp wymiany wy g

31 DAF przy wykorzystywaniu 18:1-CoA do tej wymiany oraz 0 22% i 27% w przypadku

wymiany na 18:2-CoA i 18:3-CoA odpowiednio, w nasionach 24 DAF (Tabela 12).

Tabela 12. Szacowany czas catkowitej wymiany, w réznych etapach rozwoju nasion
C. sativa. grup acylowych obecnych w puli fosfatydylocholiny, fosfatydyloetanoloaminy
oraz kwasu fosfatydowego tych nasion na kwasy tluszczowe znajdujace si¢ w puli

acylo-CoA.
Czas wymiany grup acylowych z obu
Donor Stadium rozwojowe pozycji sn puli PC, PE oraz PA na

[acylo-CoA] nasion grupy acylowe z puli acylo-CoA [godz.]
PC PE PA

17 DAF 10,6 77,4 4,8

[**“]18:1-CoA 24 DAF 16,4 120,4 3,8
31 DAF 18,8 155,6 13,8

17 DAF 12,6 49,2 7,0

[**C]18:2-CoA 24 DAF 15,4 61,8 4.4
31 DAF 13 102,4 12,8

17 DAF 18,8 111,2 10,4

[*“C]18:3-CoA 24 DAF 24,0 157,8 9,6
31 DAF 22,0 338,4 29,4
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4.4. Wplyw warunkéw hodowli na wlasciwosci biochemiczne LPLAT6w obecnych
w lisciach Camelina sativa oraz na intensywno$¢ procesu remodelowania
fosfolipidow tych lisci

Celem kolejnej czgsci badan bylo okreslenie aktywnos$ci oraz specyficznosci
substratowej enzymow typu LPLAT wystepujacych w tkankach wegetatywnych
C. sativa. Szczego6lng uwage skupiono na zbadaniu wpltywu warunkéw hodowli (in vivo
oraz in vitro) na aktywnos$¢ i specyficzno$¢ substratowg tych enzymow obecnych
w lisciach, poniewaz juz w poprzedniej czgsci badan (rozdzial: 4.1.5, 4.1.6 oraz 4.1.7)
dotyczacej sktadu acylolipidow, odnotowano znaczace réznice w ilosci 1 sktadzie tych
zwigzkow pomigdzy lis¢émi hodowanymi w warunkach in vivo i in vitro. Nastepnie,
przeprowadzone zostaty badania dotyczace procesu remodelowania fosfolipidow
obecnych w lisciach C. sativa z obu warunkow hodowli.

Frakcje mikrosomalne stanowigce zrodto badanych enzyméw wyizolowano
z lisci hodowanych in vivo oraz in vitro, a testy enzymatyczne przeprowadzono stosujgc
parametry wyznaczone uprzednio dla enzymoé6w LPLAT, obecnych w nasionach
C. sativa. Weryfikacj¢ zoptymalizowanych parametrow wykonano jedynie dla enzymow
LPEAT obecnych w lisciach roslin hodowanych w warunkach in vivo, ktore okazaty si¢
by¢ tozsame z wynikami otrzymanymi dla tych enzymow obecnych w nasionach (Aneks

Rys. A3).

4.4.1. Aktywnos¢ i specyficznosé¢ substratowa w reakcjach forward enzyméw typu
LPLAT obecnych w lisciach Camelina sativa z hodowli w warunkach in vivo oraz in
vitro

Testy enzymatyczne przeprowadzono w celu okreSlenia aktywnos$ci
i specyficznosci enzymow LPCAT, LPEAT oraz LPAAT. Badania te przeprowadzono
w obecnosci  odpowiedniego sn-1-18:1-LPL jako akceptora grup acylowych oraz
dziesigciu réznych donoréw grup acylowych. Do prezentacji wynikow dotyczacych
aktywnosci testowanych enzyméw wybrano wyniki testow wykorzystujace 16:0-CoA
oraz 18:2-CoA jako donory grup acylowych (Rys. 32). Aktywnos$¢ badanych enzymow
wzgledem pozostatych testowanych acylo-CoA przedstawiono w Aneksie na Rys. A4.

Aktywnos¢ wszystkich testowanych enzymow okazata si¢ by¢ znaczaco wyzsza
w lisciach z hodowli w warunkach in vitro niz z warunkow in vivo (Rys. 3, Aneks Rys.

A4). Enzymy LPCAT wykazywaty okoto 3 oraz 2,8 razy wigksza aktywnos$¢, natomiast
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enzymy LPEAT okoto 2,8 oraz 6,8 razy wyzsza aktywno$¢ odpowiednio dla testow
wykorzystujacych 16:0-CoA oraz 18:2-CoA. Oba enzymy efektywniej prowadzity proces
acylacji w obecnosci 18:2-CoA. Dla enzyméw LPCAT bylo to okolo 2,5 i 2,6 razy
wydajniej, podczas gdy dla LPEAT okoto 1,6 i 3,5 razy efektywniej odpowiednio dla
enzymow obecnych w lisciach z warunkow in vivo oraz in vitro (Rys. 32ab). Enzymy
LPAAT wykazywaly tendencje odwrotng. Z obu testowanych donoréw grup acylowych
preferowaly one o okoto 1,2 razy lepiej 16:0-CoA. Jednakze wcigz dla enzymow
pochodzace z tkanek in vitro odnotowywano ponadto dwukrotnie wyzsze aktywnosci

(Rys. 32c).
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Rys. 32. Aktywnos$¢ enzymow typu LPCAT - acylotransferazy acylo-CoA:
lizofosfatydylocholina (a), LPEAT - acylotransferazy acylo-CoA:

lizofosfatydyloetanoloamina (b) oraz LPAAT - acylotransferazy acylo-CoA:kwas
lizofosfatydowy (c) obecnych we frakcjach mikrosomalnych lisci C. sativa z hodowli in
vivo oraz in vitro. Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci S$rednie wraz
z odchyleniem standardowym (n > 3). Asteryksy oznaczajg istotno$¢ statystyczng

pomiedzy aktywnoscig testowanych LPLATOw w stosunku do danego donora grup
acylowych dla lisci in vivo (stupki po lewej — ciemniejsze), a aktywnoscig dla lisci in vitro
(stupki po prawej — jasniejsze), ktéra zostala wyznaczona przy zastosowaniu testu
t-Studenta, gdzie *** - p <0,001.

W celu przeprowadzenia szczegdtowe] analizy specyficznosci substratowe;j
enzymoéw LPLAT, wyniki przeprowadzonych testoéw wykorzystujacych kombinacje
odpowiednich lizolipidéw z 10-cioma réznymi acylo-CoA przedstawiono jako procent
aktywnos$ci w stosunku do 16:0-CoA (warto$¢ referencyjna). Na poszczegodlnych
wykresach przedstawiono w ten sposob wyniki otrzymane w testach wykorzystujacych

frakcje mikrosomalne z lisci z warunkow in vivo oraz in vitro.
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Enzymy LPCAT obecne we frakcjach mikrosomalnych lisci C. sativa z hodowli
zarowno w warunkach in vivo, jak i in vitro wykazywaty najwyzsza aktywno$¢
w stosunku do acylo-CoA z nienasyconymi 18-wegglowymi kwasami tluszczowymi.
Aktywnos¢ ta byta nawet o 2-3 razy wigksza niz w stosunku do 16:0-CoA. Warunki
hodowli tylko nieznacznie wptywaly na zmiane¢ specyficznosci substratowej enzymow
LPCAT. Enzymy te obecne w tkankach in vitro wykazywaly np. najwyzsza aktywnos$¢
w testach z 18:3-CoA, podczas gdy te z frakcji mikrosomalnej z lisci z warunkéw in vivo
najefektywniej wykorzystywaty 18:2-CoA. Wzgledem pozostatych testowanych
donoroéw grup acylowych aktywno$¢ byta duzo nizsza; maksymalnie 20% aktywnosci
w stosunku do 16:0-CoA. Brak byto réwniez wyraznych réznic w wykorzystywaniu tych
acylo-CoA przez LPCATY obecne w obu testowanych tkankach (Rys. 33a).

Warunki hodowli istotnie wplynety natomiast na specyficzno$¢ substratowa
enzymoOw LPEAT. Specyficzno$¢ tych enzyméw, w porownaniu do specyficzno$ci
referencyjnej tj. w stosunku do 16:0-CoA, byta w testach z frakcjami mikrosomalnymi
z lisci z hodowli in vitro o wiele wyzsza do acylo-COA z nienasyconymi 18-to
weglowymi kwasami thuszczowymi niz w testach z frakcjami mikrosomalnymi z lisci
z warunkow in vivo. W przypadku 18:1-CoA byto to odpowiednio (okoto) 100% i 200%,
w testach z 18:2-CoA odpowiednio 170% i 370%, a w testach z 18:3-CoA odpowiednio
80% 1 150% wartosci referencyjnej. Dla pozostalych acylo-CoA odnotowano odwrotng
tendencje; zaobserwowano spadek wzglednej aktywnosci enzymow LPEAT
wystepujacych w lisciach hodowanych w warunkach in vitro, w stosunku do nasyconych
acylo-CoA oraz bardzo dlugotancuchowych acylo-CoA. Nalezy jednak zaznaczyc,
ze wzgledna aktywnos$¢ testowanych LPEATOw w stosunku do tych acylo-CoA nie
przekraczata 10% aktywnosci w stosunku do 16:0-CoA, oprocz 18:0-CoA dla ktorego
wynosilta odpowiednio 37% 1 27% wartosci referencyjnej (Rys. 33b).

Wzgledna aktywno$¢ enzymoéw LPAAT  wystepujacych we  frakeji
mikrosomalnej z lisci z hodowli in vitro byta wyzsza w poréwnaniu do wzglgdnej
aktywnosci tych enzymow z frakcji mikrosomalnych lici z hodowli in vivo dla
wigkszosci z testowanych acylo-CoA. Najbardziej drastyczny wzrost preferencji wykryto
w stosunku do 18:1-CoA, wzglgdem, ktorego aktywnos¢ wzrosta z okoto 100% do okoto
180% aktywnosci referencyjnej (tj. w stosunku do 16:0-CoA). Znaczace rozbieznosci
zaobserwowano rowniez w preferencji tych enzymoéw do 10:0-CoA (wzrost o 14%
wartosci referencyjnej), 12:0-CoA (wzrost 0 22%), 18:0-CoA (wzrost z 11%), 18:3-CoA
(wzrost 0 26%) oraz 20:1-CoA (wzrost o 3%). Wzgledna aktywno$¢ wobec 14:0-CoA
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oraz 18:2-CoA byta taka sama w testach z frakcjami mikrosomalnymi z warunkow
in vivo, jak i in vitro (Rys. 33c).

Dla enzymow LPEAT oraz enzyméw LPAAT wystepujacych w lisciach
hodowanych w warunkach in vitro nie odnotowano aktywnosci w stosunku do 22:1-CoA.
Wartosci bezwzgledne aktywnos$ci badanych enzymow wzgledem wszystkich donoréw

grup acylowych przedstawiono w Aneksie na Rys. A4.
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Rys. 33. Specyficzno$¢ substratowa enzymow typu LPCAT (a), LPEAT (b) oraz LPAAT
(c) wystepujacych w lisciach C. sativa z hodowli w warunkach in vivo oraz in vitro.
Aktywnos$¢ kazdego z enzymodw jest przedstawiona jako wzgledna aktywnos¢ w stosunku
do 16:0-CoA. Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci $rednie wraz z odchyleniem
standardowym (n > 3). Asteryksy oznaczajg istotno$¢ statystyczng pomiedzy aktywnoscig
testowanych LPLAT w stosunku do danego donora grup acylowych dla lisci in vivo,
a aktywnoscig LPLAT obecnych w lisciach in vitro, ktora zostala wyznaczona przy
zastosowaniu testu t-Studenta, gdzie * - p <0,05; ** - p <0,01; *** - p <0,001.
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4.4.2. Intensywno$¢ remodelowania fosfolipidow obecnych w lisciach Camelina
sativa hodowanej w warunkach in vivo oraz in vitro

Do przeprowadzenia do$wiadczen okreslajacych intensywno$¢ remodelowania
fosfolipidow obecnych w lisciach C. sativa wykorzystano zmodyfikowang metode
opisang poprzednio w punkcie 3.17.5 W tym celu wykorzystano alikwoty frakcji
mikrosomalnych (zawierajgce 10 nmol mikrosomalnego PC) z lisci otrzymanych z obu
rodzajow hodowli. Test przeprowadzano w obecnosci trzech réznych znakowanych
weglem [**C] donoréow grup acylowych, ktére byly glownie akceptowane przez te
LPLATy obecne w tkankach wegetatywnych tj. przy obecnosci ['*C]18:1-CoA,
[}4C]18:2-CoA i [**C]18:3-CoA. Ponadto do testéw nie dodawano DTNB, aby okresli¢
efektywnos¢ catego procesu reedycji grup acylowych fosfolipidow, z uwzglednieniem
reakcji backward LPLAT oraz innych reakcji. W celu zniwelowania btedu wynikajacego
z syntezy de novo fosfolipidow z obecnej we frakcjach mikrosomalnych endogennej puli
lizofosfolipidow, przeprowadzono dodatkowo 5 minutowe reakcje, podczas ktorych pula
ta zostaje wykorzystana, a otrzymane wartosci odjeto od wartosci otrzymanych dla
reakcji 60-minutowych.

Otrzymane wyniki jasno wykazaty, ze remodelowanie zarowno puli PC, PE, jak
I PA jest znacznie szybsze we frakcjach mikrosomalnych lisci z warunkow in vitro niz in
vivo. Intensywnos$¢ remodelowania puli PC byta okoto 3-3,7 razy szybsza, puli PE okoto
3-4 razy szybsza, natomiast puli PA okolo 2 do 8,7 razy szybsza, w zaleznosci od
zastosowanego donora grup acylowych. Na efektywnos$¢ remodelowania wplywatl zatem
nie tylko rodzaj hodowli, ale takze rodzaj acylo-CoA, ktorego kwas tluszczowy miat
zostaé wilaczony do puli PL. Najwicksza intensywnos$¢ tego procesu odnotowano
W obecnosci 18:1-CoA 1 byta ona okoto 2-2,8 razy wigksza niz w obecnosci dwoch
pozostatych testowanych acylo-CoA. Kolejno, w procesie remodelowania PC oraz PE,
najefektywniej wykorzystywany byl 18:2-CoA, a nastgpnie 18:3-CoA. Wyjatek od tej
reguty odnotowano dla PA z frakcji mikrosomalnych lisci z warunkow in vivo, ktorego

remodelowanie przebiegato najszybciej w testach z 18:3-CoA (Tabela 13).
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Tabela 13. Calkowita intensywno$¢ remodelowania — inkorporacji grup [**C] acylowych
z puli [**C] acylo-CoA do puli fosfatydylocholiny (PC), fosfatydyloetanoloaminy (PE)
oraz kwasu fosfatydowego (PA) frakcji mikrosomalnych z lici C. sativa z hodowli
w warunkach in vivo oraz in vitro. Wyniki zostaty przedstawione jako wartosci $rednie
wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).

Intensywnos¢ remodelowania

Rodzaj hodowli Donor [pmol [**C]PL/nmol mikrosomalnego
[acylo-CoA] PC/min]
PC PE PA

[*C]18:1-CoA 56?051 36.1051 i8:832

In vivo [“C]18:2-CoA 56,4071 ig:g?)S i8:831
[14C18:3-CoA ffo‘q’z 18:8(7)5 ig:ggl

[“C]18:1-CoA 56'1087 fo'?ogl fd.zoez

In vitro [*“C]18:2-CoA 55?065 30'.3012 i096108
[14C18:3-CoA i(l):f)g ig:(z)(lﬂ i8$§9

4.4.3. Czas calkowitej wymiany kwasow tluszczowych w puli wybranych
fosfolipidow lisci Camelina sativa z hodowli w warunkach in vivo oraz in vitro

Biorac pod uwagge ilosci poszczegolnych fosfolipidow: PC, PE oraz PA obecnych
w lisciach C. sativa oraz intensywnos$¢ remodelowania tych lipidow mozliwe byto
okreslenie szacunkowego czasu catkowitej wymiany grup acylowych migdzy nimi, a pulg
cytoplazmatycznego acylo-CoA. Obliczenia wykonane zostaly zgodnie ze wczesniej
opisanym schematem w punkcie 4.3.9.

Wyniki przedstawione w Tabeli 14 wykazaly, ze czas remodelowania
fosfolipidow obecnych w lisciach z hodowli in vitro moze by¢ wyraznie szybszy od tego
procesu zachodzacego w lisciach z hodowli in vivo. Najszybsza wymiana kwasow
thuszczowych wydaje si¢ odbywa¢ w puli PA. Na podstawie testow z frakcjami
mikrosomalnymi z lici ro§lin hodowanymi w warunkach in vitro wykazano, ze catkowita
wymiana kwasow ttuszczowych w puli PA tych lisci potencjalnie mogtaby dokonac si¢

w okoto 2,3 godz. (w obecnosci 18:1-CoA) oraz w okoto 2,8 godz. (w obecnosci 18:2-
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CoA oraz 18:3-CoA). Kwasy ttuszczowe w puli PA, obecnej w lisciach in vivo,
potencjalnie moglyby by¢ wymieniane odpowiednio 24, 19 i 9,5 razy dtuzej przy
wykorzystaniu do tej wymiany odpowiednio 18:1-CoA, 18:2-CoA oraz 18:3-CoA.
Najdtuzszy proces catkowitej edycji grup acylowych wydaje si¢ dotyczy¢ puli PE obecne;j
w lisciach C. sativa. Na podstawie wynikow testow, wykorzystujacych do wymiany
18:1-CoA, wykazano, ze w liSciach z warunkéw in vivo proces ten trwatby 96,9 godz.,
aw lisciach z warunkéw In vitro 17,2 godz., za§ przy wykorzystaniu 18:2-CoA
odpowiednio 160,4 godz. oraz 32,4 godz., a w obecnos$ci 18:3-CoA odpowiednio 218,6
godz. oraz 98,2 godz. Pula PC testowanych frakcji mikrosomalnych ulegata procesowi
remodelowania najefektywniej w obecnosci 18:1-CoA. Wyliczony na podstawie tych
testow proces catkowitej wymiany kwasow ttuszczowych w PC lisci z warunkow in vivo
oraz PC li$ci z warunkow in vitro oscylowatby w granicach 39,2 godz. oraz 10,5 godz.,
odpowiednio przy wykorzystaniu pozostatych donoréw grup acylowych czas catkowitej
wymiany wydtuzy? sie o okoto 1,8 -2,5 razy (Tabela 14).

Tabela 14. Szacowany czas catkowitej wymiany grup acylowych obecnych w puli
fosfatydylocholiny, fosfatydyloetanoloaminy oraz kwasu fosfatydowego z kwasami
thuszczowymi znajdujacymi si¢ w puli acylo-CoA w liSciach C. sativa z hodowli
w warunkach in vivo oraz in vitro.

Czas wymiany grup acylowych z obu pozycji sn

kiodcézﬁi [acSI(())r-]g:)A] puli PC, PE o;;z/lzggig[glégyz/l?cylowe z puli
PC PE PA
[*“C]18:1-CoA 39,2 96,9 56,1
In vivo [*“C]18:2-CoA 70,6 160,4 53
[*“C18:3-CoA 76,7 218,6 26,5
[*“C]18:1-CoA 10,5 17,2 2,3
In vitro [14C]18:2-CoA 21,4 32,4 2,8
[*“C18:3-CoA 26,2 98,2 2,8
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4.5. Charakterystyka enzymow LPEAT obecnych w tkankach Camelina sativa

Jak wykazano w powyzej omawianych badaniach, na aktywno$¢ enzymow
LPLAT ma wptyw zaréwno stadium rozwojowe, jak w przypadku nasion, czy wptyw
warunkoéw hodowli, jak w przypadku tych enzymow obecnych w lisciach C. sativa.

Fosfolipidy, bedace gléwnym produktem reakcji forward enzymow LPLAT,
szczegdlnie fosfatydylocholina oraz fosfatydyloetanoloamina oraz ich sktad kwaséw
thuszczowych wplywaja na ptynno$¢ membran biologicznych, stabilizujac ich strukturg
W roznych warunkach temperaturowych. Dotychczas rola enzymow LPLAT w tym
procesie nie zostata poznana, w zwigzku z czym dalsza cze¢$¢ badan zostata poswigcona
zweryfikowaniu wptywu temperatury na aktywno$¢ 1 specyficzno$¢ substratowa
enzymoOw LPLAT syntezujacych te fosfolipidy.

Na podstawie otrzymanych wynikéw podjeto kolejne etapy badan majace na celu
zbadanie ekspresji gendw kodujacych te enzymy, sklonowanie tych genow oraz poznanie

zarowno ich struktury aminokwasowej, jak i pochodzenia ewolucyjnego.

4.5.1. Zalezno$¢ aktywnosci oraz specyficznosci substratowej enzymow LPCAT oraz
LPEAT obecnych w tkankach wegetatywnych oraz generatywnych Camelina sativa
od temperatury

Do zweryfikowania wptywu temperatury na aktywno$¢ wybranych enzymow
z grupy LPLAT wykorzystano frakcje mikrosomalne, bgdace zrédtem testowanych
enzymoéw, z tkanek wegetatywnych: lisci i korzeni z hodowli in vitro, liSci z hodowli in
vivo oraz nasion otrzymanych z drugiego stadium rozwojowego. Testy
te przeprowadzono w obecnosci odpowiednich sn-1-18:1-LPL oraz pieciu wybranych
donorow grup acylowych, ktore wystepujag w tkankach C. sativa, a kwasy tluszczowe
wystepujace w tych acylo-CoA sa rozpatrywane jako te ktore gldéwnie wplywaja na
regulacje ptynnosci membran biologicznych tj. kwasy nienasycone (18:1, 18:2, 18:3) oraz
dwa z kwasoéw nasyconych (16:0 oraz 18:0). Badania prowadzono w czterech
temperaturach: 10, 20, 30 oraz 40 °C.

Wstepnie przeprowadzone badania jednoznacznie wykazaly, ze specyficznos¢
substratowa enzyméw LPCAT w stosunku do acylo-CoA z nienasyconymi kwasami
tluszczowymi nie zmieniata si¢ znaczaco pod wptywem temperatury bez wzglgdu na to
czy ich zrédlem byly tkanki nadziemne, czy podziemne. Wraz ze wzrostem temperatury

reakcji wykazywaty one podobny wzrost aktywnos$¢ w stosunku do wszystkich badanych
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acylo-CoA z nienasyconymi kwasami tluszczowymi. W testach z tymi acylo-CoA,
w zakresie temperatur pomiedzy 10, a 40 °C, dla enzyméw LPCAT obecnych w lisciach
z hodowli in vivo odnotowano wzrost aktywnos$ci o okoto 3,3-3,9 razy, a dla LPCATow
z frakcji mikrosomalnych korzeni z warunkéw in vitro wzrost aktywnosci o okoto 2,5-3,1
razy. Specyficznos¢ badanych LPCATow wzgledem nasyconych acylo-CoA ulegata
takze pewnym zmianom w zakresie badanych temperatur. Wzgledna aktywnos¢ tych
enzymow zarowno w stosunku do 16:0-CoA, jak i 18:0-CoA byta wyzsza w nizszych
temperaturach. Wraz ze wzrostem temperatury reakcji ich aktywno$¢ rosta szybciej
w stosunku do acylo-CoA z nienasyconymi kwasami thuszczowymi niz do tych
z nasyconymi. W przypadku 16:0-CoA tendencje te odnotowywano dopiero
W temperaturach wyzszych niz 20 °C (Rys. 34).

Calkowicie odmienny wzor wplywu temperatury na specyficzno$¢ substratowa
odnotowano dla enzyméw LPEAT obecnych w tkankach C. sativa. Preferencje tych
enzymoOw w stosunku do testowanych acylo-CoA zalezaly istotnie od temperatury.
Ponadto zaobserwowane tendencje byly powtarzalne we wszystkich testowanych
tkankach, zar6wno wegetatywnych, jak i generatywnych.

Najwyzszg aktywnos¢ enzymow LPEAT, rowniez niezalezng od tkanki
stanowigcej ich zrodilo, odnotowano wzgledem 18:2-CoA. Maksimum tej aktywnos$ci
w testach z mikrosomami z tkanek wegetatywnych przypadato jednak na 30 °C,
a w testach z mikrosomami z nasion na 20 °C (Rys. 35). Z drugiej strony, enzymy te
wykazywaly najmniejszg specyficzno$¢ w stosunku do 18:0-CoA ze wszystkich
testowanych acylo-CoA. Aktywno$¢ badanych LPEATOw w stosunku do tego acylo-
CoA byla stosunkowo niska i wynosita najwyzej 11% maksymalnej aktywnosci
odnotowanej dla 18:2-CoA w testach z trzema z badanych frakcji mikrosomalnych,
a w testach z frakcja mikrosomalng z lisci z warunkow in vivo oSiggata wyzsze wartosci
—nawet do 23% aktywnosci w stosunku do 18:2-CoA. Zmiany temperatury nie wplywaly
znaczgco na wzgledna (mierzong jako procent aktywnosci referencyjnej tj. w stosunku do
18:2-CoA) intensywnos$¢ wykorzystania tego donora grup acylowych (Rys. 35).

Oprocz enzyméw LPEAT obecnych w lisciach z hodowli in vivo, enzymy
te obecne w pozostatych trzech frakcjach mikrosomalnych nie wykazywaty znaczacych
zmian w preferencjach w stosunku do drugiego acylo-CoA z nasyconym kwasem
thuszczowym tj. w stosunku do 16:0-CoA. Ich wzglgdna aktywno$¢ (mierzona jako
% aktywnosci referencyjnej) byta zblizona we wszystkich testowanych temperaturach

(Rys. 35). Jednakze w przypadku LPEATO6w frakcji mikrosomalnej lisci z warunkéw in
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vivo wzgledna aktywnos¢ LPEATOw w stosunku do 16:0-CoA wzrastala mocno
w wyzszych z testowanych temperatur. W temperaturze 40 °C aktywno$¢ ta wynosita
85% aktywnosci w stosunku do 18:2-CoA, podczas gdy w temperaturze 10 °C bylo to
ponizej 50% tej aktywnosci (Rys. 35a).

Zarowno w stosunku do 18:1-CoA, jak i do 18:3-CoA odnotowano wysoka
aktywno$¢ LPEAToOw we wszystkich badanych tkankach. Preferencje tych enzymoéw
wzgledem obu wskazanych donoréw grup acylowych byty jednak mocno uzaleznione od
temperatury. Efekt ten dotyczyl przede wszystkim enzymow LPEAT wystepujacych
w tkankach wegetatywnych. W temperaturze 10 oraz 20 °C enzymy te preferowaty
wykorzystanie 18:3-CoA odpowiednio w lisciach z hodowli in vivo o okoto 35 i 33%
efektywnie niz 18:1-CoA, w lisciach z warunkow in vitro o okoto 46 i 29%,
aw korzeniach in vitro o okoto 13 oraz 28%. Odwrotne tendencje odnotowano
w wyzszych temperaturach, 30 oraz 40 °C, gdzie bardziej faworyzowany byt 18:1-CoA.
Odpowiednio w 30 °C aktywno$¢ w stosunku do tego donora byta okoto 30-58% wyzsza,
natomiast w 40 °C okoto 20-30% wyzsza niz aktywnos$¢ w stosunku do 18:3-CoA (Rys.
35a-c). Podobne zmiany w preferencji kwasu oleinowego oraz linolenowego odnotowano
dla enzyméw LPEAT obecnych w nasionach C. sativa. Przy czym tendencje te
odnotowano tylko dla temperatury 30 oraz 40 °C, gdzie odpowiednio odnotowano o okoto
1,2 i 1,3 razy efektywniejsze wykorzystanie 18:3-CoA niz 18:1-CoA (Rys. 35d).

Sposrod wszystkich badanych tkanek C. sativa najnizszg aktywnos$¢ enzymow
LPEAT odnotowano dla frakcji mikrosomalnych z liSci roslin hodowanych in vivo.
Najwyzsza za$ aktywno$¢ LPEATOw zaobserwowano we frakcjach mikrosomalnych
z lisci z warunkow in vitro. Aktywno$¢ LPEAT w lisciach z warunkéw in vitro
w poréwnaniu do tej aktywnosci w liSciach z warunkow in vivo bylta $rednio nawet 8,8
razy wigksza wowczas, gdy testy przeprowadzano w 10 °C, okolo 6,6 razy wigksza
w 20130 °C i okoto 4,7 razy wyzsza w 40 °C (Srednia réznica aktywnosci w danej
temperaturze w stosunku do wszystkich testowanych acylo-CoA); (Rys. 35a-b). Dla
enzymow LPEAT obecnych w korzeniach in vitro oraz nasionach zebranych w 24-26
DAF odnotowano stosunkowo porownywalne aktywnos$ci. Rowniez dla tych enzymow
nie zaobserwowano znaczacego wptywu wysokiej temperatury (40°C) na spadek ich
aktywnosci, tak jak w przypadku enzymow LPEAT obecnych w lisciach in vitro, gdzie
skrajnie, wysoka testowana temperatura prowadzita do spadku o nawet 60% aktywnosci

w stosunku do 18-weglowych nienasyconych acylo-CoA (Rys. 35b-d).
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Rys. 34. Wpltyw temperatury na specyficzno$¢ substratowg enzyméw typu LPCAT
wystepujacych we frakcjach mikrosomalnych z: lisci C. sativa hodowanej w warunkach
in vivo (a) oraz z korzeni C. sativa z warunkow in vitro (b). Wyniki zostaly przedstawione
jako wartosci srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
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Rys. 35. Wplyw temperatury na aktywno$¢ enzyméw LPEAT obecnych we frakcjach
mikrosomalnych roéznych tkanek C. satvia. a — liscie in vivo, b — liscie in vitro,
¢ — korzenie in vitro, d — nasiona. Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci $rednie
wraz z odchyleniem standardowym (n > 3). Asteryksy oznaczaja istotnos$¢ statystyczng
w odnotowanej aktywnosci pomiedzy testami enzymatycznymi z dodatkiem 18:1-CoA,
a z dodatkiem 18:3-CoA. Istotnos¢ ta zostala wyznaczona przy zastosowaniu testu
t-Studenta, gdzie * - p <0,05; ** - p<0,01; *** - p <0,001.

W celu zweryfikowania odnotowanych tendencji do zmian, pod wplywem
temperatury, specyficznosci substratowej enzymow LPEAT w tkankach wegetatywnych,
glownie w lisciach, przeprowadzono testy selektywnosci z wykorzystaniem jako zrodto
enzymow, frakcji mikrosomalnych z tych tkanek z roslin hodowanych w warunkach
invivo oraz in vitro. Testy przeprowadzono w 10 oraz 30 °C, czyli temperaturach,
W ktorych odnotowano najwieksze rozbieznosci w preferencjach LPEAT. Eksperymenty
dla obu z frakcji mikrosomalnych przeprowadzano w obecnosci BSA (imitujgcego
naturalnie wystgpujace biatko wigzacego acylo-CoA). Wyniki zostaty przedstawione
jako % aktywnosci odnotwanej w stosunku do najlepiej wykorzystywanego acylo-CoA,
czyli 18:2-CoA.

Enzymy LPEAT z frakcji mikrosomalnych lici z warunkoéw in vivo wykazaty
niezaleznie od temperatury niemal takie same preferencj¢ w stosunku do 18:1-CoA oraz
18:2-CoA. Efektywnos¢ w wykorzystaniu 16:0-CoA, 18:0-CoA oraz 18:3-CoA
w temperaturze 30 °C byta do siebie bardzo zblizona i wynosita okoto 30% aktywnosci
w stosunku do 18:2-CoA (traktowanej jako aktywno$¢ referencyjna). W temperaturze
10 °C, wzglgdna aktywnos¢ (% aktywnosci referencyjnej) w stosunku do 18:0-CoA byta
bardzo podobna jak w testach przeprowadzonych w 30 °C, podczas gdy wykorzystanie
16:0-CoA oraz 18:3-CoA wynosito az okoto 52% aktywnosci referencyjnej (Rys. 36a).
Tendencje w zmianach aktywno$ci wzglednej w stosunku do 18:3-CoA pozostaty wiec

takie same jak obserwowane w testach wykorzystujacych pojedyncze acylo-CoA.
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Nie odnotowano jednak wptywu temperatury na aktywnos$¢ wzgledng tych enzymow
w stosunku do 18:1-CoA.

W przypadku enzyméw LPEAT obecnych we frakcjach mikrosomalnych z lisci
C. sativa hodowanej w warunkach in vitro odnotowano nieco podobny wplyw
temperatury na ich aktywno$¢ wzgledng w stosunku do 18:1-CoA i 18:3-CoA jak
W testach z pojedynczymi substratami. Wzrost temperatury reakcji powodowal znaczacy
wzrost tej aktywnosci w stosunku do 18:1-CoA (w 30 °C aktywnos$¢ w stosunku do tego
acylo-CoA byta 1,5 razy wyzsza niz w stosunku do 18:2-CoA) i pewien spadek tej
aktywnos$ci w stosunku do 18:3-CoA. Wzrost temperatury reakcji wywolywat rowniez
wzrost aktywno$ci wzglednej omawianych enzyméw LPEAT w stosunku do 16:0-CoA
i 18:0-CoA (Rys. 36b).
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Rys. 36. Aktywnos$¢ acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfatydyloetanoloamina (LPEAT)
obecnych we frakcjach mikrosomalnej z lisci C. sativa hodowanej w warunkach in vivo
(a) oraz in vitro (b) wzgledem pieciu r6znym donorom grup acylowych dodawanych do
mieszaniny reakcyjnej w rowno molowym stezeniu wraz z BSA. Wyniki zostaty
przedstawione jako wartosci srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).

4.5.2. Wplyw temperatury na intensywno$¢ procesu remodelowania puli
fosfatydyloetanoloaminy, obecnej w lisciach Camelina sativa hodowanej
w warunkach in vivo

Kolejnym etapem badan byto zweryfikowanie w jaki sposob temperatura wptywa
na proces remodelowania puli fosfatydyloetanoloaminy, ktory jest katalizowany zaréwno
przez aktywno$¢ backward enzymow LPEAT, jak i wspolnie z aktywnoscia fosfolipazy

Az ienzymow PDAT. Testy te przeprowadzono zgodnie z protokotem opisanym
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W rozdziale 3.17.5, natomiast wyniki zostaly obliczone zgodnie ze wzorem opisanym
w rozdziale 4.3.7.

Badania dotyczace wplywu temperatury na proces edycji grup acylowych w puli
PE przeprowadzono wyltacznie na frakcjach mikrosomalnych lisci hodowanych
w warunkach in vivo, poniewaz sg to warunki najbardziej odzwierciedlajagce naturalne
warunki hodowli roélin, a to wtasnie w tych warunkach rosliny sa szczeg6lnie narazone
na nagle zmiany temperatury. Ponadto dla enzymow typu LPEAT obecnych w tych
tkankach odnotowano najwigksze zmiany w specyficznosci substratowe] wzgledem
testowanych donorow grup acylowych.

Wykonane badania wyraznie wykazaly, ze proces remodelowania jest znacznie
intensywniejszy w temperaturze 40 °C, niz w temperaturze 10 °C. Zmiany
W intensywno$ci remodelowania odnotowano dla reakcji wykorzystujgcych trzy
z czterech testowanych acylo-CoA; dla 18:1-CoA, 18:2-CoA oraz 18:3-CoA. Nie
odnotowano natomiast zadnej aktywnos$¢ badz byta ona ponizej poziomu detekcji, dla
tych reakcji w testach z udziatem 16:0-CoA. Odpowiednio dla reakcji z wykorzystaniem
18:1-CoA odnotowano 3,7-krotny, dla reakcji wykorzystujacych 18:2-CoA 4,6-krotny,
adla tych z 18:3-CoA 3,3-krotny wzrost catkowitej intensywnosci remodelowania
(reakcje bez dodatku DTNB). Podobne tendencje odnotowano dla procesu
remodelowania w wyniku aktywnosci wylacznie fosfolipaz oraz enzyméw PDAT (,,inne”
reakcje) oraz dla procesdéw katalizowanych jedynie przez aktywno$¢ backward enzymow
LPEAT. Udziat tych ostatnich reakcji byt jednak duzo mniejszy niz udziat tzw. ,,innych”
reakcji w procesie remodelowania puli PE. Wahat si¢ on od 0% (reakcje z udziatem
18:3-CoA w 40 °C) do okoto 19% - reakcje z udziatem 18:1-CoA w 10 °C (Tabela 15).

Bioragc pod uwage calkowita intensywnos$¢ procesu remodelowania puli PE
(reakcje bez dodatku DTNB) oraz zawarto$¢ tego fosfolipidu w lisciach C. sativa
hodowanej w warunkach in vivo mozliwe byto okreslenie szacunkowego czasu catkowitej
wymiany kwasow thuszczowych wystepujacych w tej puli PE, ktory zostal wyliczony
zgodnie ze wzorem omdOwionym w rozdziale 4.3.9. Otrzymane wyniki wykazaty, ze
w temperaturze 10 °C, wymiana trwataby od okoto 7,2 do 13,8 dni, a w temperaturze
40 °C od okoto 1,8 do 5,1 dni. Czas tej wymiany i w jednej i drugiej z testowanych
temperatur zalezal od wykorzystywanego w testach donora grup acylowych i byl

najwolniejszy w przypadku obecnosci 18:3-CoA (Tabela 15).
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Tabela 15. Wplyw temperatury na efektywnos$¢ wlaczania [**C]grup acylowych z [**C]acylo-CoA do puli fosfatydyloetanoloaminy obecnej we
frakcji mikrosomalnej z lisci C. sativa (hodowanej w warunkach in vivo) w wyniku aktywno$¢ typu ,,do przodu — forward” przeprowadzanej przez
acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfatydyloetanoloamina (LPEAT) potaczonej z aktywnoscia typu ,,do tylu — backward” przeprowadzanej przez
te enzymy oraz z aktywnos$cig innych enzymow uczestniczacych w wytwarzaniu LPE. Reakcje zostaty przeprowadzone bez dodatku do reakcji
DTNB (LPE wytwarzana w reakcjach ,,do tytlu — backward” przeprowadzanych przez LPEATYy oraz przez reakcje innego typu) oraz z dodatkiem
DTNB (lizofosfolipidy wytwarzane jedynie przez ,,inne” reakcje). Delta reprezentuje efektywnos¢ wymiany grup acylowych w wyniku aktywnosci
typu ,,do tylu” przez badane acylotransferazy (od wartosci uzyskanych z testow bez dodatku DTNB odjeto wartosci uzyskane z testow z DTNB).
Wyniki zostaty przedstawione jako warto$ci srednie wraz z odchyleniem standardowych (n > 3).

pmol [*C]PE/nmol mikrosomalnego PC/min

Temperatura Donor Czas wymiany grup acylowych z obu pozycji sn puli PE
[acylo-CoA] -DTNB +DTNB A na grupy acylowe z puli acylo-CoA (dni [godz.])

[**C]18:1-CoA 0,08 +0,003 0,07 + 0,001 0,015 7,2 [173,2 godz.]

10 °C [*“C]18:2-CoA 0,07 + 0,001 0,06 + 0,002 0,01 8,9 [215,5 godz.]
[*“C]18:3-CoA 0,04 £0,003 0,04 +0.002 0,005 13,8 [331,7 godz.]
[*“C]18:1-CoA 0,3 +0,01 0,25+ 0,01 0,048 2,0 [48 godz.]

40 °C [*“C]18:2-CoA 0,32 +0,01 0,28 + 0,003 0,044 1,8 [43,7 godz.]
[“C]18:3-CoA 0,13+0,001  0,13+0,001 0 5,1 [112,9 godz.]




4.5.3. Analiza filogenetyczna wariantow izoformy CSLPEAT1 oraz CsSLPEAT2

Dalsza czg¢$¢ prowadzonych badan skupiala si¢ na sklonowaniu oraz analizie
sekwencji genomowych oraz aminokwasowych enzyméw LPEAT obecnych w tkankach
C. sativa.

C. sativa jest rosling posiadaja heksaploidalny genom w sktad, ktérego wchodzg
trzy subgenomy. Dwa z nich pochodzg od auto-allotetraploidalnej Camalina neglecta,
trzeci za$ zostal dolgczony w wyniku hybrydyzacji z Camelina hispida (doktadny opis
genomu C. sativa zostal juz omoéwiony rozdziale 1.6.6). W zwigzku z tym kazda
zizoform LPEAT — LPEAT1 oraz LPEAT2 bedzie posiadala trzy rézne warianty.
W przeprowadzonych testach enzymatycznych odnotowano rézne wzory aktywnosci
enzymow CSLPEAT zaro6wno ze wzgledu na ich miejsce wystepowania, warunki hodowli
roslin oraz temperaturg. Pozwolito to na wysnucie przypuszczenia, ze testowane frakcje
mikrosomalne zawieraly rozne izoformy badanych LPEATOw i potencjalnie warianty
tych izoform. Z sukcesem udato si¢ zamplifikowa¢ sekwencje kodujace kolejno
CsLPEAT1a.1 oraz CSLPEATI1a.2, bedace wariantami splicingowymi CsSLPEAT1a,
atakze CsLPEAT2a, CsSLPEAT2b oraz CsLPEAT2c. Do konstrukcji drzewa
filogenetycznego obrazujacego pochodzenie ewolucyjne poszczegdlnych wariantéw obu
izoform C. sativa LPEAT uzyto dodatkowo, pochodzgce z baz danych, sekwencje
referencyjne dwoch wariantow, ktorych nie udato sie¢ zamplifikowaé: CSLPEAT1b oraz
CsLPEATIc oraz sekwencje aminokwasowe LPEAT pochodzace z organizméw innych
przedstawicieli rodziny Brassicaceae. Wykonana analiz filogenetyczna wykazata, ze
wariant CSLPEAT1a oraz CSLPEAT 1b, a takze CSLPEAT?2a oraz CSLPEAT2b s3 ze soba
blizej spokrewnione niz z wariantami CSLPEAT1c oraz CSLPEAT2c. Homologia
sekwencji aminokwasowych tych ostatnich dwoch wariantéw byta wysoka 1 rdznita si¢
znacznie od sekwencji pozostalych analizowanych wariantoéw, na podstawie czego
wysuni¢to wniosek, ze warianty CSLPEAT1c oraz CSLPEAT2c pochodza z genomu
C. hispida, natomiast pozostate analizowane warianty pochodza z C. neglecta.

Ponadto na podstawie wygenerowanych drzew filogenetycznych mozna
zauwazy¢, ze LPEATYy C. sativa sa mniej spokrewniona z LPEATami Arabidopsis niz

z LPEATami pozostatych przedstawicieli rodziny Brassicaceae (Rys. 37).
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Rys. 37. Analiza filogenetyczna sekwencji aminokwasowych kodujacych izoformy
acylotransferaz  acylo-CoA:lizofosfatydyloetanoloamina  (LPEAT)  wstepujacych
u réznych przedstawicieli rodziny Brassicaceae. Powyzej odpowiednio przedstawiono
drzewa filogenetyczne dla wariantow izoformy CsLPEATL1 i izoform LPEATL z innych
organizmow roslinnych (a) oraz dla wariantow izoformy CSLPEAT2 i izoform LPEAT?2
z innych roélin (b). Oba drzewa zostaly ukorzenione przy wykorzystaniu sekwencji
ortologicznych LPEAT1 oraz LPEAT2 wystepujacych w A. thaliana (AtLPEAT1 oraz
AtLPEAT2). Wszystkie sekwencje wykorzystane do analizy oraz ich numery
referencyjne zostaly zamieszone w Tabela 5.
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4.5.4. Uliniowienie sekwencji aminokwasowych poszczegélnych wariantow izoformy
CsLPEAT1 oraz CsLPEAT?2

Kolejnym etapem badan bylo szczegélowe porownanie sekwencji
aminokwasowych enzymow LPEAT, ktore udato si¢ amplifikowaé na bazie materiatu
genetycznego wyizolowanego z roznych tkanek C. sativa.

Dla sekwencji aminokwasowych izoform CsLPEAT1: CsLPEAT1a.l
i CSLPEAT1a.2 oraz izoform CSLPEAT2: CsLPEATZ2a, CsLPEAT2b i CsLPEATZ2c
okreslono procentowe podobienstwo (Tabela 16 oraz 17). Dodatkowo przy pomoc
programu MEGA X dopasowano do siebie badane sekwencje z uwzglednieniem
sekwencji referencyjnych kodujacych odpowiednio LPEAT1 lub LPEAT?2 z A. thaliana
oraz sekwencji kodujacych dwa niesklonowane warianty CsSLPEAT1: CsLPEAT1b oraz
CsLPEAT 1c. Weryfikacja obecnosci domen konserwatywnych zostala przeprowadzona
przy wykorzystaniu wyszukiwarki tych struktur udostepnionej na witrynie internetowej
National Center for Biotechnology Information
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi; Marchler-Bauer i in., 2015).

Analiza skupiajgca si¢ na dwoéch sklonowanych wariantach splicingowych
CsLPEAT1a wykazala, ze ich sekwencje aminokwasowe sg do siebie podobne w 99,24%
(Tabela 16). Ich sekwencje biatkowe roznity sie jedynie trzema aminokwasami
(oznaczone jako czerwone asterysky na Rys. 38). Jedna ze zmian znajdowata si¢
W pozycji 206, w obrgbie miejsca aktywnego odpowiedzialnego za wigzanie
lizofosfolipidu (ang. LPL-binding domain) i dotyczyta wymiany niepolarne;j,
aromatycznej fenyloalaniny na polarng cysteine. Dwie pozostate modyfikacje wigzaty si¢
z wymiang lizyny na kwas glutaminowy (w pozycji 16) oraz glicyny na alaning (W pozycji
111).

Najmniejsze roznice w sekwencji biatkowej odnotowano pomigdzy CSLPEAT?2a
oraz CsLPEAT?2b, dla ktorych podobienstwo wynosito az 98,17%, podczas gdy obie te
sekwencj¢ byty podobne do CSLPEAT2c w 97,61%. Zaobserwowane wyniki koreluja
z pokrewienstwem tych sekwencji wykrytym na podstawie analizy filogenetycznej (Rys.
37). Na podstawie dopasowania sekwencji aminokwasowych tych enzymoéw, a nastepnie
wykorzystaniu algorytmoéw wyszukujacych domeny konserwatywne wykryto, podobnie
jak w przypadku CsLPEAT1, domeny odpowiedzialne za miejsce aktywne wigzania LPL.
Dodatkowo w obrgbie tych sekwencji odnotowano wystegpowanie domen wigzacych
waph (ang. Ca®*-binding domain), charakterystycznych dla bialek uczestniczacych

w szlakach sygnatowych zaleznych od wapnia. Jednak poprzednio przeprowadzone
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badania dotyczace optymalizacji aktywnosci enzymoéw LPEAT obecnych w nasionach

C. sativa wykazaty, ze dodatek jonow wapnia nie stymuluje aktywnosci tych enzymow,

a wrgcz odwrotnie zaobserwowano efekt hamujacy (rozdziat 4.2.5; Rys. 22a). Roznice

W obecnosci poszczegdlnych aminokwaséw odnotowano gtownie na poczatku sekwencji

biatkowych tych enzyméw, jedynie dla wariantu CSLPEAT2a zaobserwowano wymiang

metioniny na izoleucyne¢ oraz wymian¢ kwasu glutaminowego na kwas asparaginowy

W obregbie domeny wigzacej wapn (Rys. 39).

Tabela 16. Procentowe pordéwnanie podobienstwa sekwencji aminokwasowych

wariantow izoformy CSLPEAT1.

a CsLPEAT1a.1

CsLPEAT1a.2

CsLPEAT1a.1

99.24%

CsLPEAT1a.2 99.24%

Tabela 17. Procentowe poroéwnanie podobienstwa sekwencji aminokwasowych

wariantow izoformy CSLPEAT?2.

b CsLPEAT?2a | CsSLPEAT2b | CsSLPEAT2c
CsLPEAT?a 98.17% 98.17%
CsLPEAT2b 98.17% 97.61%
CsLPEAT?Z2c 97.61% 97.61%
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Rys. 38. Dopasowanie sekwencji aminokwasow dla czterech wariantow izoformy CSLPEAT1 oraz sekwencji aminokwasowej AtLPEAT1. Ztotymi
trojkatami oznaczono miejsca wigzania LPE (ang. LPE-binding site). Czarne asteryksy oznaczaja roznice w sekwencjach aminokwasowych
pomiedzy sekwencjami C. sativa, a A. thaliana. Czerwone asteryksy oznaczaja roznice w sklonowanych sekwencjach aminokwasowych wariantow
izoformy CsLPEAT 1a. Uliniowienia dokonano przy pomocy programy CLC Main WorkBench.
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Rys. 39. Dopasowanie sekwencji aminokwasow dla trzech wariantoéw izoformy CSLPEAT2 oraz sekwencji aminokwasowej AtLPEAT2. Ztotymi

trojkatami oznaczono miejsca wigzania LPE (ang. LPE-binding site), natomiast miejsce wigzania Ca®* oznaczono srebrng ramka. Czarne asteryksy

oznaczaja roznice w sekwencjach aminokwasowych pomiedzy sekwencjami C. sativa, a A. thaliana. Czerwone asteryksy oznaczaja r6znice pomigdzy
:°§ sklonowanymi sekwencjami aminokwasowi wariantow izoformy CSLPEAT2. Uliniowienia dokonano przy pomocy programy CLC Main WorkBench.



45.5. Wzgledna i bezwzgledna ekspresja genéow kodujacych CsLPEAT
w poszczegolnych tkankach Camelina sativa

W celu uzupetnia badan skupiajacych si¢ na enzymach o aktywnosci LPEAT
przeprowadzona zostata analiza ekspresji genéow kodujacych CSLPEAT zaréwno
w tkankach wegetatywnych takich jak liScie i korzenie z ros$lin hodowanych in vitro oraz
liscie z warunkow in vivo, a takze tkankach generatywnych — nasionach pochodzacych
z Il stadium ich rozwoju. Badania przeprowadzono przy zastosowaniu metody RT-qPCR,
a jako geny referencyjne, niezbedne do normalizacji poziomu ekspresji badanych
wariantow izoform wybrano dwa geny: ACT2, kodujacy B-aktyne, oraz TIP41, kodujacy
aktywator fosfatazy typu 2A. Oba geny wybrano na podstawie danych literaturowych
wskazujacych, ze sg one stabilnie eksprymowane w roznych komoérkach C. sativa (Chao
i in., 2019; Dixit i in., 2019). Analiz¢ ekspres;ji przeprowadzono dla genéw kodujacych
poszczeg6lne warianty CSLPEAT obecnych w tkankach C. sativa, wiacznie z genami
wariantow CSLPEAT, ktérych nie udato si¢ sklonowaé; niezbedne dla nich startery do
reakcji zaprojektowano na podstawie dostgpnych baz danych. Analiza ekspresji genow
zostata wykonana we wspotpracy z dr. Kamilem Demskim.

Uzyskane wyniki dotyczace wzglednej ekspresji zostaly przedstawione na Rys.
39. Dla wigkszosci z gendéw kodujacych izoformy CsLPEAT wzorce zaro6wno
bezwzglednej, jak 1 wzglednej ekspresji byty do siebie podobne. Wyjatek stanowit
jedynie wariant CsLPEAT1c, dla ktorego odnotowano wyzszy poziom ekspresji
wowczas, gdy przeprowadzono pomiar wzglednej ekspresji. Sposrod CSLPEAT1
najlepiej ekprymowany byt gen kodujacy wariant CSLPEAT1a, natomiast sposrod
CsLPEAT?2 byt to gen kodujgcy wariant CSLPEAT2b, ktorego szczegdlnie wysoka
ekspresj¢ odnotowano w tkankach wegetatywnych. Z drugiej strony, odwrotny efekt
(najnizszg ekspresj¢) odnotowano dla CSLPEAT1b oraz CsLPEAT?2c. Biorac pod uwagg
ekspresje wszystkich genéw kodujacych badane warianty obu izoform, to ekspresja
genoéw kodujacych izoform¢ CSLPEATI1 dominuje nad ekspresja genow kodujacych
izoform¢ CSLPEAT2, szczegdlnie w nasionach (Rys. 39). Najwyzszy poziom
bezwzglednej ekspresji genow kodujacych warianty obu izoform CSLPEAT odnotowano
w korzeniach z hodowli in vitro. Bezwzgledna ekspresja genéow kodujacych CSLPEAT
w lisciach C. sativa, réowniez z hodowli in vitro byla okoto 3-krotnie nizsza.
W pozostatych tkankach odnotowano poziom bezwzglednej ekspresji nieco podobny do

tego odnotowanego dla lisci z warunkow in vitro (Rys. 39a, d, g, j).
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Rys. 39. Analiza ekspresji genéw kodujacych warianty izoformy CsSLPEAT1 oraz
CsLPEAT2 w roznych tkankach roélinnych: liscie in vivo (a-c), liscie in vitro (d-f),
korzenie in vitro (g-i) oraz nasiona (j-1). Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci
srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
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4.6. Charakterystyka biochemiczna poszczegolnych izoenzyméw CSLPEAT

Kolejnym etapem badan byto zbadanie osobno kazdego z wariantow CSLPEAT1
oraz CsSLPEAT2, tak aby pozna¢ ich wilasciwosci biochemiczne takie jak optymalne
warunki reakcji enzymatycznych in vitro, aktywno$¢ oraz specyficzno$¢ w stosunku do
réznych akceptorow oraz donoréw grup acylowych. Dodatkowo celem tej czesci badan
bylo zweryfikowanie wptywu temperatury na aktywno$¢ poszczegodlnych wariantow
CsLPEAT1 oraz CSLPEAT2. W tym celu sklonowane sekwencje poszczegolnych
wariantow badanych izoenzyméw CSLPEAT zostaly wprowadzone do systemu
drozdzowego 1 poddane dalszym badaniom opisanym ponizej.

Do transformacji komoérek szczepu drozdzy Saccharomyces cerevisiae AALEL
wprowadzono 5 uprzednio sklonowanych sekwencji kodujacych poszczegdlne warianty
izoenzymow CSLPEAT. Dwie z wklonowanych sekwencji, bedace wariantami
splicingowymi, kodowaty odpowiednio CSLPEAT1a.1 oraz CsLPEAT1a.2, natomiast
trzy kolejne byly sekwencjami kodujacymi warianty izoformy CSLPEAT2: CSLPEAT 2a,
CsLPEAT2b oraz CsSLPEAT2c. Wykorzystany do transformacji szczep drozdzy AALEL,
posiada delecje gldéwnego genu (ALE1) odpowiedzialnego za aktywnos$¢ acylotransferazy
typu acylo-CoA:lizofosfolipid, specyficzng w stosunku do LPC oraz LPE, a wigc
wprowadzenie do niego sekwencji kodujacych biatka o aktywnosci LPEAT powinno
prowadzi¢ do catkowitej komplementacji syntezy PE. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
synteza PE, w komorkach drozdzy moze odbywa si¢ w pewnym stopniu za
posrednictwem drugiej z acylotransferaz typu acylo-CoA:lizofosfolipid — Slcl
(Jasieniecka-Gazarkiewicz i in., 2016). W zwigzku z tym w czeSci z przeprowadzonych
testow w ramach ponizej opisanych badan niezb¢dne bylo wykonanie rownolegle dwoch
testow: jednego przy wykorzystaniu frakcji mikrosomalnej pochodzacej z hodowli
drozdzy z wprowadzong badang sekwencja oraz drugiego z frakcja mikrosomalng
otrzymang z hodowli drozdzy transformowanych pustym plazmidem (stanowigcym ,,tto”
reakcji). Ostateczne wynik aktywno$¢ badanych wariantow enzyméw CSLPEAT
otrzymywano poprzez odjecie iloéci syntetyzowanego de novo [YCJPE w testach
okreslajacych ,.tto” reakcji od iloéci syntetyzowanego de novo [*C]PE w reakcjach
Z wykorzystaniem mikrosoméw z drozdzy niosacych badana sekwencje.

Enzymy CsLPEAT charakteryzowaty si¢ w dotychczas przeprowadzonych
badaniach najnizsza aktywnoscig sposrod badanych enzyméw CSLPLAT. Rowniez dos¢
male aktywnosci odnotowano dla tych enzymow w transformowanych szczepach

drozdzy. W zwiazku z tym w celu czytelniejszej wizualizacji otrzymanych wynikow,
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ilo$¢ de novo syntetyzowanej PE zostata przedstawiona jako ilo§¢ pmol [**C]PE/min/mg
biatka mikrosomalnego. Do obliczen wykorzystano stala warto§¢ wyznaczonag dla
komorek drozdzowych okreslajaca, ze 1 nmol mikrosomalnego PC odpowiada 4,4 pg

biatka mikrosomalnego.

4.6.1. Efekt transformacji szczepu AALE1l Saccharomyces cerevisiae roznymi
wariantami CsSLPEAT1 oraz CsSLPEAT?2

W celu potwierdzenia aktywnos$ci enzymatycznej typu LPEAT, kodowanej przez
sekwencje wprowadzone do systemu drozdzowego, przeprowadzona zostata izolacja
frakcji mikrosomalnych z transformowanych linii, ktore kolejno wykorzystano do testow
enzymatycznych in vitro. Testy przeprowadzono w obecnosci akceptora grup acylowych
w postaci: sn-1-18:1-LPE, natomiast jako donor grup acylowych wykorzystano
[1*C]18:1-CoA.

Wyniki znajdujace si¢ na Rys. 40, przedstawiajg zdjecie autoradiogramu phytki
z rozdzielonymi ekstraktami uzyskanymi w wyniku reakcji enzymatycznych in vitro
Z udzialem badanych frakcji mikrosomalnych. Na zalagczonym zdjeciu mozna
zaobserwowac, ze wszystkie z badanych transformantow byly zdolne do syntezy
fosfatydyloetanoloaminy. Otrzymane wyniki jasno potwierdzajg, ze wprowadzone do

systemu drozdzowego sekwencje kodujg biatka o aktywnosci LPEAT.
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Rys. 40. Komplementacja szlaku syntezy fosfatydyloetanoloaminy w komorkach
drozdzy S. cerevisiae AALE1 w wyniku wprowadzenia do ich genomu sekwencji
genowych poszczegdlnych wariantow CSLPEAT. Do komoérek drozdzowych
wprowadzono geny kodujgce: CSLPEAT1a.1, CsSLPEAT1a.2, CSLPEAT?2a, CsSLPEAT2b
and CSLPEAT2c. Na zdjeciu przedstawiony zostal wyniki testu radioizotopowego
sczytany przy pomocy autoradiografu. Test wykonano przy wykorzystaniu sn-1-18:1-
LPE jako akceptora oraz 18:1-CoA jako donora grup acylowych. Pierwsza kolumna
przedstawia kontrole negatywng - szczep AALE1, ktory nie posiada zdolnosci do syntezy
fosfatydyloetanoloaminy poprzez szlak LPLAT. Wzorce fosfolipidow, rozdzielanych
tacznie z badanymi ekstraktami, otrzymano w wyniku reakcji enzymatycznej
przeprowadzonej z frakcja mikrosomalng ze szczepu dzikiego drozdzy BY4742.
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4.6.2. Optymalizacja parametréw reakcji enzymatycznych katalizowanych przez
rézne izoenzymy CSLPEAT

Przed rozpoczeciem badan dotyczacych wptywu temperatury na aktywnos$¢ oraz
specyficzno$¢ substratowg poszczegdlnych wariantow CSLPEAT, przeprowadzona
zostala optymalizacja dwoch podstawowych parametréw reakcji enzymatycznych in
vitro prowadzonych przez te enzymy. W ramach tych doswiadczen wyznaczony zostat
optymalny czas reakcji oraz optymalna ilo§¢ frakcji mikrosomalnej. Wszystkie
Z eksperymentdéw przeprowadzono w obecnoéci sn-1-18:1-LPE i [**C]18:1-CoA oraz
0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,2, ktéry réwniez jak w przypadku testow
z wykorzystaniem ro$linnych frakcji mikrosomalnych, imituje $rodowisko naturalne
badanych enzymow. We wszystkich eksperymentach optymalizacyjnych zastosowano
temperature 30 °C, poniewaz w tych warunkach odnotowano najwyzszg aktywno$¢
enzymoOw LPEAT obecnych w tkankach roslinnych (Rys. 32).

Dla trzech z pigciu badanych CSLPEAT, tj. CsSLPEAT1a.1, CSLPEAT2a oraz
CsLPEAT2c zaobserwowano, ze reakcja przez nie katalizowana przebiega liniowo az do
60 minuty. Kolejno po tym czasie nastepuje faza plateau, podczas ktorej synteza de novo
PE ulega zwolnieniu (CSLPEAT?2c) lub przebiega na podobnym poziomie jak reakcje
zwigzane z jej przeksztatlceniami (CSLPEATl1a.1l, CSLPEAT?2a); (Rys. 4la, c, e).
Dla enzymu kodowanego przez drugi wariant splicingowy sekwencji Ipeatla.2 —
CsLPEATI1a.2, nie odnotowano liniowego przebiegu reakcji, jednakze w reakcji
90 minutowej wykryto najwigkszg ilo$¢ syntetyzowanego produktu. Dodatkowo byta to
ilos¢ pozwalajaca na bezproblemowe odczytanie wartosci na autoradiogramie, co jest
szczegblnie wazne, poniewaz w dalszych badania wykorzystane byly inne donory grup
acylowych, stabiej akceptowane przez CSLPEAT (Rys. 41b). Dla ostatniego badanego
enzymu — CSLPEAT2b, wyznaczono, ze optymalnym czasem reakcji jest 30 minut; po
tym czasie ilo$¢ syntetyzowanego produktu wprawdzie dalej rosta, ale juz z mniejsza
intensywnoscia (Rys. 41d).

Drugim z wyznaczanych parametrow byta ilo$¢ frakcji mikrosomalnej dodawanej
do reakcji enzymatycznej jako zrodto badanych enzymow. Jej zawarto$¢ zostata
przedstawiona jako pug mikrosomalnego biatka. I10$¢ ta zostata wyliczona na podstawie
statej wartosci, dla ktorej 1 nmol mikrosomalnego PC obecnego we frakcjach
mikrosomalnych z komoérek drozdzy wynosi 4,4 pg mikrosomalnego biatka. Dla
wariantow CSLPEAT2b oraz CsLPEAT2c wyznaczone zostaly te same ilosci

mikrosomow, przy ktorych reakcja zachodzi najwydajniej. Wartos$¢ ta wynosita 5,5 pg
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mikrosomalnego biatka (czyli 1,25 nmol mikrosomalnego PC/test). Podwyzszenie lub
obnizenie ilosci frakcji mikrosomalnej dodawanej do mieszaniny reakcyjnej juz
0 zaledwie 1,1 pg biatka mikrosomalnego prowadzit do znacznego zmniejszenia
aktywnosci tych wariantow CSLPEAT2 (Rys. 42de). Dla trzeciego z wariantow
CsLPEAT2 — CsLPEAT2a, najwicksza aktywno$¢ odnotowano podczas reakcji
zawierajagcych az 11 pg mikrosomalnego biatka, co odpowiadato 2,5 nmol
mikrosomalnego PC. Stopniowe zmniejszenie oraz zwigckszenie zawartosci biatka
mikrosomalnego w mieszaninie reakcyjnej prowadzito do zmniejszania aktywnos$ci
CsLPEAT2a; zmniejszenie tej ilosci do 5,5 pg/test powodowalo redukcje tej aktywnosci
ponizej poziomu detekcji (Rys. 42c). Dla obu badanych wariantow CSLPEAT1
odnotowano jeszcze inne optymalne wartosci ,stezenia” frakcji mikrosomalne;.
CsLPEATIa.l wykazywal najwyzszg aktywno$¢ w reakcji z dodatkiem 7,7 pg
mikrosomalnego biatka, podczas gdy CSLPEAT1a.2 wykazywal najwyzsza aktywno$é
przy obecnosci alikwotow frakcji mikrosomalnej zawierajacych 6,6 ug biatka (Rys.
42ab).

Najwigksza aktywnos¢ odnotowano dla wariantow CSLPEAT?2, szczegodlnie dla
CsLPEAT2b oraz CSLPEAT2c, ktorych aktywnos$¢ byta okoto 2,6 razy oraz 3 razy
wieksza odpowiednio w odniesieniu do CSLPEAT1a.1 oraz CSLPEAT1a.2. Chociaz dla
biatek kodowanych przez badane warianty splicingowe Ipeatla odnotowano podobne
aktywno$¢, jednakze dla kazdego z nich wyznaczono inny optymalny czas reakcji oraz
inng optymalng ilo$¢ frakcji mikrosomalnej. Rowniez dla wariantow CSLPEAT?2
ujawniono odmienne optymalne parametry reakcji, co wyraznie wskazuje, ze sklonowane

sekwencje kodujg inne izoenzymy o réznych wiasciwosciach biochemicznych.
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Rys. 41. Optymalizacja czasu reakcji enzymatycznych katalizowanych przez badane
warianty acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfatydyloetanoloamina (LPEAT) z C. sativa
eksprymowanych w systemie drozdzowym. Wyniki zostaty przedstawione jako warto$ci
srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
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Rys. 42. Optymalizacja ilosci frakcji mikrosomalnych dla reakcji enzymatycznych
katalizowanych przez badane warianty acylotransferaz acylo-CoA:
lizofosfatydyloetanoloamina (LPEAT) z C. sativa eksprymowanych w systemie
drozdzowym. Wyniki zostaty przedstawione jako wartosci §rednie wraz z odchyleniem
standardowym (n > 3). Czas reakcji dla izoenzymow: CSLPEAT1a.1, CsSLPEAT2a oraz
CSLPEAT2c¢ wynosit 60 min, dla CSLPEAT1a.2 bylo to 90 min a dla CSLPEAT2b —
30 min.
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4.6.3. Wplyw temperatury na aktywnos¢ oraz specyficzno$¢ substratowg
poszczegolnych izoenzymow CSLPEAT

Po potwierdzeniu zdolnosci do syntezy PE przez badane warianty izoenzymow
CsLPEAT oraz wykonanej optymalizacji warunkow reakcji in vitro dla kazdego z nich,
przeprowadzona zostata analiza ich specyficzno$ci substratowej wzgledem pieciu
wybranych donoroéw grup acylowych (16:0-CoA, 18:0-CoA, 18:1-CoA, 18:2-CoA oraz
18:3-CoA). Eksperymenty wykonano przy zastosowaniu zoptymalizowanych
parametréw reakcji, a jako akceptor grup acylowych wykorzystywano sn-1-18:1-LPE,
ktory wczesniej byt stosowany w testach z frakcjami mikrosomalnymi otrzymanymi
z tkanek wegetatywnych. Uzyskane wyniki prezentujace aktywnosci badanych
CsLPEAT przedstawiono na Rys. 43. Dodatkowo aktywno$¢ uzyskana w testach
Z kazdym z badanych acylo-CoA (dla kazdej z testowanych temperatur) zostata
zaprezentowana jako procent wartosci referencyjnej tj. odnotowanej dla CSLPEAT2b
(Rys. 44).

Otrzymane wyniki wykazaty, ze wszystkie z badanych wariantow CSLPEAT
charakteryzowaly si¢ szczegoOlnie wysoka preferencje w stosunku do 16:0-CoA
niezaleznie od temperatury reakcji. CSLPEATl1a.l oraz CsLPEAT1a.2 osiggaty
najwyzszg aktywno$¢ wzgledem tego substratu w temperaturze 30 °C. Miedzy
minimalng, odnotowang w 10 °C, a maksymalng aktywnoscig dla CSLPEAT1a.1 wartos¢
ta wzrosla o okoto 2,7 razy (do 798 pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego bialka),
podczas gdy dla CSLPEAT1a.2 wzrosta dwukrotnie (do 892 pmol [**C]PE/min/mg
mikrosomalnego biatka). Dalszy wzrost temperatury do 40 °C prowadzit do spadku
aktywnos$ci o okoto 6 oraz 25% odpowiednio dla CsLPEAT1a.1 oraz CsLPEAT1a.2
W poréwnaniu do ich aktywnosci w 30 °C. Oba z omawianych wariantow CSLPEATla
wykazywaly stosunkowo niskg aktywno$¢ w pordéwnaniu do pozostalych badanych
wariantow CSLPEAT. W testach z 16:0-CoA, odnotowano dla nich odpowiednio
zaledwie 32-52% oraz 34-56% aktywnosci referencyjnej tj. okreslonej dla CSLPEAT2b.
Najwyzszg aktywno$¢ w testach z 16:0-CoA odnotowano dla reakcji katalizowanych
przez CSLPEAT2b oraz CSLPEAT2c. W obrebie wszystkich testowanych temperatur
wyrdznialy si¢ one dominujaca aktywnos$cig, osiagajaca maksimum tej aktywnos$ci
w 40 °C (odpowiednio 1922 oraz 1827 pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka).
Dla trzeciego z wariantow CSLPEAT2 — CsSLPEAT2a, w testach z 16:0-CoA odnotowano
niewielki wptyw temperatury na jego aktywno$¢. Oscylowala ona w granicach 329-414

pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka. Sposrod wszystkich badanych CSLPEAT,
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w testach z 16:0-CoA dla tego wariantu odnotowano (oprocz 10 °C) najnizszg aktywno$¢,
ktora poczatkowo w 10 °C stanowila okoto 36% i wraz ze wzrostem temperatury
zmniejszyta si¢ do zaledwie 21% aktywno$¢ referencyjnej tj. odnotowanej dla
CsLPEAT?2b (Rys.43a, 444, T, k, p).

Drugim, wykorzystanym w testach enzymatycznych donorem grup acylowych
byt 18:0-CoA. Byl on najlepiej wykorzystywany przez CSLPEAT2c, z wyjatkiem
temperatury 30 °C (gdzie odnotowano nieco wyzszg aktywnos$¢ w stosunku do tego
donora dla CsSLPEAT2b). W pozostatych temperaturach, enzym ten wykazywat w testach
z udziatem 18:0-CoA aktywnos$¢ wyzszg od 5 do 20% od aktywnosci referencyjnej tj.
wykazywanej przez CSLPEAT2b. Aktywnos¢ CSLPEAT2c w testach z 18:0-CoA
wzrastala wraz temperatura; w40°C wynosita 745 pmol [*C]PE/min/mg
mikrosomalnego biatka, czyli okoto 3,5 razy wiecej niz w 10 °C. Podobng tendencjg,
wzrostu aktywnosci wraz ze wzrostem temperatury odnotowano dla CSLPEAT1a.2 oraz
CsLPEAT2b, ktorych aktywnos$¢ wzrosta migdzy minimalng, a maksymalng testowang
temperatura odpowiednio o okoto 346% i 275%. CSLPEAT1a.2 charakteryzowat si¢
podobnym jak w przypadku omawianych dwoch poprzednich wariantow wzrost
aktywnosci (o okoto 2,5 razy) ale tylko pomiedzy 10 °C, a 30°C. Dalszy wzrost
temperatury nieznacznie wptywat za§ na obnizenie jego aktywnos$ci. Podobnie jak
w przypadku testow z wykorzystaniem 16:0-CoA, aktywno$¢ CSLPEAT2a w stosunku
do 18:0-CoA nic ulegata znaczacym zmianom w zaleznoSci od temperatury, a jego
aktywno$¢ wahala sie w granicach 151-204 pmol [*C]PE/min/mg mikrosomalnego
biatka. Wzgledna aktywno$¢ CSLPEATla.l, CsLPEAT1a.2 oraz CSLPEAT?2a nie
przekraczata odpowiednio 61, 69 oraz 77% aktywnosci odnotowanej dla CSLPEAT2b
W zadnej z testowanych temperatur (Rys.43b, 44b, g, 1, r).

Aktywnos¢ badanych wariantow CSLPEAT w stosunku do kolejnego
z testowanych donorow grup acylowych — 18:1-CoA, odznaczata si¢ najwigksza
zmienno$cig. W temperaturze 10 °C szczegdlnie wysoka zdolnos¢ do wykorzystywania
tego substratu odnotowano dla CsSLPEAT2a oraz CSLPEAT2c, ktérych aktywnosé¢
wynosita odpowiednio 171 oraz 158 pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka i byta
to aktywno$¢ odpowiednio o okolo 70 oraz 58% wigksza niz aktywnos$¢ referencyjna
(CSLPEAT2b). Bezwzgledna aktywnos¢ CSLPEAT2a zwigkszata si¢ stosunkowo
niewiele wraz z rosngcg temperaturg, a maksimum wynoszace okoto 242 pmol
[**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka, osiggata przy 40 °C. Wraz ze wzrostem
temperatury wzgledna aktywno$§¢ CSLPEAT2a spadta do 35% wartosci referencyjnej,
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w temperaturze 30 °C, po czym w temperaturze 40 °C wzrosta do 67%. Aktywno$é
CsLPEAT2c w stosunku do 18:1-CoA byla réwniez najwyzsza, w poréwnaniu do
aktywnosci odnotowanej dla pozostatych wariantow CSLPEAT, w temperaturze 20 °C.
W poréwnaniu do aktywnosci referencyjnej (CSLPEAT2b) byta o okoto 24% wyzsza,
aw wartoéciach bezwzglednych wynosita okoto 246 pmol [*C]PE/min/mg
mikrosomalnego biatka. Wzrost temperatury do 30 °C wplywat stymulujaco
na bezwzgledng aktywnos$¢ CSLPEAT2c, jednakze w temperaturze 40 °C aktywnos¢ ta
nieznacznie spadta. Aktywnosci CSLPEAT2b (traktowana jako warto$¢ referencyjna)
wzrastata wraz ze wzrostem temperatury do 30 °C, gdzie osiagneta warto$¢ 460 pmol
[**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka. Dalszy wzrost temperatury reakcji
enzymatyczne] prowadzit do okoto 22% zmniejszenia tej aktywnosci chociaz byta to
wcigz najwyzsza aktywnos¢ w poréwnaniu do aktywnos$ci odnotowanej dla pozostatych
wariantow CSLPEAT w tych warunkach temperaturowych. CsLPEATla.l
i CSLPEAT1a.2 wykazywaly niewielkg zdolno$¢ do wykorzystania 18:1-CoA jako
donora grup acylowych. Dla obu z nich najwyzszg aktywno$¢ odnotowano w 30 °C, ktéra
stanowita odpowiednio dla CsSLPEAT1a.1 oraz CSLPEAT 1a.2 okoto 134 oraz 164 pmol
[**C]PE/min/mg mikrosomalnego bialka. Aktywno$¢ ta nie przekraczala jednak
odpowiednio 29 oraz 35% aktywnosci referencyjnej (CSLPEATZ2Db). Dalszy wzrost
temperatury zmniejszat aktywnos¢ CSLPEAT1a.1 o okoto 65%, podczas gdy aktywnos¢
CsLPEAT1a.2 pozostawala bez istotnych zmian (Rys.43c, 44c, h, m, s).

Podobnie jak w przypadku 18:1-CoA wykorzystanie 18:2-CoA przez testowane
warianty CSLPEAT zmieniato si¢ w zaleznosci od temperatury reakcji. Nalezy jednak
podkresli¢, ze 18:2-CoA byl najstabiej wykorzystywanym, sposrod wszystkich
testowanych acylo-CoA, przez badane warianty CSLPEAT. W nizszych z testowanych
temperatur tj. 10 i 20°C 18:2-CoA byt najefektywniej wykorzystywany przez
CsLPEAT2a. Aktywno$¢ wzgledem tego donora grup acylowych wyniosta odpowiednio
104 oraz 150 pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka. W tych temperaturach,
aktywnos¢ ta byta o okoto 107 oraz o okoto 13% wyzsza niz aktywnos¢ referencyjna tj.
wykazywana przez CsSLPEAT2b. W wyzach temperaturach aktywnos¢ CSLPEAT2a nie
ulegata juz podwyzszeniu i oscylowala w granicach 112-158 pmol [**C]PE/min/mg
mikrosomalnego bialka i stanowita okoto 48-53% aktywnosci referencyjnej. W zakresie
temperatur 10-20 °C, drugim efektywnie syntetyzujacym PE wariantem CSLPEAT byt
CsLPEAT2c. W tych temperaturach jego aktywnos$¢ wzgledem 18:2-CoA byta o okoto
31 oraz 9% wyzsza od aktywnosci referencyjnej (CSLPEAT2b). W temperaturze 30 °C
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zdolno$¢ tego wariantu CSLPEAT do syntezy PE wzrosta z 66 (10 °C) do 202 pmol
[**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka, a w 40 °C zmniejszyta sic o okoto 30%
maksymalnej aktywnosci. Wzgledna aktywno$¢ tego wariantu CSLPEAT w 40 °C
stanowita jedynie 48% wartosci referencyjnej. W temperaturze 30 oraz 40 °C synteze PE
w obecnosci 18:2-CoA najefektywniej katalizowat CSLEPAT2b, ktérego aktywnosé
wzrastata wraz z temperaturg osiagajac najwyzsza aktywnos$¢ wynoszaca 299 pmol
[**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka, w temperaturze 40 °C. W 20 °C jego aktywno$é
oscylowata w granicach aktywnosci dwoch pozostatych wariantow CSLPEATZ2, podczas
gdy w 10 °C reakcja katalizowana przez CSLPEAT2b byta najmniej efektywna sposrod
testowanych wariantow CSLPEAT2. Dla CsLPEAT1a.1 i CsLPEAT1a.2 odnotowane
aktywnosci byty najnizsze (oprocz aktywnosci odnotowanej w 30 °C dla CsLPEAT1a.2)
sposrod testowanych wariantow CSLPEAT. Najwydajniej wykorzystywaly one 18:2-
CoA w temperaturze 30 °C, CsLPEAT1a.1 — 47 pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego
biatka oraz CSLPEAT1a.2 — 119 pmol [*C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka, co
stanowito odpowiednio 20 oraz 55% aktywnosci referencyjnej (Rys.43d, 444, i, n, t).
Ostatnim z donoréw grup acylowych wzgledem, ktérego testowano aktywno$¢
roznych wariantow CSLPEAT byt 18:3-CoA. Szczegdlnie wysoka zdolnos¢ do
wykorzystywania tego substratu odnotowano dla wariantow CSLPEATZ2. Wraz ze
wzrostem temperatury z 10 do 40 °C zaobserwowano wzrost aktywno$¢ CSLPEAT2b
oraz CsSLPEAT2c odpowiednio o okoto 3,7 oraz 2,8 razy. W warto$ciach bezwzglednych
aktywno$¢ ta w 40 °C wynosita odpowiednio 539 oraz 333 pmol [**C]PE/min/mg
mikrosomalnego biatka. Aktywno$¢ CSLPEAT2a nie byta juz tak wyraznie zalezna od
temperatury. Wahata si¢ ona od okoto 128 (10 °C) do okoto 175 (40°C) pmol
[**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka. Wzgledna aktywno$¢ tego wariantu
CsLPEAT?2 osiggata maksimum w 10 °C (okoto 88% wartosci referencyjnej) i nastepnie
spadata do 33% 40 °C. Testowane warianty CsLPEAT1 tj. CsLPEATIla.l
i CSLPEAT1a.2 w 10 °C wykazywaty znikoma aktywno$¢ stanowiaca odpowiednio 11%
oraz 15% aktywnosci referencyjnej (CSLPEAT2b). Wraz ze wzrostem temperatury
reakcji zwigkszata si¢ efektywnos$¢ reakcji katalizowanych przez oba omawiane warianty
CSLPEATI1, osiggajac swoje maksimum w 30°C — 103 pmol [*C]PE/min/mg
mikrosomalnego bialka dla CSLPEATl1a.l oraz 125 pmol [YC]PE/min/mg
mikrosomalnego biatka dla CSLPEAT1.a.2. Wzrost temperatury do 40 °C nie wptynat
znaczgco na aktywno$¢ CSLPEATla.l natomiast wptynat na obnizenie aktywno$¢

CsLPEAT1a.2 — o okoto 40% (Rys. 43e, 44e, j, 0, u).
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Rys. 43. Specyficzno$¢ substratowa poszczegdlnych wariantow CSLPEAT wzgledem
pieciu donoréw grup acylowych (acyl-COA) w roznych temperaturach, przy
wykorzystaniu sn-1-18:1-LPE jako akceptora grup acylowych. Odpowiednio na rysunku
znajdujg si¢ dane dla reakcji prowadzonych z dodatkiem 16:0-CoA (a), 18:0-CoA (b),
18:1-CoA (c), 18:2-CoA (d), 18:3-CoA (e). Wyniki zostaty przedstawione jako warto$ci
srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3). Analize statystyczng
przeprowadzono, dla aktywnos$ci kazdego z wariantow CSLPEAT w danej temperaturze,
przy zastosowaniu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA, a nastgpnie wykonaniu
testu post-hoc (test Tukeya). Rozne litery wskazujg na istotno$¢ statystyczng na poziomie
p <0.05.
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Rys. 44. Preferencje poszczegdlnych wariantow CSLPEAT w stosunku do pigciu donoréw grup acylowych (acylo-CoA) w réznych temperaturach. W kolejnych panelach przedstawiona
— jest aktywnos$¢ w stosunku do: 16:0-CoA (a, f, k, p), 18:0-CoA (b, g, I, r), 18:1-CoA (c, h, m, s), 18:2-CoA (d, i, n, t) oraz 18:3-CoA (e, j, 0, u). Aktywnosci zostaly przedstawione jako
o procent aktywno$ci odnotowanej dla CSLPEAT2b w testach z poszczegdlnymi acylo-CoA. Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci §rednie z odchyleniem standardowym (n > 3).



4.6.4. Aktywno$¢ oraz specyficzno$¢ poszczegélnych izoenzymow CsLPEAT
w stosunku do Srednio- oraz bardzo dlugolancuchowych donoréw grup acylowych

Bioragc pod uwage mozliwo$¢ wystepowania w cytoplazmatycznej puli acylo-
CoA $rednio- oraz bardzo dlugotancuchowych kwasow ttuszczowych, wzgledem ktorych
juz uprzednio enzymy LPEAT obecne w tkankach ro$linnych wykazaty aktywnos¢,
zbadane zostaly preferencje poszczegdlnych wariantow CSLPEAT w stosunku do tych
grup acylowych. Wszystkie z eksperymentow przeprowadzono w 30 °C, przy
zastosowaniu  uprzednio = wyznaczonych  optymalnych  parametrow  reakcji
enzymatycznych in vitro. Jako akceptor grup acylowych zastosowano sn-1-18:1-LPE.

Wszystkie z testowanych wariantow CSLPEAT efektywnie wykorzystywaly
acylo-CoA ze $redniotancuchowymi nasyconymi kwasami tluszczowymi. Wyjatkowo
wysoka preferencje odnotowano dla 14:0-CoA, szczegdlnie w reakcjach katalizowanych
przez CsLPEAT1a.1 oraz CSLPEAT2b. Aktywnos$¢ ta wynosita odpowiednio 270 oraz
365 pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego bialka. Pozostate z testowanych wariantow
CSLPEAT nieco stabiej wykorzystywaly ten donor. Wykazywaly one podobng
aktywno$¢ w testach z jego udzialem oscylujaca w granicach 132-150 pmol
[**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka (Rys. 45c). Pozostale $redniotancuchowe
donory grup acylowych (10:0-CoA oraz 12:0-CoA) byly réwniez stosunkowo dobrze
akceptowane przez badane izoenzymy. Najefektywniej oba substraty byly
wykorzystywane przez CSLPEAT2b; odpowiednio aktywnos$¢ tego enzymu w stosunku
do 10:0-CoA oraz 12:0-CoA wynosila 186 oraz 328 pmol [*C]PE/min/mg
mikrosomalnego biatka. Najnizsza preferencje wzgledem tych substratow odnotowano
dla CsSLPEATI1a.2, ktorego aktywnos$¢ stanowita jednie 13 oraz 17% maksymalnej
aktywnos$ci odnotowanej dla CSLPEAT2b. Pozostate testowane warianty CSLPEAT tj.
CsLPEAT1a.1, CsLPEAT?2a oraz CSLPEAT2c wykorzystywaty 12:0-CoA z podobna
preferencyjng plasujaca siec w granicach 110-135 pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego
bialka. W stosunku do 10:0-CoA, specyficzno$¢ tych enzymow byta stabsza odpowiednio
okoto 3-krotnie, 2-krotnie oraz 1,5-krotnie (Rys. 45.a, b).

Zdolnos¢ do wykorzystywania bardzo dlugotancuchowych kwasoéw tluszczowych
odnotowano wylacznie dla wariantow CSLPEAT?2. Szczegdlnie wysoka preferencje
zaobserwowano w stosunku do 20:0-CoA, przy czym byt do drugi najlepiej
wykorzystywany donor grup acylowych sposrdéd wszystkich dotychczas testowanych
w reakcjach z CsSLPEAT?2a oraz CsLPEAT2b. Ich aktywno$¢ wzgledem tego substratu

odpowiednio wynosita 241 oraz 523 pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka, co
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stanowilo 65 oraz 35% aktywnosci w stosunku do 16:0-CoA (Rys. 43, 45d). Aktywno$¢
CSLPEAT2c w testach z 20:0-CoA wynosita okolo 266 pmol [YC]PE/min/mg
mikrosomalnego biatka i byla porownywalna z aktywno$cia wykazywana przez ten
enzym w stosunku do nienasyconych 18-weglowych acylo-CoA (Rys. 43, 45d).
Dwa pozostate bardzo dtugotancuchowe donory grup acylowych — 20:1-CoA oraz 22:1-
CoA byly wykorzystywane z podobng efektywnoscia. Najlepsza preferencje w stosunku
do tych donoréw grup acylowych wykazywat CSLPEAT2c. Aktywno$¢ odnotowana
W testach z ich udzialem wynosita odpowiednio 148 oraz 140 pmol [**C]PE/min/mg
mikrosomalnego biatka. Aktywnos¢ CSLPEAT2a byla okoto 20 oraz 8% nizsza
odpowiednio w stosunku do 20:1-CoA 1 22:1-CoA. Dla trzeciego z wariantow
CsLPEAT?2 tj. CSLPEAT2b, odnotowano znacznie nizsza zdolno$¢ do syntezy PE
W obecnosci  22:1-CoA, ktéra wynosita okoto 104 pmol [YC]PE/min/mg
mikrosomalnego biatka, natomiast w obecnosci 20:1-CoA aktywno$¢ tego enzymu byta

ponizej poziomu detekcji (Rys. 45.4, e, ).
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Rys. 45. Specyficznos¢ substratowa testowanych wariantow CSLPEAT wzgledem acylo-
CoA ze sredniotancuchowymi oraz bardzo dlugotancuchowymi kwasami thuszczowymi.
Jako akceptor grup acylowych w testach wykorzystywany byt sn-1-18:1-LPE.
Aktywno$¢ wzgledem acylo-CoA z S$redniotancuchowymi kwasami thuszczowymi
zostala przedstawiona kolejno dla: 10:0-CoA (a), 12:0-CoA (b) oraz 14:0-CoA (c),
a wzgledem acylo-CoA z bardzo dtugotancuchowymi kwasami ttuszczowymi dla: 20:0-
CoA (d), 20:1-CoA (e) oraz 22:1-CoA (f). Wyniki zostaly przedstawione jako wartosSci
srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3). Analize
przeprowadzono, dla réznic w aktywnosci w stosunku do danego acylo-CoA, przy

statystycznag
zastosowaniu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA, a nastgpnie wykonaniu testu

post-hoc (test Tukeya). Rozne litery wskazujg na istotno$¢ statystyczng na poziomie p <
0.05.
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4.6.5. Aktywnos$¢ oraz specyficzno$¢ poszczegélnych izoenzymow CsLPEAT
w stosunku do réznych akceptorow grup acylowych

Wykorzystany w poprzedniej czesci badan akceptor grup acylowych sn-1-18:1-
LPL jest najpowszechniej uzywanym substratem w testach enzymatycznych in vitro
weryfikujacych aktywnos$¢ enzymoéw LPLAT. Ponadto badania przeprowadzone przez
niezalezne grupy naukowcoéw zaobserwowaty najwicksza specyficzno$¢ enzymédw typu
LPEAT wzgledem tego akceptora (Hishikawa i in., 2008; Stalberg i in., 2009). Ponadto
badania przeprowadzone na nasionach C. sativa odmiany Suneson wykazaty, ze ta forma
LPE jest dominujgca w tych tkankach, natomiast rowniez znaczacg zawartos¢ stanowi
16:0-LPE (Abdullah i in., 2018). Z kolei badania przeprowadzone na odmianie C. sativa
,»CAM139” wykazaly przewazajaca zawarto$¢ 16:0-LPE, a drugie miejsce pod wzgledem
zawartosci, w zaleznosci od stadium rozwoju nasion, przypadalo dla 18:2-LPE
(we wczesnych stadiach rozwoju nasion) lub 18:1-LPE (w stadiach rozwoju nasion
nastepujacych po 18 DAF); (Marmon 1 in., 2017).

Dotychczas, jednakze nie zostaty przeprowadzone zadne badania dotyczace
profilu kwasoéw tluszczowych obecnych w puli fosfatydyloetanoloaminy obecnej
w lisciach C. sativa. W ramach niniejszej pracy przeprowadzono wiasnie takie badania,
ktore wykazaty, ze wpozycji sn-1 fosfatydyloetanoloaminy dominuje kwas
palmitynowy, ktory stanowi nawet do 60% wszystkich kwasow ttuszczowych obecnych
w tej pozycji. Kolejno, w tej pozycji znajduje si¢ kwas linolenowy, linolowy, stearynowy
oraz oleinowy, ktore kolejno stanowig okoto 15, 13, 8 oraz 4%. Natomiast w przypadku
pozycji sn-2 dominuje kolejno zawarto$¢ kwasu linolenowego (52%), linolowego (30%),
palmitynowego (10%), oleinowego (5%) oraz stearynowego (3%); (Aneks, Rys. A5).

W zwigzku z danymi literaturowymi oraz otrzymanymi wynikami celem
kolejnych badan bylo zweryfikowanie aktywnosci enzymow LPEAT w stosunku do
innych akceptoréw grup acylowych, niz uprzednio testowany sn-1-18:1-LPE (Rys. 43).
Do tych badan wykorzystano 16:0-LPE, ktory, jak si¢ wydaje, moze by¢ dominujaca
formag LPE w lisciach (badania dotyczace kwaséw tluszczowych obecnych
w poszczegbdlnych pozycjach sn PE) i nasionach C. sativa oraz 18:2-LPE, ktory byt
drugim pod wzgledem zawartos$ci wariantem LPE obecnym w nasionach (Marmon i in.,
2017), a takze moze stanowi¢ znaczng cze$¢ puli LPE obecnej w lisciach (badania
wspomniane powyzej). Testy enzymatyczne in vitro ponownie przeprowadzone zostaty

w obecnosci pieciu wybranych donorow grup acylowych. Otrzymane wyniki dotyczace
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aktywnosci poszczegélnych wariantow CSLPEAT w stosunku do sn-1-16:0-LPE
przedstawiono na Rys. 46, natomiast w stosunku do sn-1-18:2-LPE na Rys. 47.

Pomimo dominujacej obecnosci kwasu stearynowego w pozycji sn-1 PE,
aktywno$¢ badanych wariantéw CSLPEAT wzgledem 16:0-LPE byta wyraznie mniejsza
w poréwnaniu do wynikow reakcji przeprowadzonych w obecnosci innych testowanych
LPE. W testach z 16:0-LPE dla CSLPEAT2b nie odnotowano zadnej aktywnos¢, badz
byta ona ponizej mozliwego poziomu detekcji, niezaleznie od zastosowanego donora
grup acylowych. W tego typu testach pozostale testowane warianty CSLPEAT
najefektywniej wykorzystywaty (jako donor grup acylowych) 16:0-CoA. Szczegodlnie
wysokg aktywnos$¢ (dla takiej kombinacji substratow) odnotowano w testach
z CSLPEAT2c. Kolejno, pod wzgledem wykazywanej aktywnosci plasowaly sie:
CsLPEAT1a.2 i CsLPEATla.l oraz CsLPEATZ2a. Odnotowane w tych testach
aktywnoéci wynosity odpowiednio: 107, 87, 82 oraz 55 pmol [*C]PE/min/mg
mikrosomalnego biatka (Rys. 46a). W testach wykorzystujacych 18:0-CoA oraz 18:1-
CoA jako donory kwasow tluszczowych, najwyzszg aktywnos$cig charakteryzowata sie
réwniez CSLPEAT2c. Odnotowane aktywnos$ci to odpowiednio okoto 65 oraz 45 pmol
[**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka. Nieco niZszg aktywno$¢ w tego typu testach
odnotowano dla CsLPEAT1a.2 oraz CsSLPEAT2a. Aktywno$¢ ta oscylowata w graniach
34-36 pmol [*CJPE/min/mg mikrosomalnego biatka. Jeszcze niZzsza aktywno$é
wykazywal CSLPEAT1a.1; okoto 26 i 18 pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka,
odpowiednio w testach z 18:0-CoA oraz 18:1-CoA (Rys. 46b, c). Reakcja syntezy PE
W obecnosci 16:0-LPE oraz 18:2-CoA byla katalizowana tylko przez CSLPEAT?Z2a,
CsLPEATL1.a.2 oraz CsSLPEAT1.a.1. Wydajnos¢ tej syntezy wynosita odpowiednio okoto
51, 38 oraz 29 pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka (Rys. 46d). W stosunku do
18:3-CoA najwyzsza zdolno$¢ do wykorzystywania tego substratu wykazywata
CsLPEAT2a (41 pmol [Y*C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka). Pozostate warianty
CsLPEAT, z wyjatkiem nieaktywnego CSLPEAT2b, osiagnety okolo 97%
(CsLPEATZ2c), 57% (CsLEAT1a.2) oraz 38% (CSLPEAT 1a.1) aktywno$ci wykazywanej
przez CsSLPEAT?2a (Rys. 46e).
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Rys. 46. Specyficzno$¢ substratowa badanych wariantow CSLPEAT wzgledem
wybranych donorow grup acylowych (acylo-CoA) w testach z sn-1-16:0-LPE. Jako
donory grup acylowych zastosowano: 16:0-CoA (a), 18:0-CoA (b), 18:1-CoA (c), 18:2-
CoA (d), 18:3-CoA (e). Wyniki zostaly przedstawione jako wartoSci $rednie wraz
z odchyleniem standardowym (n > 3). Analize statystyczng przeprowadzono, dla rdéznic
w aktywnosci w stosunku do danego acylo-CoA, przy zastosowaniu jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA, a nastepniec wykonaniu testu post-hoc (test Tukeya). Rdzne
litery wskazujg na istotnos$¢ statystyczng na poziomie p < 0,05.
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Trzecim z testowanych akceptorow grup acylowych byl 18:2-LPE, ktory okazat
si¢ by¢ wykorzystywany na poziomie poréwnywalnym do 18:1-LPE. Najefektywniejsza
synteze de novo PE zachodzaca w obecnosci tego akceptora odnotowano dla reakcji
Z udziatem 16:0-CoA. Dominujgca aktywnos¢ odnotowano dla wszystkich wariantow
CsLPEAT?2, ktore kolejno osiagnety 1718 (CSLPEAT2c), 1475 (CsLPEAT?2b), oraz 856
(CsLPEAT2a) pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka. Oba warianty CSLPEAT1
wykorzystywaly ten donor z wydajnosécig siggajaca 8% (CsLPEATl1a.l) i 11%
(CsLPEAT1a.2) maksymalnej aktywnos$ci odnotowanej w stosunku do tego donora; testy
z CsSLPEAT2c (Rys. 47a). Najwyzsza preferencje testowanych wariantow CSLPEAT]L,
w omawianych testach, odnotowano w stosunku do 18:0-CoA; ich wydajnos¢ siggata
odpowiednio 19 oraz 30% wydajnosci wykazywanej przez CsSLPEATZ2c
charakteryzujacej sie najwyzsza aktywno$cia — 1162 pmol [**C]PE/min/mg
mikrosomalnego biatka. Aktywno$¢ wykazywana w tego typu testach przez CSLPEAT2b
oraz CsLPEAT?2a byta nizsza, od tej wykazywanej przez CSLPEATZ2c, odpowiednio
0 okoto 23 oraz 60% (Rys. 47b). W testach wykorzystujacych jako donory kwasoéw
thuszczowych 18:1-CoA, 18:2-CoA oraz 18:3-CoA, aktywno$¢ wykazywana przez oba
warianty CSLPEAT1 byta podobna i oscylowata odpowiednio w granicach: 106-142,
76-69 oraz 89-91 pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka. Sposréd testowanych
acylo-CoA z nienasyconymi 18-weglowymi kwasami tluszczowymi, badane warianty
CsLPEAT?2, najefektywniej wykorzystywaty 18:1-CoA. Kolejno byt on najlepiej
wykorzystywany przez CsLPEAT2c, CsLPEAT2b oraz CsSLPEAT2a, dla ktorych
efektywnos¢ syntetyzowania de novo PE wynosita: 887, 511 oraz 430 pmol
[**C]PE/min/mg mikrosomalnego bialka (Rys. 47¢). Podobng tendencje odnotowano dla
reakcji z udziatem 18:3-CoA, gdzie odpowiednio odnotowano dla reakcji z udziatem tych
wariantow CSLPEAT?2 aktywno$¢ wynoszaca 847, 640 oraz 430 pmol [**C]PE/min/mg
mikrosomalnego biatka (Rys. 47e). W reakcjach enzymatycznych zachodzacych
W obecnosci  18:2-LPE oraz 18:2-CoA najwyzsza aktywno$¢ odnotowano dla
CSLPEAT2b, ktora wyniosta 553 pmol [**C]PE/min/mg mikrosomalnego biatka. Wysoka
wydajno$¢ syntezy PE w tego typu testach zaobserwowano réwniez dla CSLPEAT?2c oraz
CsLPEAT2a; wynosita ona odpowiednio okoto 94 oraz 54% aktywnos$ci odnotowanej dla

CSLPEAT2D (Rys. 47d).
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Rys. 47. Specyficzno$¢ substratowa badanych wariantow CSLPEAT wzgledem

wybranych donorow grup acylowych (acylo-CoA) w testach z sn-1-18:2-LPE. Jako
donory grup acylowych zastosowano: 16:0-CoA (a), 18:0-CoA (b), 18:1-CoA (c), 18:2-
CoA (d), 18:3-CoA (e). Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci $rednie wraz
z odchyleniem standardowym (n > 3). Analize statystyczng przeprowadzono, dla rdéznic
w aktywnosci w stosunku do danego acylo-CoA, przy zastosowaniu jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA, a nast¢pnie wykonaniu testu post-hoc (test Tukeya). Rdzne
litery wskazujg na istotno$¢ statystyczng na poziomie p < 0,05
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5. DYSKUSJA

Fosfolipidy stanowig jeden z podstawowych sktadnikéw budulcowych blony
komorkowej. Zwiazki te tworzg liczng grupe lipidow polarnych, ktére w zaleznosci od
swojej budowy, opartej na szkielecie glicerolowym, do ktérego dotaczone moga by¢
rézne grupy polarne oraz kwasy tluszczowe wplywaja na utrzymanie jej cieklo-
krystalicznej  struktury. Ponadto kazdy =z fosfolipidow moze wystepowad
W charakterystycznym dla niego kompartymencie komorkowym 1 petni¢ unikatowq role
w poprawnym funkcjonowaniu komorki roslinnej. Synteza tych zwigzkow moze
odbywa¢ si¢ za posrednictwem roznych reakcji, jedng z nich sg reakcje katalizowane
przez acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT).

Enzymy LPLAT wykazuja dualng rolg, ktéra polega na zdolnos$ci do przeprowadzania
reakcji typu forward oraz backward. W reakcjach typu forward odpowiadajg one za
przenoszenie grup acylowych z cytoplazmatycznej puli acylo-CoA na lizofosoflipidy
prowadzac do powstania odpowiednich fosfolipidow. Natomiast w reakcjach typu
backward sg odpowiedzialne za przenoszenie grup acylowych z fosfolipidow na wolny
koenzym A (CoA), wptywajac w ten sposob na modyfikacje puli acylo-CoA. Dodatkowo
podczas tej reakcji powstaje odpowiedni lizofosfolipid, ktory ponownie moze zostaé
wykorzystany jako substrat w reakcji typu forward. W zwigzku z ich powyzej opisang
zdolnos$cig s3 one uwazane za enzymy potencjalnie odpowiadajace za mechanizm
remodelowania, czyli edycji grup acylowych lipidow. Jednakze wcCiaz niewiele badan
dotyczacych ich roli w tym procesie zostato przeprowadzonych.

Wsrod enzymow LPLAT wyr6zni¢ mozna poszczegdlne typy tych enzymoéw, ktore
charakteryzuja si¢ odmienng specyficznoscig do danego akceptora grup acylowych. Jedng
z najlepiej poznanych grup tych enzymow sa LPCATY, katalizujace reakcje przenoszenia
grup acylowych pomiedzy pulg acylo-CoA, a fosfatydylocholing. Ich zdolno$¢ do edycji
grup acylowych postulowano juz w latach 80., kiedy to Stymne i Stobart (1984)
zaproponowali teorie, ze enzymy te mogg katalizowa¢ reakcj¢ zar6wno do przodu, jak
i do tytu. Jednakze dopiero na przestrzeni ostatnich 10 lat ostatecznie teoria ta zostala
potwierdzona (Lager i in., 2013; Pan i in., 2013; Jasieniecka-Gazarkiewicz i in., 2016).
Jednakze, jak dotychczas tylko nieliczne badania dotyczace przebudowy puli réznych
fosfolipidow zostaty wykonane. Ponadto skupialy si¢ one na wykorzystaniu systemow

drozdzowych, do ktérych wprowadzane byly geny kodujace poszczegdlne roslinne
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LPLATY lub dodatkowe kopie genéw kodujacych te acylotransferazy wystepujace
naturalnie w drozdzach (Jasieniecka-Gazarkiewicz i in., 2016; Renne i in., 2016).

W zwiazku z luka wiedzy dotyczacg roli enzyméw LPLAT w procesie edycji grup
acylowych bezposrednio w tkankach ro§linnych, jednym 2z gléwnych celow
przeprowadzonych badan w ramach niniejszej pracy byto wykazanie udzialu
poszczegolnych enzymow LPLAT w tym procesie. Celem byto okreslenie intensywno$ci
i zdolnosci do przeprowadzania procesu remodelowania w tkankach wegetatywnych oraz
generatywnych C. sativa. Podczas poszczegdlnych etapow badan specjalng uwage
zwrocono na efektywnos$¢ tego procesu w zaleznosci od stadidow rozwojowych nasion,
warunkow hodowli oraz temperatury. Biorgc pod uwage, ze enzymy LPLAT pelnig
znaczgcg role w syntezie fosfolipidow oraz wpltywaja na ich profil kwasow ttuszczowych
w pracy podjeto rowniez probe scharakteryzowania wlasciwosci biochemicznych
enzymow o aktywnos$ci LPCAT, LPAAT oraz LPEAT obecnych w réznych tkankach
roslinnych. Ponadto wykonana zostal szczegotowa charakterystyka izoenzymow
CsLPEAT, ktorych sekwencje zostaly sklonowane i wprowadzone do systemu

drozdzowego.

5.1. Profil acylolipidow obecnych w nasionach Camelina sativa

Znaczgca cze$¢ badan dotyczacych profilu lipidowego nasion C. sativa
przeprowadzona zostala w ramach mojej pracy magisterskiej. Otrzymane wowczas
wyniki (ktére przedstawiono rowniez w niniejszej pracy) wykazaty, ze lipidy zapasowe
w nasionach Inicznika sg gtbwnie magazynowe pomiedzy 17, a 31 dniem od zakwitnigcia
(DAF). Wyniki te wyraznie korelowaly z wynikami otrzymanymi przez inny zespot
naukowcow, ktory wykazal, ze miedzy 14 — 17 DAF wystepuje ,,faza wzrostu” skupiajaca
si¢ na powieleniu liczby komorek znajdujacych si¢ w nasionach, natomiast dopiero po
tym stadium nastepuje ,,faza akumulacji” (Rodriguez-Rodriguez i in., 2013). Lipidy
dojrzatych nasion C. sativa zawieraty okoto 87% nienasyconych kwasoéw ttluszczowych,
z czego zawarto$¢ kwasu linolenowego (18:3) stanowita okoto 37%, kwasu linolowego
(18:2) okoto 18%, kwasu gondolowego (20:1) okoto 13%, kwasu oleinowego (18:1)
okoto 12%, a zawarto$¢ kwasu erukowego (22:1) okoto 3%. Pozostale z tych kwasow
nalezaty do kategorii ,,inne”. Natomiast catkowita zawarto$¢ wszystkich nasyconych
kwasow ttuszczowych wyniosta okoto 13%, z czego kwas palmitynowy (16:0) stanowit

okoto 6,5%, a kwas stearynowy (18:0) okoto 2,5 % wszystkich kwaséw thuszczowych.
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Pozostale z tych kwasoéw tluszczowych nalezaty do kategorii ,,inne”. Podobne badania
zostaly juz uprzednio przeprowadzone, a otrzymane wowczas wyniki koreluja z danymi
przedstawionymi w obecnej pracy (Zubr, 1997; Rodriguez-Rodriguez i in., 2013;
Marmon i in., 2017). W nasionach C. sativa, po 31 DAF odnotowano jedynie niewielkie
zmiany w catkowitej zawartosci acylolipidow. Jednakze rownoczesnie zauwazalny byt
wzrost zawartos$ci puli TAG (o okoto 3%). Ponadto, pomiedzy 31 DAF, a osiggnigciem
dojrzato$ci przez nasiona Inicznika, zawartos¢ 18:3 w puli TAG wzrosta, podczas gdy
w puli lipidow polarnych (gdzie dominujg fosfolipidy) znaczaco si¢ zmniejszyla, co
dowodzi¢ moze ze na tym etapie rozwoju nasion synteza TAG odbywa si¢ gtownie
poprzez przebudowe puli acylolipidow. Catkowita zawarto$¢ lipidow polarnych nie
zmienita si¢ jednak pomiedzy 31 DAF, a osiggni¢ciem przez nasiona dojrzatosci. W tym
czasie znaczgco obnizyla si¢ jednak zawarto$¢ wolnych kwasow tluszczowych; z 4,2 do
1,4%. Z ich sktadu zniknety praktycznie nienasycone kwasy tluszczowe, a pozostaty
jedynie nasycone — 16:0 i 18:0. W puli lipidow polarnych odnotowano za$ znaczacy
wzrost 18:1. Mogloby to wskazywacé, ze proces remodelowania fosfolipidow jest w tym
czasie aktywny, a acylo-CoA moze pochodzi¢ gtownie z przeksztalcania wolnych
nienasyconych kwasow tluszczowych, poniewaz catkowita zawarto§¢ kwasow
tluszczowych w nasionach nie ulegta w tym czasie znaczgcym modyfikacjom.

Na podstawie zaobserwowanych zmian w zawartosci oraz sktadzie acylolipidow
W rozwijajgcych si¢ nasionach, okres najwigkszej akumulacji tych zwigzkoéw, czyli
miedzy 17, a 31 DAF, zostal podzielony na trzy stadia rozwojowe. Pierwsze z nich
(stadium 1) dotyczyto nasion z okresu 17-19 DAF, drugie (stadium I1) okresu 24-26 DAF,
a trzecie (stadium I11) okresu 31-34 DAF. Dla kazdego z tak wyznaczonych stadiow
rozwojowych nasion mozliwe byto wypreparowanie zarodkow z tupin nasiennych
i wykorzystanie ich do izolacji frakcji mikrosomalnych. Pozyskane frakcje mikrosomalne
zawieraly miedzy innymi membrany retikulum endoplazmatycznego, czyli

kompartyment komérkowy, z ktorym zwigzane sg enzymy o aktywnosci LPLAT.

5.2. Acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid wystepujace w nasionach Camelina
sativa

Fosfolipidy nie tylko sg sktadnikami budulcowymi membran biologicznych, ale
réwniez posrednio uczestnicza w syntezie lipidow zapasowych. Szczegdlng role w tym

procesie odgrywa fosfatydylocholina. Jest ona substratem wykorzystywanym podczas
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reakcji desaturacji, czyli wprowadzania wigzan podwojnych w celu utworzenia
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych. Dodatkowo, fosfatydylocholina moze by¢
przeksztatcana do puli diacyloglicerolu lub by¢ wykorzystana jako bezposredni donor
grup acylowych podczas syntezy triacylogliceroli w reakcji katalizowanej przez
acylotransferaze¢ fosofolipid:diacyloglicerol (PDAT). Enzym ten moze takze
wykorzystywac jak substrat kolejny z fosfolipidéw - fosfatydyloetanoloaming. Rowniez
istotnym fosfolipidem w biosyntezie lipidow zapasowych, a takze membranowych, jest
kwas fosfatydowy bedacy bezposrednim substratem do syntezy diacyloglicerolu, czyli
glownego substratu obu szlakow biosyntezy TAG. Lipidy zapasowe sa magazynowane
gléwnie w nasionach roslin oleistych m.in. takich jak badany Inicznik pospolity.
W zwigzku z tym pierwsza cze$¢ badan przeprowadzana w ramach niniejszej pracy
doktorskiej skupiata si¢ na analizie réznych enzymoéw LPLAT wystepujacych
w nasionach Inicznika.

Wstepne badania z wykorzystaniem uzyskanych frakcji mikrosomalnych potwierdzity
wystegpowanie w nasionach C. sativa enzymow LPLAT o aktywnosci: LPCAT, LPAAT
oraz LPEAT, podanych w kolejnos$ci od najbardziej aktywnego. Rowniez aktywno$é tego
samego typu acylotransferaz odnotowano w tkankach wegetatywnych, ktére zostang
poddane rozwazaniom w dalszej czesci dyskusji. Obecnosci enzymoéw o aktywnosci
LPSAT, odpowiedzialnych za synteze fosfatydyloseryny nie udato si¢ potwierdzié.
Zdolno$¢ do produkcji PS po dodaniu do reakcji substratu w postaci sn-1-18-LPS
odnotowano wylgcznie dla frakcji mikrosomalnej pochodzacej z lisci in vitro oraz
Il stadium rozwojowego nasion, jednakze, ilo$¢ syntetyzowanego de novo PS byta zbyt
mala, aby poddac ten enzym dalszym badaniom. Ponadto dotychczas nie udowodniono
istnienia enzymu o aktywnosci LPSAT w komorkach roslinnych. Co wiecej, pula
syntetyzowanego de novo tego fosfolipidu mogta powsta¢ réwniez w wyniku aktywnosci
innych enzyméw LPLAT, poniewaz w pewnym stopniu mogg one syntetyzowac inne
fosfolipidy niz te, ktorych synteza nalezy do ich dominujacych wiasciwosci i na
podstawie, ktorej nadana zostata im nazwa (Jasieniecka-Gazarkiewicz i in., 2016).

Dalsza cz¢$¢ badan skupiata si¢ wylacznie na trzech wybranych enzymach LPLAT.
LPCATach odpowiedzialnych za synteze [**C]PC przy wykorzystaniu LPC oraz
[**CJacylo-CoA, LPAATach zaangazowanych w synteze [**C]PA przy uzyciu jako
substratow LPA oraz [**C]acylo-CoA oraz LPEATach, ktére analogicznie katalizowaty
reakcje produkcji [**C]PE w obecnosci LPE oraz [**Clacylo-CoA. Jak juz wspomniano

wczesniej poszczegdlne lizofosfolipidy moga by¢ wykorzystywane przez rézne enzymy
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LPLAT z odmienng efektywnoscia (Jasieniecka-Gazarkiewicz i in., 2016), szczeg6lnie
gdy do reakcji wykorzystywana jest mieszanina réoznych enzymow, jaka jest frakcja
mikrosomalna. W zwiazku z tym niemozliwe jest doktadne oznaczenie w jakim stopniu
za syntezg okre$lonych fosfolipidow odpowiadaja poszczegodlne acylotransferazy.
Niemniej jednak na potrzeby pracy nazwy badanych enzyméow LPLAT zostaty przyjete
zgodnie z ustalong nomenklatura, a wiec w zaleznosci od najwigkszej preferencji
w stosunku do odpowiedniego lizofosfolipidu jaka we wstepnych badaniach wykazat
kazdy z nich, czyli LPCAT, LPAAT oraz LPEAT. Warto jednak zaznaczy¢,
ze przeprowadzone dalej badania wykazaly odmienne wlasciwosci biochemiczne,
roéznice w aktywnosci oraz specyficznosci substratowej tych enzymow, co wskazuje na
fakt, ze badane LPLATYy naleza do r6znych typow 1 najprawdopodobniej odpowiadaja
za dominujgca rolg¢ w syntezie odpowiednio PC, PA oraz PE. Co wigcej, podczas analiz
biochemicznych wykonanych dla frakcji mikrosomalnych uzyskanych z tkanek
hodowany w warunkach in vivo nie odnotowano zadnych ubocznych produktow badz ich

ilo$¢ byta na skraju poziomu detekcji.

5.3. Odmienne wlasciwosci biochemiczne poszczegolnych enzymow LPLAT
obecnych w nasionach Camelina sativa

Wszystkie trzy typy enzymoéw LPLAT obecne w nasionach C. sativa poddane zostaty
analizie majacej na celu charakterystyke ich biochemicznych wiasciwosci. Dla kazdego
z nich odnotowano najwyzszg aktywno$¢ w temperaturze 30 °C. Jednakze kazdy
Z enzymOw reagowal w inny sposdb na zmiany wartos$ci testowanych temperatur.
Szczegblnie odporne okazaty si¢ by¢ enzymy LPEAT, ktorych aktywno$¢ w zakresie
20-40 °C nie ulegata znaczacym réznicom. Z drugiej strony najbardziej wrazliwe na
zmiany temperatury byty enzymy LPAAT, ktorych aktywno$¢ gwaltownie zmniejszata
si¢ juz przy niewielkich zmianach oscylujacych w granicach 5 °C. Podatno$¢ na zmiany
temperatury enzymoéw LPCAT znajdowala si¢ pomigdzy opisanymi powyzej
przypadkami. Niewielkie odchylenia od temperatury optymalnej, prowadzity do
znaczacego spadku aktywnosci enzymoéw LPCAT, jednakze jakiekolwiek dalsze zmiany
nie prowadzily juz do drastycznej utraty aktywnosci. Warto$ci temperaturowe, ktore
wybrano do charakterystyki enzymow LPLAT obejmowaly przede wszystkim
temperatury wystgpujace w naturalnym $rodowisku tych roslin (10-40 °C), jak

i temperatury z pogranicza ekstremum (50 oraz 60 °C). Otrzymane dane wskazujg zatem,
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ze ze wszystkich badanych LPLATOw, to enzymy LPAAT moga wykazywaé
najsilniejszy efekt wptywajacy na przyrost netto zawartosci acylolipidow w zaleznos$ci
od temperatury w jakiej hodowane sg rosliny. Jednakze hipoteza ta wymaga dodatkowego
poparcia eksperymentalnego.

Wyrazny wplyw na aktywno$¢ enzymow LPLAT znajdujacych si¢ w nasionach
C. sativa miat rowniez zastosowany bufor o okreslonym pH, ktory wykorzystany byt do
stworzenia $rodowiska reakcji enzymatycznej in vitro. Wszystkie z enzymow
zachowywaly si¢ w do$¢ podobny sposob, wykazujac skrajnie niskg aktywnosc
w srodowisku kwasowym o pH 6,0 i nizszym. Zdecydowanie najefektywniej enzymy te
operowaty w pH obojetnym i zasadowym, oscylujacym w granicach pH 7,0-11,0. W tym
przedziale kazdy z enzymow wykazywal swoj indywidualny wzor aktywnosci zalezny
od konkretnych parametréw buforu. LPCATy byty najaktywniejsze w pH o zakresie
7,0-11,0, gdzie ich zdolnos¢ do syntezy PC utrzymywata si¢ na stosunkowo stabilnym
poziomie. LPAATy preferowaty pH o zakresie 7,5-9,0, natomiast LPEATY pH 9,0-10,0.
Poprzednio, maksima aktywno$ci tych enzymdéw obecnych w innych organizmach
réwniez wykryto w wysokim pH. Dla LPAATO6w obecnych w nasionach krokosza
(C. tinctorius) odnotowano optimum aktywnosci w pH o zakresie 8,0-10,0, podczas gdy
dla rzepaku (B. napus) byly to wartosci nawet powyzej pH 10,0 (Ichihara i in., 1987; Oo
1 Huang, 1989). W przypadku enzymow LPCAT, maksimum aktywnosci w wysokich pH
odnotowano dla tych enzymoéw obecnych w komorkach ptuc myszy (Nakanishi i in.,
2006). Poprzednie badania przeprowadzone przez Stalberg i1 in. (2009) wykazaty, ze
enzym LPEATI1 pochodzacy z A. thaliana roéwniez charakteryzuje si¢ wzrostem
aktywnoscig rownolegle z rosngcag wartoscig pH buforu wykorzystanego do badan.
Odnotowane warto$ci pH, w ktorych enzymy LPLAT wykazuja maksima swojej
aktywno$ci sa znacznie szersze niz zakres pH, ktory jest charakterystyczny dla
kompartymentow  komoérek ro$linnych, w ktéorych enzymy te wystgpuja.
Najprawdopodobniej w obrebie cytoplazmy oraz retikulum endoplazmatycznego pH
oscyluje w granicach 7,1-7,3. W zwiazku z tym w testach enzymatycznych in vitro
badajacych aktywno$¢ oraz specyficzno$¢ substratowa enzymoéw LPLAT, obecnych
w nasionach C. sativa, zastosowany zostal bufor fosforanowy o pH 7,2. Niemniej jednak,
w niektorych strukturach komoérkowych pH odbiega od pH cytozolu i ER. Przede
wszystkim celem przetestowania tak szerokiego zakresu pH srodowiska reakcji miato

istotnie znaczenie dla scharakteryzowania biochemicznych wiasciwosci badanych
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enzymow LPLAT, ktére okazaty si¢ by¢ podobne do wiasciwosci biochemicznych
enzymow LPLAT obecnych w innych organizmach eukariotycznych.

Niektore z roslinnych enzymow wykazujacych wlasciwos$ci acylotransferaz wymagaja
do swojej aktywnosci obecnosci jondw, gtownie jonéw dwuwartosciowych magnezu.
W zwigzku z tym w ramach badan zweryfikowany zostal efekt obecnosci jonow
magnezu, wapnia oraz potasu w roéznych stezenia na aktywno$¢ kazdego z badanych
enzymoéw LPLAT, obecnego w nasionach C. sativa. Zakres testowanych stezen jonow
obejmowat dla magnezu oraz wapnia stezenie od 0,05 do 2 mM, natomiast dla potasu od
0,5 do 2 mM, co w wigkszosci przypadkow odzwierciedlalo zawartosci wystepujace
W naturalnym $rodowisku enzymoéw LPLAT, w zwigzku z czym dane uzyskane
na podstawie testOw enzymatycznych in vitro moga odzwierciedla¢ procesy zachodzace
in vivo.

Otrzymane wyniki wykazaly, ze kazdy z enzymow zachowuje si¢ w odmienny sposob.
Aktywnos$¢ enzymoéw LPCAT byta hamowana glownie przez jony Mg?* oraz Ca?*,
jednakze ich inhibicja nie byta skorelowana liniowo z badanym stezeniem. Odnotowany
efekt sugeruje, ze najprawdopodobniej odmienne mechanizmy odpowiadaja
za hamowanie aktywnosci enzymow LPCAT w niskich oraz wysokich st¢zeniach tych
jonéw. Przy niskich stezeniach jonéw magnezu i wapnia, mozna spekulowaé, ze inhibicja
jest efektem bezposredniej modyfikacji konformacji enzymu lub stezeniem bgdacym
punktem wysycenia enzymu. W tym przypadku dalszy wzrost stezenia jonow nie mogitby
juz wptywac¢ na aktywno$¢ enzymatyczng, w zwigzku z czym obserwowalny dalszy
spadek aktywnos¢ LPCAT moze by¢ spowodowany wptywem tych jondw na inne etapy
reakcji katalizowanej przez ten enzym. Dotychczas wykazano juz, ze jony Mg?*
W stezeniach okoto 5 mM prowadza do zmniejszania rozpuszczalnosci acylo-CoA, ktory
jest podstawowym substratem reakcji katalizowanych przez LPLATy (Constantinides
and Steim, 1986). W komorkach catkowite stezenie jonéw Mg?* waha sie w granicach
15-25 mM, jednak znaczaca jego ilo$¢ jest zwigzana z innymi substancjami lub
wbudowana w skladniki komorkowe. Ostatecznie jedynie 0,4-0,5 mM st¢zenie jonow
Mg?* wystepuje w formie wolnej w cytozolu (Moomaw i Maquire, 2008; Karley i White,
2009; Maathuis, 2009). Wskazuje to, Ze stezenia Mg?* wystepujace w komérkach moga
wptywaé hamujaco na aktywno$¢ tych enzymow. W przypadku jonéw wapnia wykazano,
ze jego stezenie w cytozolu jest mniejsze niz 1 pM, jednakze w niektorych
kompartymentach komérkowych moze wynosi¢ nawet powyzej kilku mM (Hepler 2005;

Bagur i Hajnoczky 2017). Ponadto nalezy wspomnie¢, ze w komodrkach roslinnych
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czasteczki acylo-CoA sg dodatkowo zwigzane z biatkami przenoszacymi grupy acylowe
(ACBP), ktore rowniez moga wplywac na rozpuszczalno$¢ i dostepnos¢ tego substratu
dla LPLAT6w (Yurchenko i in., 2009). Jak dotychczas podobny wplyw jonow wapnia
i magnezu na enzymy LPCAT, jak odnotowany w niniejszej pracy, zaobserwowano dla
tego typu enzymdw obecnych w komoérkach eukariotycznych pochodzacych z gruczotow
podzuchwowych oraz z serca szczura (Soupene i in., 2008).

Jony magnezu oraz wapnia réwniez dziataly hamujaco na aktywno$¢ enzymow
LPEAT, jednakze w tym przypadku wszystkie z testowanych st¢zen wplywaly niemalze
jednakowo na ich aktywnos$¢, co wskazywac¢ by mogtlo, ze juz przy matych stezeniach
mozliwe jest wystgpienie wspomnianego efektu wysycenia enzymu. Dla tych samych
enzymow, pochodzacych z A. thaliana nie odnotowano zadnego wplywu jonow wapnia
na ich aktywnos$¢, pomimo obecnosci domen wigzacych wapn (Stalberg i in. 2009).
Rowniez w ramach tej pracy, dla enzymow LPEAT obecnych w C. sativa wykryta zostat
obecnos¢ tych domen. Jednakze ze wzgledu na odnotowany efekt hamujacy jony te nie
byty dodawane do $rodowiska reakcyjnego w dalszych eksperymentach.

Dla enzyméw LPAAT, ponownie jak w przypadku poprzednio omawianych klas
LPLATOw, odnotowano hamujacy wptyw jonéw wapnia. Podobny wptyw jonéw wapnia
odnotowano poprzednio dla tego typu enzymow obecnych we frakcjach mikrosomalnych
z kukurydzy, palmy kokosowej oraz rzepaku (Oo i Huang, 1989). Catkowicie odwrotny
trend odnotowano dla jonéw magnezu, ktore okazaly si¢ mie¢ stymulujagcy wpltyw na
wydajnosc¢ reakcji katalizowanej przez LPAATYy. Stymulujgcy wplyw jonow magnezu na
aktywnos¢ LPAATOw zaobserwowano poprzednio dla tego typu enzymow
pochodzacych z Brassica napus, Cocos nucifera, Limnanthes alba, Syagrus cocoides oraz
Zea mays (Oo i Huang 1989; Cao i in., 1990; Davies i in., 1995).

Dodatek jondéw potasu do mieszaniny reakcyjnej dzialal hamujaco na kazdy
Z badanych enzymow. Stezenie tych jonow w komorkach ro$linny jest niezwykle
wysokie i w cytozolu siegga nawet 200 mM (Blumwald i in., 2000), a zatem moze mie¢
ono znaczacy wplyw na aktywnos$¢ tych acylotransferaz wystepujacych w swoim
naturalnym $rodowisku. Dotychczas wplyw tych jonow zostat przetestowany wylacznie
dla enzyméw LPCAT pochodzacych z Phaeodactylum tricornutum, na aktywno$é
ktérych dziataly one rowniez w sposoéb hamujacy (Potonska i in., 2021).

Acylacja, czyli proces dotgczania grupy acylowej do lizofosfolipidéw, w reakcji typu
forward katalizowanej przez LPLATy moze teoretycznie zachodzi¢ w obu pozycjach

szkieletu glicerolowego LPL: zar6wno w pozycji sn-1, jak i sn-2. Niemniej jednak
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badania przeprowadzone przez Lager i in. (2013) wykazaly, ze enzymy LPCAT
(pochodzace z A. thaliana) przeprowadzajg ten proces W pozycji sn-2 ponad 9-razy
efektywniej niz w pozycji sn-1. Taka preferencj¢ potwierdzono rowniez w niniejsze]
pracy dla enzyméw LPCAT obecnych w nasionach C. sativa. Enzymy te ponad 8-krotnie
efektywniej katalizowaly reakcje acylacji pozycji Sn-2 w obecnosci 18-weglowych
nienasyconych acylo-CoA oraz prawie 2-krotnie efektywniej w przypadku
wykorzystania 16:0-CoA. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze grupy acylowe mogg by¢
przylaczane przez enzymy LPLAT zar6wno w pozycji sn-2, jak i sn-1, a w komoérkach
mogg znajdowac si¢ zarowno lizofosfolipidy z kwasami thuszczowymi w pozycji sn-1,
jak i sn-2. Obecnos¢ lipaz specyficznych zaréwno dla pozycji sn-1, jak i sn-2 fosfolipidow
zostala w komorkach roslinnych wykryta (Chen i in., 2013). Proces remodelowania
fosfolipidow moze wiec dotyczy¢ obu pozycji sn. Jak dotychczas nie wiadomo jednak,
czy ten proces dotyczacy pozycji Sn-1 fosfolipidow moze by¢ katalizowany przez enzymy

typu LPLAT w wyniku reakcji typu backward.

5.4. Aktywnos¢ oraz specyficzno$é substratowa w reakcjach typu forward enzymow
LPLAT obecnych w nasionach Camelina sativa

Kolejnym krokiem, ktory podjeto w ramach przeprowadzanych badan bylo
zweryfikowanie specyficznos$ci substratowej oraz aktywnos$ci wybranych enzymow
LPLAT w reakcjach typu forward, przy zastosowaniu zoptymalizowanych parametrow
dla reakcji enzymatycznych. Enzymy LPCAT obecne we frakcjach mikrosomalnych
nasion C. sativa ze wszystkich trzech testowanych stadiow ich rozwoju, wykazywaty
w reakcjach typu forward najwyzszg aktywno$¢ sposrod badanych LPLAToOw. Ponadto
wykazywaly wyrazng preferencjc w stosunku do acylo-CoA z 18-wegglowymi
nienasyconymi kwasami ttuszczowymi. Podobng specyficznos¢ substratowg odnotowano
rowniez dla enzymoéw LPCAT z A. thaliana, L. fendleri, C. tinctorius, R. communis,
H. benghalensis oraz L. usitatissimum (Lager i in., 2013; Pan i in., 2015). Wydaje si¢
zatem, ze enzymy LPCAT wystepujace w ro$linach oleistych wykazuja zbiezna
preferencje substratowa w stosunku do acylo-CoA, przy czym nie wykazuja
dyskryminacji miedzy wielonienasyconymi, a mononienasyconymi 18-weglowymi
acylo-CoA, ktore ulegaja procesowi desaturacji znajdujac si¢ w strukturze PC.

Dotychczas enzymy LPAAT uczestniczace bezposrednio w szlaku Kennedy’ego

zostaly najlepiej scharakteryzowane pod katem ich biochemicznych wlasciwosci.
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Na podstawie tych badan wykazano, ze cechujg si¢ one najwicksza réznorodnoscia pod
wzgledem preferencji w stosunku do réznych acylo-CoA w zalezno$ci od gatunku
ro$liny, w ktorej wystepuja (Oo i Huang 1989; Laurent i Huang, 1992; Lassner i in. 1995;
Arroyo-Caro i in. 2013; Fahs i in. 2019). W przeprowadzonych badaniach wykazane
zostato, ze enzymy te obecne w nasionach C. sativa sa zdolne do wykorzystywania
réznych acylo-CoA, jednak szczegdlnie wysoka wydajnos¢ reakcji wykazuja
W obecnosci nienasyconych 18-weglowych acylo-CoA (gtownie 18:1-CoA) oraz 16:0-
CoA.

Az do tej pory, jedynymi scharakteryzowanymi enzymami o aktywnosci LPEAT byty
te pochodzace z A. thaliana. Wykazywaty one wysoka preferencj¢ w stosunku do 16:0-
CoA oraz nienasyconych 18-weglowych acylo-CoA (Stalberg i in. 2009). Uzyskane
wowczas wyniki w pewnym stopniu odzwierciedlajg preferencj¢ enzymow LPEAT
obecnych w nasionach C. sativa, z tym wyjatkiem, ze LPEATY obecne we frakcjach
mikrosomalnych z nasion C. sativa wykazujg nizsze preferencje w stosunku do 16:0-
CoA. Niemniej jednak w badaniach z wykorzystaniem systemu drozdzowego
(szczegotowo opisanych w dalszej czesci dyskusji) LPEATY z C. sativa wykazywaty
stosunkowo wysoka preferencje w stosunku do 16:0-CoA tak jak to zostato
zaobserwowane przez Stalberg i in. (2009).

Na podstawie zaobserwowanych preferencji substratowych wykonane zostaly
dodatkowe testy majgce na celu weryfikacj¢ tych wiasciwosci. W naturalnych warunkach
czasteczki acylo-CoA nim zostang wykorzystane przez enzymy LPLAT s3 zwigzane
Z biatkami wigzacymi acylo-CoA. Jak juz wspomniano poprzednio moze to wplywac na
efektywnos¢ ich wykorzystania w warunkach in vivo. W testach enzymatycznych in vitro
biatka ACBP moga by¢ zastgpione dodatkiem BSA, ktory oddziatuje z acylo-CoA w taki
sam sposob jak ACBP (Stymne i1 Stobart, 1984; Engeseth i in. 1996). Drugi
z wymienionych zespotéw naukowcow wykazat, ze w komorkach A. thaliana stezenie
tego biatka oscyluje w granicach 3-143 pg/g $wiezej masy. W ramach obecnej pracy
przeprowadzone zostaty dwa rodzaje eksperymentow, w ktorych wykorzystano rowno-
molowe ilosci wybranych acylo-CoA. Pierwszy typ reakcji byl prowadzony bez dodatku
BSA, podczas gdy do drugiego typu reakcji dodawano BSA o st¢zeniu 2 mg/ml, ktore
byto stezeniem nawet wyzszym niz st¢zenie ACBP w komorkach ro$linnych.

W obu typach reakcji wszystkie z testowanych acylotransferaz wykazywaty najwyzsza
aktywnos¢ w stosunku do acylo-CoA z 18-weglowymi, nienasyconymi kwasami

tluszczowymi; byly jednak miedzy nimi pewne rdéznice. LPAATY wykazywatly
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najwyzszg aktywnos$¢ w stosunku do 18:1-CoA, natomiast dwa pozostale enzymy
wzgledem 18:2-CoA, co korelowato z ich preferencjami zaobserwowanymi w testach
z wykorzystaniem pojedynczych acylo-CoA. Dla enzyméw LPCAT zaobserwowano
rébwniez porownywalne, do uzyskanych w testach z pojedynczymi acylo-CoA,
preferencje w stosunku do 16:0-CoA. Natomiast dla LPAATOw oraz LPEATOw w testach
selektywnosci, zarowno z dodatkiem, jak i bez BSA, odnotowano nizsze preferencje tych
enzymow W stosunku do 16:0-CoA niz w testach z pojedynczymi acylo-CoA. Niemniej
jednak dla LPEATOw nie odnotowano znaczacych réznic w preferencji do tego donora
pomiedzy testami z dodatkiem 1 bez dodatku BSA. Zatem preferencjia LPEATow
w stosunku do 16:0-CoA w testach selektywnosci jest najprawdopodobniej nie tylko
efektem dostepnosci acylo-CoA (woéwcezas, gdy jest zwigzany z BSA), ale réwniez
wynika z indywidualnych wiasciwosci badanych enzymow.

Zbiezne wyniki dotyczace specyficzno$ci substratowej, ktore odnotowano dla
wszystkich enzyméw LPLAT w testach in vitro wykorzystujacych pojedyncze acylo-
CoA, jak 1 testach wykorzystujacych mieszaning tych substratow bez lub z dodatkiem
BSA wskazujg, ze najprawdopodobniej tozsame wilasciwosci tych enzymow beda
odzwierciedlane w warunkach in vivo.

Wyniki te réwniez wskazuja, ze rodzaj kwasow tluszczowych przylaczanych do
lizofosfolipidow w reakcjach katalizowanych przez LPLATY bedzie $cisle zwigzany
z dostepnoscig donorow grup acylowych. Badania dotyczace profilu puli acylo-CoA
wystepujacych w nasionach C. sativa wykazaly, ze sposrdod wykorzystanych
w omawianych badaniach acylo-CoA, dominuje w tej puli 18:1-CoA, a nast¢pnie 16:0-
CoA > 18:3-CoA > 18:0-CoA > 18:2-CoA (Ruiz-Lopez i in., 2016). Powyzsze wyniki
oraz dane dotyczace specyficznosci substratowej LPLATOw nasion C. sativa,
sugerowatyby wiec, ze do puli PC (w wyniku remodelowania) glownie wiaczany bedzie
kwas oleinowy, ktory kolejno moze by¢ przeksztatcany do kwaséw wielonienasyconych,
ktére stanowia dominujacg pule kwasow tluszczowych wystepujacych w PC. Idac tym
tokiem rozumowania, w przypadku puli PA oraz PE, dla ktorych dotychczas nie
wykazano, aby byly wykorzystywane w procesie desaturacji, powinna dominowac
zawarto$¢ kwasu oleinowego. Niemniej jednak kwas ten stanowi zaledwie okoto 10%
kwasow tluszczowych wystepujacych w puli PA oraz $rednio okoto 15% w puli PE,
W zwigzku z czym inne mechanizmy musza by¢ odpowiedzialne za sktad kwasow
tluszczowych tych lipidow. Niska zawarto$¢ tego kwasu tluszczowego w puli PA,

moglaby by¢ spowodowana np. szybszym przeksztalcaniem PA zawierajagcym jedng lub
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dwie czasteczki kwasu oleinowego do diacyloglicerolu w poréwnaniu z PA zawierajacym
wielonienasycone kwasy tluszczowe. Tego typu czasteczki DAG mogtyby by¢ wlaczane
do puli PC, gdzie kwasy te ulegatyby dalszemu procesowi desaturacji lub byty
wykorzystywane bezposrednio do syntezy triacylogliceroli. Lager i in. (2020) wykazali
np., ze enzymy DGAT1 obecne w nasionach C. sativa wykazujga wysoka specyficznosé
wzgledem puli DAG posiadajacej dwa kwasy oleinowe. Jak dotychczas brak jest jednak
danych czy fosfataza kwasu fosfatydowego posiada takie wtasciwosci. Niskg zawarto$¢
18:1 w PE mozna by za$ ttumaczy¢ stosunkowo niskg intensywno$cig remodelowania
tego fosfolipidu. Tak wigc, o sktadzie kwasow ttuszczowych PE decydowaltby gtownie
sktad kwasow ttuszczowych czasteczek DAG wykorzystywanych do syntezy tego lipidu
w szlaku Kenedy’ego.

Oprocz wyzszej preferencji enzymow LPAAT oraz LPEAT w stosunku do 16:0-CoA,
W poréwnaniu do LPCAToOw oba te enzymy wykazywaly réwniez stosunkowo wysoka
zdolnos¢ do wykorzystywania kwasu kaprynowego, laurynowego oraz mirystynowego
zwigzanego z koenzymem A. Obecnos¢ tych kwasow tluszczowych nie zostata jednak
wykazana ani w zadnej z tkanek C. sativa, ani w puli acylo-CoA jej nasion (Ruiz-Lopez
i in., 2016). Jednak wiasciwo$¢ ta efektywnie mogtaby zosta¢ wykorzystana przy probie
wytworzenia przy pomocy technik inzynierii genetycznej odmian C. sativa posiadajacych

te kwasy ttuszczowe w puli lipidow zapasowych.

5.5. Efektywnos¢ remodelowania poszczegolnych puli fosfolipidow obecnych
w nasionach Camelina sativa, a udzial enzyméw LPLAT w tym procesie

Na szczegdlng uwage zastugujg badania skupiajace si¢ na reakcjach typu backward
analizowanych enzymow oraz okresleniu ich udzialu w remodelowaniu poszczegdlnych
fosfolipidow oraz puli acylo-CoA. Przeprowadzone badania oraz kalkulacje dotyczace
efektywnosci remodelowania obu puli, a takze czasu trwania tego procesu zostaly
wykonane po raz pierwszy. Poprzez oznaczenie aktywnosci poszczegolnych enzymow
w jednym nasieniu C. sativa na danym stadium rozwojowym oraz okreslenie zawartoSci
danego fosfolipidu w catym nasieniu mozliwe byto obliczenie ilosci kwasow
thuszczowych, ktore moga by¢ przenoszone z puli fosfolipidu do puli acylo-CoA w czasie
pomigdzy danymi stadiami rozwojowymi.

Uzyskane na tej podstawie dane wykazaly, ze enzymy LPCAT obecne

w rozwijajacych si¢ nasionach C. sativa wykazuja potencjal do przeniesienie prawie
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wszystkich wieloniensyconych kwasow tluszczowych, ktoérych synteza zachodzi w puli
PC, a ktore stanowig okoto 55% wszystkich kwasoéw tluszczowych dojrzatych nasion.
Wyniki wyraznie wykazaty, ze enzymy LPCAT moga by¢ jednymi z wazniejszych, badz
nawet gldownymi enzymami odpowiedzialnymi za proces  wzbogacania
cytoplazmatycznej puli acylo-CoA, ktora moze by¢ kolejno wykorzystywana przez
innego typu acylotransferazy uczestniczace w biosyntezie TAG lub procesie
remodelowania lipidow. Dla LPAATOw odnotowana zdolno§¢ do transferu kwasow
thuszczowych pomigdzy tymi pulami byta wyraznie stabsza. Jednakze, mimo ze pula PA
stanowi niewielkg frakcje wszystkich lipidow polarnych to jej udziat w suplementacje
cytozolowej puli acylo-CoA za posrednictwem reakcji backward LPAATOw okazat sie
by¢ stosunkowo wysoki, a proces remodelowania tej puli zachodzit najszybcie;j.
Obliczenia wykazaty, ze nawet okoto 5% kwasow tluszczowych, ktore znajdujag sie
w dojrzatych nasionach C. sativa wpierw bylo wlaczane do puli PA, a nastepnie
przenoszone do puli acylo-CoA. Najwolniej za$ przebiegata edycja grup acylowych
znajdujgcych sie¢ w puli PE, a jej udzial w suplementacji puli acylo-CoA w wyniku
dziatania enzymoéw LPEAT rowniez okazat si¢ by¢ najmniej efektywny. Zaledwie 2%
kwasow tluszczowych obecnych w acylolipidach dojrzatych nasion C. sativa moglo
pochodzi¢ z puli PE, ktora de facto stanowita ponad 25% wszystkich lipidow polarnych.

Nalezy mie¢ jednak na uwadze, ze okreslony potencjat kazdego z enzymow LPLAT
w remodelowaniu poszczegdlnych fosfolipidow nie wyklucza udziatu w tym procesie
innych enzymoéw takich jak PDAT, czy fosfolipaza Ao.

Reakcje typu backward przeprowadzane przez enzymy LPCAT oraz LPAAT in vitro
przebiegaly z najmniejszg intensywnoscig, gdy w srodowisku reakcji znajdowat si¢ 18:3-
CoA w porownaniu do tych reakcji przebiegajacych w obecnosci 18:1-CoA
i W niektorych stadiach rozwojowych nasion rowniez 18:2-CoA. Roznice te byty czesto
wicksze niz w wykorzystywaniu tych acylo-CoA w reakcjach typu forward
przeprowadzanych przez omawiane enzymy. Mozna wigc przypuszczaé, ze acylo-CoA
obecne w $rodowisku reakcji moga w roézny sposob wplywaé na aktywno$¢ typu
backward tych enzyméw. Jak dotychczas brak jest jednak danych literaturowych na ten
temat, jednakze badania wstgpne (jeszcze nie Opublikowane) prowadzone w Zakladzie
Biochemii Roslin MWB UG i GUMed (w ktorym praca ta powstata) sugeruja istnienie
takiej mozliwosci. W przypadku LPCATow miatoby to gleboki sens fizjologiczny.
W puli acylo-CoA nasion C. sativa dominuje 18:1-CoA (Ruiz-Lopez i in., 2016). Aby

ulegt on procesowi desaturacji musi najpierw by¢ wiaczony do puli PC. Stymulacja przez
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ten acylo-CoA reakcji typu backward prowadzitaby wigc do powstania zwigkszonej puli
LPC, do ktorej w reakcji typu forward moglyby by¢ dotaczane kwasy thuszczowe z acylo-
CoA wystepujacych w najwigkszej ilosci, czyli gtdéwnie z 18:1-CoA. W przypadku puli
PA oraz LPAATOw znaczenie fizjologiczne takiego wptywu 18:1-CoA nie jest juz tak
oczywiste zaktadajac, ze pula PA nie jest miejscem desaturacji kwasow thuszczowych,
a zarazem PA stanowi zbyt malg frakcj¢ lipidowa, aby kwas ten mial znaczacy wptyw na
ptynno$¢ blony. Mimo to kwas fosfatydowy stanowi gldwny substrat dla fosfatazy kwasu
fosfatydowego katalizujacej reakcje syntezy puli DAG. Pula ta jest miedzy innymi
wykorzystywana do syntezy PC, przez enzym PDCT, ktory nie wykazuje dyskryminacji
w stosunku do sktadu DAG (Demski i in., 2021). Kolejno po powstaniu PC moze
nastepowac desaturacja tych kwas tluszczowych. Tak wigc bytby to mechanizm
dostarczania 18:1 z puli PA do puli PC.

5.6. Wplyw warunkéw hodowli in vivo oraz in vitro na metabolizm lipidow oraz
profil acylolipidow obecnych w lisciach Camelina sativa

Do tej pory przewazajgca cze¢$¢ badan opisanych w literaturze, skupiata si¢ na
charakterystyce acylolipidow wystepujacych w tkankach A. thaliana. W zwiagzku
Z wybranym modelem ro$linnym do badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy
jakim byta C. sativa, poza okresleniem jej profilu lipidowego w nasionach, ktory zostat
oméwiony na poczatku tego rozdziatu, w ramach obecnej pracy wykonane zostaly
réwniez analizy charakteryzujgce acylolipidy obecne w lisciach tej rosliny. W tym celu
ro$liny byly hodowane zar6wno w warunkach in vivo — odzwierciedlajacych warunki
naturalne, jak i in vitro. Obecnie metody hodowli roslin in vitro sg powszechnie
wykorzystywane zaréwno przemysle/rolnictwie, jak i w badaniach naukowych. Czgs¢
z wynikow tych badan bezposrednio jest odnoszona do Sytuacji z warunkoéw in Vvivo,
mimo, ze jak dotychczas brak jest danych porownawczych na temat metabolizmu lipidow
w obu warunkéw hodowli. Na podstawie przeprowadzonych w ramach tej pracy badan
okazuje si¢, ze procesy metaboliczne, a co za tym idzie i profil lipidowy ros$lin
hodowanych w obu tych warunkach sg rozbiezne. Dowodzi to, ze wyniki otrzymane dla
tkanek roslinnych z jednego typu hodowli nie mogg by¢é w sposdb bezkrytyczny
implementowane do drugiego/innego systemu hodowli.

Sktad acylolipidow lisci C. sativa byt dos¢ zblizony do profilu lipidowego lisci
A. thaliana, gdy poréwnywano rosliny obu gatunkéw z hodowli w warunkach in vivo

(Miquel i Browse, 1992; Falcone i in., 2004; Li-Beisson i in., 2013 oraz dane uzyskane
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w ramach niniejszej pracy) oraz gdy te poréwnania dla obu gatunkéw dotyczyly
warunkow in vitro (Demski i in., 2020 oraz niniejsza praca). W przypadku zawartosci
I kompozycji poszczegolnych klas lipidowych, dla wigkszos$ci z nich odnotowane réznice
byly niewielkie i najprawdopodobniej wynikaly po czesci z roznic gatunkowych
I drobnych rézni¢ w warunkach hodowli. Roéznice te zaobserwowano szczegodlnie,
w sktadzie kwasow tluszczowych puli PC oraz PE, ktore charakteryzowaly sig
dominujgca zawartoscig 18:3 w lisciach C. sativa, podczas gdy w A. thaliana dominowat
18:2 (Miquel i Browse, 1992). Istotne réznice odnotowano takze w sktadzie kwasow
tluszczowych DGDG. W lisciach C. sativa znaczacy udzial w skladzie tych kwasow
tluszczowych stanowit kwas palmitynowy (16:0) oraz oleinowy (18:1), podczas gdy
w lisciach A. thaliana zdecydowanie dominowat kwas linolenowy (18:3); (Miquel
i Browse, 1992).

Dostepne dane literaturowe nie pozwalajg jednak na poréwnanie z innymi badaniami
otrzymanych wynikow dotyczacych profili lipidowych lisci z warunkow in vitro i in vivo.
Niewatpliwie najbardziej znaczacg rozbieznoscig, ktorg odnotowano dla profilu
lipidowego lisci roslin hodowanych w tych dwoch réznych warunkach byta zawarto$é
kwasow trojnienasyconych (trienowych). Wzgledna zawartos¢ tych kwasow
thuszczowych w catkowitej puli acylolipidow lisci hodowanych in vivo stanowita okoto
72%, podczas gdy w lisciach hodowanych in vitro bylo ich ponad 20% mniej. Roznice
te, przechodzac na poziom poszczegdlnych klas lipidow, byly szczegolnie widoczne
w PC oraz PA oraz w nieco mniejszym stopniu w sktadzie kwasoéw ttuszczowych obu
galaktolipidow. Rowniez istotnym jest fakt, ze wzgledna zawartosci puli MGDG oraz
DGDG byta wyraznie mniejsza w liSciach hodowanych in vitro. Kwasy trienowe
odgrywajg niezwykle wazng rol¢ w zachowaniu ptynnos$ci membran bton biologicznych
oraz w adaptacji roslin do niekorzystnych warunkéw S$rodowiskowych, glownie
wywotanych zmianami temperatury. Sa ponadto czasteczkami sygnatowymi podczas
stresu oraz stanowig znaczacg czes$¢ puli TAG, bedacej gtdéwnym zZrédlem wegla, czyli
energii zapasowej (Murakami i in., 2000; Yaeno i in., 2004; Wang i in., 2018). Obnizona
zawarto$¢ tego typu kwasow thuszczowych w lipidach lisci z warunkach in vitro mogtaby
sugerowa¢, ze w tych warunkach nastepuje pewne ,,usztywnienie” bton komorkowych
W poroéwnaniu do warunkow in vivo, jednak jak dotychczas trudno jest okresli¢ jakie to
mogloby mie¢ znaczenie fizjologiczne dla roslin hodowanych w tego typu warunkach.
Rowniez sam mechanizm prowadzacy do zmniejszenia zawarto$ci kwasow trienowych

w warunkach in vitro nie jest jak dotychczas poznany. Ostatnio, grupa naukowcoéw
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z Japonii, wykazata, ze kwas 18:3 jest odlaczany z plastydowej puli MGDG za
posrednictwem lipazy HIL1 w warunkach stresowych (wywotanych wyzsza
temperaturg), a nastepnie jest on efektywnie wlaczany do puli TAG (Higashi i in., 2018).
Mozna przypuszczac, ze podobny efekt moga wywolywac rowniez warunki in vitro. Pula
MGDG lisci C. sativa z tych warunkow hodowli charakteryzowata si¢ bowiem spadkiem
zawartosci 18:3 w poréwnaniu do warunkow in vivo, podczas gdy zawarto$¢ tego kwasu
thuszczowego znaczaco wzrastata w puli lipidow obojetnych, ktorych zawarto$¢ rowniez
istotnie zwickszyta si¢ w warunkach in vitro (wzrost wzglednej zawarto$ci o okoto 15%
tj. do ponad 20% wszystkich klas lipidow). Idac dalej tym tropem myslenia nalezatoby
zatozy¢, ze warunki in vitro stanowia dla roslin warunki stresowe a uruchamiajace sig
W odpowiedzi na ten stres mechanizmy obronne sg podobne do tych ktére uruchamiajg
si¢ w odpowiedzi na stres temperaturowy. Z drugiej strony, zwigkszona zdolno$¢ do
syntezy lipidow obojetnych (w sklad ktorych wchodzg triacyloglicerole) moze by¢
skutkiem przestawienia metabolizmu odzywania z fotoautotroficznego w Kierunku
chemoheterotroficznego, poniewaz wszystkie substancje mineralne oraz zrodto wegla
W postaci sacharozy znajduje si¢ bezposrednio w pozywce. Takie warunki mogg wptywac
na czeSciowg zmiane funkcji tkanek lisciowych 2z tkanek odpowiedzialnych
za przeprowadzanie procesu fotosyntezy na tkanki zdolne do akumulacji lipidow. Dane
literaturowe wskazuja, ze w przypadku roslin o zredukowanej zawartosci puli MGDG
dochodzi do zmniejszenia zawarto$ci chloroplastow, uposledzenia procesu fotosyntezy
oraz efektywnosci fotoautotroficznego wzrostu roslin (Kobayashi i in., 2007; Holzl i in.,
2009; Basnet i in., 2019). Dane te nie odpowiadajg jednak na pytanie dotyczace
mechanizmu prowadzacego do zmniejszenia puli MGDG w liSciach in vitro oraz
zawartosci 18:3 w skladzie jego kwasoéw ttuszczowych.

Biorac pod uwage wyrazny spadek wzglednej 1 bezwzglednej zawarto$ci
galaktolipidow, wzrost wzglednej zawarto$ci fosfolipidow, szczeg6lnie takich, jak PC
oraz PE oraz redukcje zawartosci kwasow trienowych zaréwno kwasu
heksadekatrienowego, jak i linolenowego mozna przypuszczaé, ze warunki hodowli
in vitro dyskryminuja szlak prokariotyczny syntezy lipidow membranowych. Zmieniona
proporcja udzialu szlaku prokariotycznego oraz eukariotycznego biosyntezy
glicerolipidow jest uznawana za jeden ze sposob adaptacji do zmian temperaturowych
(Yuiin., 2021). Tozsame zmiany dotyczace faworyzowania szlaku zachodzacego w ER
(eukariotycznego) zostaty juz scharakteryzowane dla roslin poddanych stresowi wysokiej

temperatury (Li in., 2015). Dane te ponownie wskazuja, ze hodowla w warunkach in vitro
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moze mie¢ podobny wptyw, jak i wysoka temperatura na profil oraz metabolizm lipidowy
ro$lin. Niemniej jednak wszystkie wskazane powyzej procesy nie wykluczaja si¢ i moga
zachodzi¢ rownolegle, co wymaga dalszego potwierdzenia eksperymentalnego.

Ze wzgledu na fakt, ze znaczna czg¢$¢ roznic dostrzezonych w profilu acylolipidow
lisci pochodzacych z warunkow in vivo oraz in vitro dotyczyta fosfolipidow, kolejnym
krokiem badan bylo scharakteryzowanie LPLATOw — enzymow zwigzanych z procesem
ich biosyntezy oraz remodelowania. Biorgc pod uwage wartosci bezwzglednej
aktywnosci enzymoéw LPLAT, to enzymy te obecne w lisciach hodowanych in vitro
wykazywaly, co najmniej 2-krotnie wyzszg aktywno$¢ niz te z lisci hodowanych in vivo.
Zaobserwowany efekt moze by¢ wynikiem kilku mozliwosci: (1) zwigkszonej ekspres;ji
gendéw kodujgcych badane enzymy w lisciach hodowanych in vitro, (2) aktywnos¢
enzymOw LPLAT moze by¢ wzmacniana poprzez modyfikacje potranslacyjne lub (3)
wigksza aktywnos¢ moze by¢ spowodowana nizszym katabolizmem i wolniejsza utratg
przez nie aktywnos$ci. W przypadku enzymow LPEAT hipoteza dotyczaca zwigkszonej
ekspresji genéw kodujagcych te enzymy zostata wykluczona w ramach niniejszej pracy,
poniewaz ekspresja genow w materiale pochodzacym z obu wariantow hodowli byta
poréwnywalna. Fizjologiczne znaczenie wzmozonej aktywnosci enzymoéw LPLAT moze
wigza¢ si¢ ze zwigkszong intensywnoscig procesu remodelowania puli fosfolipidow
w warunkach hodowli in vitro. Poprzednie argumenty wskazuja, ze rosliny hodowane
w warunkach in vitro zachowuja si¢ pod wzgledem modyfikacji profilu lipidowego jak
rosliny stresowane, w zwigzku z czym mozliwym jest, ze zwigkszona aktywnos¢
enzymow LPCAT oraz LPEAT w tych warunkach jest niezbedna do efektywnego
dostosowania sktadu kwasow thuszczowych bton lipidowych do otaczajacych warunkow,
badz w przypadku enzymow LPCAT oraz LPAAT dostarczenia substratow do produkcji
lipidow zapasowych (sktadajacych si¢ na rosngcg pule lipidow obojetnych). Odnotowane
specyficznosdci substratowe w reakcjach typu forward sa rozbiezne dla enzyméw
pochodzacych z testowanych warunkow hodowli. Efekt ten najprawdopodobniej jej
wywolany, wykazang oraz opisang dalej mozliwos$cig wystepowania roznych wariantow
izoenzymow LPLAT. W reakcjach typu backward zaden z zastosowanych donorow grup
acylowych nie byt dyskryminowany, niemniej jednak najefektywniej reakcje tego typu
przebiegaly w obecnosci 18:1-CoA, a stabiej w obecnosci 18:2-CoA oraz 18:3-CoA.
Podobny wplyw testowanych acylo-CoA na reakcje typu backward wykazano
poprzednio w testach badajacych intensywnos$¢ tego typu reakcji przeprowadzanych

przez LPLATy obecne w nasionach Inicznika. Aktywnos¢ 1 specyficznosé
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poszczegbdlnych enzymoéw LPLAT nie korelowata pomigdzy aktywnos$ciag typu forward
I backward, jednakze badania przeprowadzone przez Jasieniecka-Gazarkiewicz i in.
(2015) dowiodty juz wowczas, ze wlasciwosci tych enzymoéw w obu typach reakcji moga
by¢ zupelie rozbiezne. W warunkach naturalnych najprawdopodobniej nie tylko
specyficzno$¢ substratowa tych enzyméw bedzie decydowata o tym jakie kwasy
thuszczowe beda przylaczane przez nie do lizofosfolipidow, ale rowniez, a moze
w gtéwnej mierze, bedzie na ten proces wptywata dostgpna pula acylo-CoA.
W odroznieniu jednak od nasion C. sativa (wczesniejsza czgs¢ dyskusji), profil puli
acylo-CoA w lisciach Inicznika nie zostaty dotychczas przebadany przez zaden zespot
naukowcow. Proces edycji grup acylowych w lisciach moze réwniez zachodzi¢ przy
udziale enzymow PDAT czy fosfolipaz (gtownie fosfolipazy Az). Rozwazajac udzial
wszystkich mozliwych enzymoéw zaangazowanych w proces remodelowania,
intensywnos¢ oraz czas przebiegu tych procesow sg niezwykle wydajne. Efektywnos¢
remodelowania puli PC obecnej w lisciach C. sativa hodowanej w warunkach in vitro jest
poréwnywalna do edycji tej puli zachodzace; w okresie pierwszego stadium
rozwojowego nasion. Edycja puli PA w tych lisciach zachodzi nawet intensywnie niz
odnotowano to dla PA nasion. Tak wydajne remodelowanie PC i PA w lisciach in vitro
moze wigza¢ si¢ z potrzebg adaptacji do warunkow stresowych lub zwigkszong
akumulacjg lipidow zapasowych. Natomiast dla puli PE obecnej w zar6wno w liSciach in
vivo, jak i in vitro odnotowano, Ze proces ten moze zachodzi¢ szybciej niz w nasionach,
co wskazuje, ze ten fosfolipid moze pelié¢ szczegdlnie wazng role w tkankach

nadziemnych i w dostosowaniu si¢ do panujacych warunkdéw zewnetrznych.

5.7. Wplyw temperatury na preferencje enzymoéow LPLAT, a ich rola w utrzymaniu
cieklo-krystalicznej struktury membran komérkowych lisci Camelina sativa
Fosfatydylocholina, jak i fosfatydyloetanoloamina sg dominujagcymi fosfolipidami
W btonach komorkowych w zwigzku z czym to one w gtéwnej mierze odpowiada¢ beda
za zachowanie plynnosci tych struktur. Ta wlasciwo$¢ jest niezwykle wazna do
utrzymania prawidtowej fizjologii komorki 1 stabilizacji struktury komoérki w réznych
warunkach temperaturowych. Glowng role w tym procesie odgrywac bedzie profil
kwasow ttuszczowych w tych fosfolipidach. W niskich temperaturach dominowac¢ beda
nienasycone, a w wysokich nasycone kwasy tluszczowe. Rosliny ladowe nieustannie

narazone s3 na rozne bodzce §rodowiskowe, przy czym jednym z najwazniejszych
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wyzwan przed jakim stoja jest wlasnie szeroki zakres temperatur. Ten stresor moze
prowadzi¢ do szeregu roznych niekorzystnych efektow takich jak: hamowanie aktywnos¢
metabolicznej enzymow, niepoprawne faldowanie bialek, wywolywanie stresu
oksydacyjnego, czy hamowanie procesu fotosyntezy. Ostatecznie zmiany te moga
prowadzi¢ do obnizenia plonéw roslin lub nawet $mierci komorek roslinnych (Ruelland
i in., 2009). Dlatego tez tak wazne jest zachowanie plynnej struktury membran
komoérkowych w odpowiedzi na stres temperaturowy. Zaréwno wysoka, jak i niska
temperatura wywotujagC zmiany w ptynnosci blony, uruchomiajg sygnalizacje
komérkowa. Za posrednictwem jondéw Ca?*, aktywuja szlaku kinaz MAP (MAPK) oraz
prowadza do zmiany ekspresji réznych gendw, majac ostatecznie na celu adaptacje
komorek do panujgcych warunkéw. Niemniej jednak bezposredni mechanizm zmiany
ptynnosci membran komérkowych w odpowiedzi na zmiang warunkéw temperaturowych
nie do konca jest jasny. Najprawdopodobniej to zmiany w plynnosci membran inicjuja
catg kaskade reakcji wewnatrz komorki, ktére w pierwszej kolejnosci dotycza bialek
btonowych takich jak kanaly jonowe mogace regulowaé transfer jonéw wapnia
I aktywacje kinaz biatkowych reagujacych na wapn (Zhu, 2016). Dotychczas nie
wszystkie ,,elementy” procesu odpowiadajacego za zmiany zachodzace w membranach
pod wplywem tego stresora zostaty poznane. Do dzi$ gtoéwnie udziat desaturaz w tym
procesie zostat scharakteryzowany, gdyz odgrywaja one szczegdlng role¢ w warunkach
niskich temperaturach poprzez wprowadzanie wigzan podwojnych, ktore umozliwiajg
zachowanie ciekto-krystalicznej struktury membrany.

W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy wykazano, ze znajdujace
si¢  w tkankach wegetatywnych enzymy LPEAT, odpowiadajagce za synteze/
remodelowanie fosfatydyloetanoloaminy mogg reagowac na zmiany temperatury poprzez
modyfikacj¢ swojej aktywnosci oraz specyficznosci substratowej. Co wazne, dla
enzymow LPCAT takich wlasciwosci nie odnotowano. Eksperymenty wykazaly, ze niska
temperatura promuje preferencje enzyméw LPEAT w stosunku do 18:3-CoA, podczas
gdy w wyzszych temperaturach (powyzej 30 °C) preferencja ta maleje, a wzrasta
w stosunku do 18:1-CoA. Zaobserwowane zmiany specyficznosci koreluja z danymi
literaturowymi opisujacymi sktad acylipidow obecnych w roslinach poddanych zmianom
temperaturowym. Badania przeprowadzone na lisciach A. thaliana, oraz co wazne przy
uwzglednieniu zmian w profilu kwaséw thuszczowych puli PE wykazaly, ze wysoka
temperatura prowadzi do spadku zawartosci kwasoéw trienowych (18:3 oraz 16:3),

a wzrostu zawartosci kwasu 16:0 oraz 18:1. Ponadto, w tych tkankach wzrasta pod
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wplywem wysokiej temperatury ilos¢ 18:2, w przeciwienstwie do nasion (Welti i in.,
2002; Falcone i in., 2004; Saidi i in., 2010; Qin i in., 2020). Badania przeprowadzone na
roslinach oleistych uprawianych w wysokich temperaturach wykazaty, ze nasiona takich
ro$lin zawieraty obnizony poziom 18:2 oraz 18:3, a zwigkszony 18:1 (Canvin, 1965; Wolf
iin., 1982; Schulte i in., 2013). Tendencje dotyczace wzrostu akumulacji 18:2 w lisciach
A. thaliana pod wptywem podwyzszonej temperatury korelowaly z zaobserwowanymi
preferencjami enzymow CSLPCAT i CSLPEAT obecnych w tkankach wegetatywnych
w stosunku do 18:2-CoA, jednakze zmiany sktadu kwasow tluszczowych lipidow lisci
C. sativa pod wplywem temperatury nie zostaly przeprowadzone jak rowniez wpltyw
temperatury na preferencje AtLPCAT i AtLPEAT nie byt testowany. Odnotowane zmiany
w sktadzie kwasow tluszczowych puli PE lisci A. thaliana pod wptywem podwyzszone;j
temperatury (Qin i in., 2020) sa tozsame ze zmianami, pod wplywem temperatury,
preferencji substratowych (w stosunku do acylo-CoA) odnotowanych dla enzyméw
CsLPEAT, co posrednio wskazuje, ze LPEATYy moga odgrywaé znaczaca role
w regulacji sktadu kwasow tluszczowych tego fosfolipidu. Zawartos¢ kwasow
trienowych, w tym kwasu linolenowego, juz uprzednio zostata scharakteryzowana jako
dominujgca w procesie aklimatyzacji, podczas ktorej w niskich temperaturach pozadana
jest wysoka zawarto$¢ tych kwasow tluszczowych, a w wysokich wrecz odwrotnie
(Murakami 1 in., 2000). Niemniej jednak dla enzymow LPEAT pochodzacych z lisci
C. sativa hodowanych w warunkach in vivo odnotowano do$¢ silng preferencje
w stosunku do 16:0-CoA, szczegdlnie widoczng w podwyzszonych temperaturach.
Ta ceche odnotowano wylacznie dla tkanek wegetatywnych i moze to by¢ cecha
utatwiajgca im adaptacje do stresu cieplnego, w czasie kiedy ten kwas tluszczowy jest
pozadany, aby zapewni¢ stabilizacj¢ blon komorkowych.

Odnotowane preferencje w pewnym stopniu zostaly potwierdzone na postawie
przeprowadzonych testow selektywnos$ci, w ktorych uwzgledniono rolg biatka ACBP
zastgpionego w reakcjach enzymatycznych dodatkiem BSA. Dla obu testowanych
temperatur wykryto wysoka preferencj¢ wzglegdem 18:1-CoA, dominujaca nad
wykorzystaniem 18:3-CoA. Niemniej jednak w wyzszych temperaturach wykorzystanie
18:3-CoA istotnie zmniejszato si¢, co koreluje ze zmianami zachodzacymi w puli PE pod
wplywem tego stresora. Z drugiej strony warunki te prowadzity do wzrostu specyficzno$¢
LPEATOw obecnych w lisciach hodowany w warunkach in vitro wzgledem 16:0-CoA,

co poprzednio w testach z uzyciem pojedynczych acylo-CoA nie zostalo zaobserwowane.
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Jak si¢ okazuje temperatura nie tylko wplywala na zmiang¢ specyficznosci enzyméow
LPEAT obecnych w tkankach C. sativa, ale rowniez determinuje intensywnos¢ reakcji
backward tych enzymow oraz efektywnos¢ remodelowania puli PE. Badania
przeprowadzone dla frakcji mikrosomalnych otrzymanych z lisci hodowanych in vivo
przy zastosowaniu dwoch skrajnych temperatur 10 oraz 40 °C wykazaly, ze w wyzej
temperaturze przebudowa puli PE zachodzi nawet do 5 razy szybciej, w zaleznosci od
zastosowanego acylo-CoA, niz w temperaturze 10 °C. Uwzgledniajac rowniez
intensywno$¢ remodelowania puli PE w 30 °C mozna jednoznacznie wykazaé, ze wraz
ze wzrostem temperatury efektywnos$¢ edycji grup acylowych wzrasta, co moze by¢ $cisle
zwigzane z faktem, ze to wyzsze temperatury prowadza do zajScia zmian w komorce
roslinnej, ktore mogg by¢ nieodwracalne, a zatem stres ten jest bardziej niebezpieczny
dla roslin. Otrzymane wyniki wskazujg na wzmozone remodelowanie puli PE obecnej
w tkankach wegetatywnych pod wptywem podwyzszonej temperatury. W temperaturze
40 °C zachodzi ono nawet efektywniej niz remodelowanie puli PE nasion C. sativa.
Niemniej jednak udzial enzymow LPEAT w remodelowaniu puli PE obecnej w lisciach
byt niewielki, co wskazuje, ze inne reakcje takie jak aktywnos$¢ fosfolipaz, czy
wykorzystanie tej puli przez enzymy PDAT i produkcja puli LPE rowniez beda odgrywac
istotng role w remodelowaniu. W reakcjach typu backward przeprowadzanych
Z udziatem frakcji mikrosomalnych z nasion C. sativa, sposrod testowanych donorow
grup acylowych enzymy LPLAT szczegdlnie preferowaly 18:1-CoA, a nast¢pnie 18:2-
CoA. Do$¢ podobne preferencje wykazano w tego typu testach przeprowadzonych
Z udziatem LPLATOw obecnych w lisciach C. sativa. Tak jak to dyskutowano to juz
w stosunku do tego typu reakcji przeprowadzanych przez LPLATY nasion C. sativa,
wydaje sie, ze acylo-CoA obecne w mieszaninie reakcyjnej (in vitro - w $rodowisku
reakcji) mogg wptywaé w roézny sposob na aktywnos¢ typu backward LPLATOw oraz na
aktywno$¢ innych enzymoéw uczestniczacych w produkeji LPL. Sugestie te musza by¢
jednak udowodnione w przysztych badaniach. Z fizjologicznego punktu widzenia,
preferencyjne wilaczanie 18:1 do puli remodelowanego PC jest jak najbardziej
uzasadnione, jako Ze to wiasnie w PC nastgpuje proces syntezy wielonienasyconych
kwasow tluszczowych, niezbednych dla prawidlowego funkcjonowania bton
biologicznych.

Nalezy jednak nadmienié, ze istotng kwestia, od ktorej w warunkach in vivo bgdzie
zaleze¢ aktywno$¢ enzymoéw LPEAT w reakcjach forward oraz backward, oraz

wykorzystywanie przez nie odpowiednich acylo-CoA do procesu remodelowania tego
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fosfolipidu, bedzie sktad puli acylo-CoA (dotychczas wcigz nie opisany dla lisci
C. sativa) oraz puli lizofosfatydyloetanoloaminy. Sktad tej ostatniej jest zas zalezny od

warunkow temperaturowych (Welti 1 in.,2002; Qui i in., 2020).

5.8. Wzory ekspresji genéw kodujacych poszczegélne izoenzymy LPLAT oraz
powigzanie tej ekspresji z aktywnoscig LPLATOw.

Badania dotyczace specyficzno$ci substratowej oraz aktywno$ci wybranych enzymow
LPLAT wykazaty, ze moga one zaleze¢ od takich parametrow jak stadia rozwoju nasion,
warunki hodowli — in vivo oraz in vitro, czy temperatura. Uznano wigc, ze
zaobserwowane efekty moga by¢ spowodowane mie¢dzy innymi, obecnoscig réznych
wariantow gendw kodujacych te enzymy 1 ich r6zng ekspresja zalezng od wspomnianych
czynnikow.

Na podstawie baz danych genomowych utworzonych przez Kagale i in. (2014;
http://www.camelinadb.ca) na bazie genomu C. sativa odmiany DH55 wykazano
obecno$¢ szczesciu wariantow gendw kodujacych LPCATY, pietnastu kodujacych
LPAATY oraz szcz¢sciu kodujagcych LPEATY. Nalezy jednak pamigtac, ze C. sativa jest
rosling heksaploidalng w zwigzku z czym trzy warianty danego genu odpowiadajg za
kodowanie trzech wariantow jednej izoformy. W przypadku LPCATow oraz LPEATow
wystepuja po dwie izoformy (LPCAT1 i LPCAT2 oraz LPEAT1 i LPEAT2),
w przypadku LPAATOw az pie¢ (LPAATI, LPAAT2, LPAAT3, LPAAT4 oraz
LPAATS) stad po 6 wariantow tych dwoch pierwszych i 15 wariantow tych ostatnich.
Do tej pory jednak nie ma danych eksperymentalnych, ktore potwierdzatyby, ze geny te
(kodujace wspomniane warianty poszczeg6élnych izoform) na pewno koduja enzymy
0 aktywnosci LPCAT oraz LPAAT. Dla enzymoéw LPEAT takie dane zostaty uzyskane
w ramach niniejszej pracy, jednak sekwencje nukleotydowe kodujace je zostaly
bezposrednio powielone na matrycy cDNA uzyskanej z odmiany Suneson (odmiany
C. sativa wykorzystywanej do badan przeprowadzanych w ramach niniejszej pracy).
Woczesniejsze dane uzyskane na podstawie analizy transkryptomicznej genow
zwigzanych z metabolizmem lipidow w nasionach C. sativa wykazaty, ze ekspresja
genow kodujacych LPCAT1 oraz LPCAT2 wzrasta pomigdzy (Wyznaczonym przez
autoré6w tych badan) pierwszym, a drugim etapem ich rozwoju ktore przypadaty na
okresy rozwoju nasion pomigdzy 10-15 DAF i 16-21 DAF (Abdullah i in., 2016).

Odnotowany wzrost ekspresji korelowal z danymi uzyskanymi w niniejszej pracy, gdyz
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dla enzyméw LPCAT odnotowano znaczacg ich aktywno$¢ w nasionach z 17-19 DAF.
Aktywnos$¢ LPCAToOw w nasionach z wczeséniejszych okresow ich rozwoju nie byla
W niniejszej pracy okreslana (byty one zbyt mate by nadawaly si¢ do wypreparowania
zarodkow wykorzystywanych do przygotowania frakcji mikrosomalnych uzywanych
W pozniejszych testach). W przypadku enzymow LPAAT, Abdullah i in. (2016)
odnotowali wzrost ekspresji gendw kodujgcych LPAAT1-4 oraz spadek ekspresji genow
kodujacych LPAATS w tym okresie rozwoju nasion. Dane dotyczace ogolnej aktywnosci
tych enzyméw w nasionach badanej odmiany C. sativa wykazaly ich wysoka aktywno$¢
juz w pierwszym z badanych okreséw rozwojowych nasion tj. pomigdzy 17-19 DAF.
Jednoczesnie wraz z rozwojem nasion zmieniala si¢ nie tyle ich ogdlna aktywnos$¢ co
preferencje w stosunku do réznych acylo-CoA. Mogto to by¢ jak najbardziej zwigzane
Z r6zng ekspresja poszczegolnych wariantow gendéw kodujacych LPAATY, jednakze ani
w ramach obecnej pracy ani w badaniach wcze$niejszych ekspresja tych genéw nie byta
w pozniejszych stadiach rozwojowych nasion badana. Ekspresja genow kodujacych
LPCATy w lisciach C. sativa (Abdullah i in., 2016) wydaje si¢ korelowa¢ z ich
aktywnos$cig, poniewaz wspomniane badania transkryptomiczne wykazaly, ze geny
kodujace te enzymy s3 okoto 2-3 razy stabiej eksprymowane w liSciach hodowanych
w warunkach in vivo niz w nasionach, co odpowiada rowniez okoto 2-3-krotnej réznicy
aktywnosci tych enzymow w obu tkankach odnotowanych w ramach niniejszych badan.
W przypadku enzymow LPAAT nie odnotowano jednak korelacji pomigdzy ekspresja
gendéw kodujagcych te enzymy w liSciach i nasionach, a aktywnoscig tych enzymow
we wspomnianych organach, poniewaz dane transkryptomiczne wykazaly, ze ekspresja
tych genow w lisciach hodowanych w warunkach in vivo jest taka sama, jak w nasionach
lub nawet 4-5-krotniec wyzsza (Abdullah i in., 2016), a odnotowane (w niniejszej pracy)
aktywnosci tych enzymdéw byly nizsze w lisciach.

Badania dotyczace poziomu ekspresji réznych wariantow genow kodujacych LPEATy
w C. sativa zostaty po raz pierwszy wykonane w ramach niniejszej pracy. Ekspresja tych
genow zostata scharakteryzowana nie tylko dla tkanek generatywnych (nasion
pochodzacych z drugiego stadium rozwoju), ale rowniez tkanek wegetatywnych (lisci
oraz korzeni). Do analizy porownawczej, filogenetycznej oraz badania ekspresji genow,
jak wspomniano powyzej, wykorzystane zostaty sekwencje sklonowane na bazie cDNA
pochodzacego z C. sativa odmiany Suneson wykorzystywanej w obecnych badaniach.
Z sukcesem udalo si¢ sklonowac 5 roznych wariantow CSLPEAT. Trzy z nich kodowaty

sekwencje izoenzyméw nalezacych do CSLPEAT?2 i byly wysoce podobne do sekwencji
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znajdujacych sie¢ w bazach danych opracowanych dla odmiany DHS55. Kolejno,
izoenzymy przez nie kodowane zostaly nazwane: CSLPEATZ2a, CSLPEAT2b oraz
CsLPEATZ2c. W przypadku dwoch pozostatych sekwencji okazalo sie, ze sa one
wariantami splicingowymi CsLPEAT1a, tak wigc kodowane przez nie biatka zostaly
nazwane CsLPEAT1a.1 oraz CSLPEAT1a.2. W przeprowadzonych analizach ekspresji
genow uwzglednione zostaly rowniez dwa pozostate warianty CSLPEATL: kodujace
odpowiednio CSLPEAT1b oraz CSLPEAT 1c, ktorych sekwencje zostaty pobrane z baz
danych i pochodzity z odmiany C. sativa odmiany DH55 (Abdullah i in., 2016). Nazwy
literowe poszczegélnych izoenzyméw obu izoform CSLPEAT zostalty nadane po
przeprowadzeniu analizy filogenetycznej, ktéora wykazata, ze sekwencje kodujace
izoenzymy CsLPEAT1c oraz CSLPEAT2¢ z wysokim prawdopodobienstwem pochodza
z genomu C. hispida, podczas gdy sekwencje kodujgce pozostate izoenzymy CSLPEAT1
oraz CSLPEAT?2 pochodza z auto-allotetraploidalnej C. neglecta. Otrzymane wzorce
ekspresji wykazaly, ze w nasionach wzgledna ekspresja badanych wariantow CSLPEAT1
jest wyzsza niz wzgledna ekspresja badanych wariantow CSLPEAT2, podczas gdy
w tkankach wegetatywnych roznice te byly juz mniej widoczne. Bezwzgledna ekspresja
badanych genéw byta (sposrod badanych tkanek) najwyzsza w korzeniach roslin
hodowanych w warunkach in vitro. Korelowato to z wysoka aktywnoscig LPEATOw
obecnych w ich tkankach. Korelacji pomigdzy ekspresja genéw kodujacych LPEATY,
a aktywnoscig tych enzymow nie odnotowano jednak dla badanych lisci C. sativa
pochodzacych z ro$lin z r6znych warunkow hodowli tj. in vivo oraz in vitro. Ekspresja
badanych genow w lisciach z obu warunkow hodowli byla zbiezna, podczas gdy
aktywno$¢ enzymoéw LPEAT w lisciach pochodzacych z ro$lin hodowanych in vitro byta
znaczgco wyzsza niz ich aktywnos$¢ w lisciach z warunkow in vivo. Najprawdopodobnigj
obserwowane efekty sag wynikiem innych mozliwych modyfikacji badanych enzymoéw,
ktére zostaly omowione w poprzedniej czg¢sci dyskusji 1 dotycza ewentualnych
modyfikacji potranslacyjnych czy zmniejszenia katabolizmu tych biatek.

Roéznice wzordéw ekspresji gendéw kodujacych CSLPEATY, wystepujace pomigdzy
badanami tkankami, sa prawdopodobnie spowodowane innymi wymaganiami
i funkcjami jakie odgrywa¢ ma pula PE w danej tkance. Sposrod wariantow CSLPEAT1,
najwyzszag ekspresje odnotowano dla CSLPEAT1a, (suma ekspresji obu wariantow
splicingowych: CsLPEATl1a.l oraz CsLPEAT1a.2) natomiast spos$réd wariantow
CsLPEAT2, dla CsLPEAT2b. Z drugiej strony najnizsza ekspresje wykryto dla
CsLPEAT2c. lzoenzym kodowany przez ten wariant CsLPEAT2 w testach
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enzymatycznych (system drozdzowy) charakteryzowat si¢ aktywnoscia i specyficznoscia
substratowg zblizong do tej wykazywanej przez CSLPEAT2b. Mozliwe wigc, ze ze
wzgledu na tak wysokie podobienstwo w pelnionej przez oba izoenzymy funkcji,
ekspresja genu kodujacego jeden z nich (tj. CSLPEAT2c) ulegta drastycznemu obnizeniu.
W przypadku obu homologéw CSLPEAT1a ich sekwencja aminokwasowa jest do siebie
niezwykle podobna i r6zni si¢ wylacznie pojedynczym aminokwasem. Niemniej jednak,
ta zmiana znajduje si¢ w poblizu domeny odpowiedzialnej za miejsce wigzania LPL
I dotyczy wymiany fenyloalaniny na cysteing. Dostepne dane literaturowe wykazuja, ze
zamiana tych aminokwaséw moze mie¢ znaczacy wplyw na elektrostatyke oraz interakcje
zachodzaca pomiedzy miejscem wigzania, a substratem (Roberts i in., 2008). W testach
specyficznosci substratowej (system drozdzowy) odnotowano pewne rdoznice w tej
specyficznosci wykazywanej przez oba homologi CSLPEAT1a. Ze wzgledu na zbyt duze
podobienstwo gendéw kodujacych oba wspomniane homologi nie udato si¢ ustali¢ wzorca
ekspresji gendw kodujacych kazdy z nich, a tylko sumg¢ ekspresji obu gendw.
W przypadku izoenzymow CSLPEAT2 w ich sekwencjach aminokwasowych
odnotowano obecnos¢ domen nie tylko zwigzanych z wigzaniem LPL, ale rowniez domen
wigzacych wapn. Podobng struktur¢ odnotowano dla sekwencji aminokwasowych
enzymoéw LPEAT2 wystepujacych w tkankach A. thaliana. Jednakze, zarowno badania
przeprowadzone w ramach tej pracy, jak i dane literaturowe (Stélberg i in., 2009) nie
wskazuja, aby jony wapnia stymulowaty aktywnosci LPEATow.

Przedstawione powyzej dane zgodne s3 wigc z zatozeniem zaprezentowanym na
poczatku tego podrozdziatu, ze to obecno$é w tkankach C. sativa wielu wariantow gendéw
kodujacych poszczegdlne LPLATy oraz roznice w ich ekspresji zalezne od stadium
rozwojowego czy warunkow hodowli sg waznym czynnikiem determinujagcym zmiany
w aktywnosci 1 specyficzno$¢ substratowej LPLATOw podczas rozwoju tej rosliny i pod

wptywem czynnikow zewngtrznych.

5.9. Odmienna specyficzno$¢ substratowa izoenzyméow CSLPEAT, a ich potencjalna
rola w tkankach Camelina sativa

Rodzaj wystepujacych czasteczek LPE w nasionach Inicznika jest bardzo
zroznicowany, jednak przewaza 16:0-LPE, a nastgpnie pod wzgledem ilosci plasuje si¢
18:1-LPE, ktory wedtug niektérych danych moze nawet dominowa¢ nad pula 16:0-LPE
(Marmon 1 in., 2017; Abdullah i in., 2018). Badania dotyczace profilu kwasow
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tluszczowych obecnych w pozycji sn-1 oraz sn-2 fosfatydyloetanoloaminy wystepujace;j
w lisciach Inicznika hodowanego w warunkach in vivo po raz pierwszy zostaly opisane
w ramach powyzszej pracy. Analiza ta wykazal, ze w pozycji sn-1 dominuje kwas
palmitynowy, a 18-weglowe nienasycone kwasy tluszczowe wystepuja w mniejszych
ilosciach. W pozycji sn-2 odnotowano za$§ odwrotng tendencje. Mozna wigc
przypuszczac, ze w puli LPE lisci rowniez bedzie dominowatl 16:0-LPE. Podobny sktad
puli LPE odnotowano réwniez dla A. thaliana (Qin i in., 2020). Kompozycja puli LPE
zalezy jednak od warunkéw temperaturowych w jakich znajduja si¢ rosliny. W chtodzie
dominuje zawarto$¢ kwasow nienasyconych, podczas gdy w stresie cieplnym profil
kwasow tluszczowych w puli LPE jest dos¢ poréwnywalny do warunkéw standardowych,
w ktorych dominuje 16:0 z tym, ze wysoka zawarto$s¢ odnotowano réwniez dla 18:2
(Welti i in., 2002; Qin i in., 2020). Powyzsze dane, pomimo iz wskazujg na przewage
16:0-LPE w puli LPE roélin z warunkéw standardowych to jednoczes$nie wskazuja na
znaczng roznorodno$¢ wystepujacych w tkankach roslinnych ,,gatunkéw” LPE.
W zwigzku z powyzszym do dalszej charakterystyki biochemicznej poszczegodlnych
izoenzymow CSLPEAT wykorzystano 16:0-LPE, 18:1-LPE oraz 18:2-LPE.

Pie¢ z sekwencji nukleotydowych (gendéw), opisanych powyzej, kodujacych
poszczegdlne izoenzymy CsLPEAT, zostalo uprzednio sklonowane, a nastgpnie
scharakteryzowane pod wzgledem podobienstwa oraz pokrewienstwa ewolucyjnego.
Kolejno kazdy z tych genow wprowadzony zostat do systemu drozdzowego, w ktorym
nastepowata jego ekspresja i produkcja kodowanego przez niego biatka. Komorki,
uzytego do przeprowadzanych transformacji, szczepu drozdzy nie zawieraty endogennej
acylotransferazy odpowiadajacej migdzy innymi za synteze fosfatydyloetanoloaminy
(drozdze delecyjne AALEI). Nastepnie przeprowadzona zostata izolacja frakcji
mikrosomalnych z tego typu mutantow drozdzy, ktore to frakcje wykorzystywane byty
pozniej do wykonania testow enzymatycznych in vitro. Testy te pozwolity jednoznacznie
wykazaé, ze wprowadzone sekwencje koduja biatka o aktywnosci LPEAT. Ponadto
wykorzystanie tych mutantow drozdzy umozliwito dalsza analize opierajacg si¢ na
charakterystyce tylko konkretnych izoenzymow CsSLPEAT (kodowanych przez
poszczegdlne warianty CSLPEAT1 i CsLPEAT2). Otrzymane wyniki wykazaty,
ze wszystkie z nich charakteryzuja si¢ szczego6lnie wysoka preferencjag w stosunku do
16:0-CoA oraz (w nieco mniejszym stopniu) 18:0-CoA, niezaleznie od zastosowanego
akceptora grup acylowych. Jest to zaskakujacy wynik zwazajac na fakt, ze w tkankach

ro§linnych w pozycji sn-2 fosfolipidow nasycone kwasy tluszczowe wystepuja
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w niewielkich ilosciach. Mimo to juz poprzednie badania wykazaty, ze enzymy LPEAT
pochodzace z A. thaliana wykazuja wysoka preferencje w stosunku do 16:0-CoA
(Stalberg 1 in., 2009; Jasieniecka-Gazarkiewicz i in., 2015). Rowniez w badaniach
zaprezentowanych w niniejszej pracy odnotowano wysoka preferencje enzymow
LPEAT, obecnych we frakcjach mikrosomalnych wyizolowanych z nasion oraz lisci
ro$lin hodowanych in vivo w stosunku do tego acylo-CoA. Preferencja ta byta jednak
podobna lub nizsza niz np. w stosunku do 18:1-CoA. W systemie drozdzowym
odnotowana aktywnos$¢ w stosunku do 16:0-CoA byta za$ nawet kilkakrotnie wyzsza niz
w stosunku np. do 18:1-CoA. Mozliwe jest wigc, ze potranslacyjna obrobka tych
enzymoOw w systemie drozdzowym jest nieco inna niz w komorkach roslinnych
I powstajagce biatka w tym systemie mogg charakteryzowaé si¢ w pewnym stopniu
zmieniong specyficznoscig. Niemniej jednak, w niniejszych badaniach wykazano, ze
pozycja sn-2 puli PE sktada si¢ w 10% z kwasu palmitynowego. Mozliwe wigc, ze kwas
ten do pozycji sn-2 zostal wigczony w wyniku procesu remodelowania PE (zwazywszy
na wysokg preferencje LPEATOw w stosunku do 16:0-CoA) jako ze, podczas syntezy
fosfolipidow za posrednictwem szlaku eukariotycznego do pozycji sn-2 fosfolipidow
nasycone kwasy thuszczowe dolgczane sg w znikomych ilosciach (Maatta i in., 2012).
Fizjologicznym znaczeniem takiej wilasciwosci enzymow LPEAT, prowadzacej do
syntezy puli PE zawierajacej kwas palmitynowy w pozycji sn-2 by¢ moze zwigzana jest
z utrzymaniem prawidtowe;j struktury membran komoérkowych w wyniku dziatania stresu
cieplnego. Jak juz wiadomo kwas palmitynowy jest jednym z wazniejszych zwiazkow
uczestniczacych w stabilizacji ptynnosci blony, a jego zawarto$¢ znacznie wzrasta w tych
warunkach temperaturowych (Falcone i in., 2004; Qin i in., 2020). Preferencja
izoenzymow CSLPEAT w stosunku do 16:0-CoA réwniez zwigksza si¢ wraz ze wzrostem
temperatury, co potwierdzatoby sugerowang hipoteze. Ponadto znaczacy wzrost
specyficznosci enzymow LPEAT, w stosunku do tego substratu, odnotowano w li§ciach
hodowanych w warunkach in vitro w poréwnaniu do tych z warunkéw in vivo. W tych
pierwszych, tak jak to dyskutowano wczesniej, metabolizm lipidow przebiega za$
podobnie jak w roslinach poddanych dziataniu wysokiej temperatury.

Pomimo odnotowanej wysokiej zawartosci 16:0-LPE zaréwno w liSciach, jak
i nasionach C. sativa, ten akceptor grup acylowych okazat si¢ by¢ najmniej efektywnie
wykorzystywanym substratem przez wszystkie badane izoenzymy CSLPEAT, przy czym
CsLPEAT2c w testach z 18:2-CoA (jako donorem kwaséw tluszczowych) oraz
CsLPEAT2b w testach z kazdym z badanych acylo-CoA nie wykazywaly Zzadnej
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aktywnosci, badz byla ona ponizej poziomu detekcji. Pomimo dominujacej ilosci tego
,gatunku” LPE réwniez w tkankach A. thaliana obecne w tej roslinie enzymy LPEAT
takze wykazywatly ostabiong preferencje wzgledem tego akceptora grup acylowych
(Hishikwa 1 in., 2008; Stalberg i in., 2009). Cytowane badania wskazywaty na znacznie
lepsze wykorzystywanie 18:1-LPE, tak jak to odnotowano w niniejszej pracy takze dla
CsLPEAT. Ostabione wykorzystywanie 16:0-LPE przez LPEATy, by¢ moze
(z fizjologicznego punktu widzenia) zwigzane jest z zapobieganiem tworzenia si¢
czasteczek PE z dwoma czasteczkami kwasu palmitynowego, ktore to w normalnych
warunkach wzrostu mogltyby wplywa¢ negatywnie na plynnos¢ membran.
Brak akceptacji rowniez innych acylo-CoA niz 16:0-CoA mozliwe, Ze jest skutkiem
ubocznym tego przystosowania, jako ze w naturalnych warunkach wystepuje znaczna
pula PE z 16:0 w pozycji sn-1 i nienasyconymi kwasami tluszczowymi w pozycji Sn-2
(wynik syntezy w szlaku Kenedy’ego). Niemniej jednak wytwarzanie PE z dwoma
czgsteczkami kwasu palmitynowego czy palmitynowego i stearynowego w wysokich
temperaturach mogtaby wplywac korzystnie na ptynno$¢ membran. Stosunkowo wysoka
zawartos¢ 16:0-LPE moglaby utatwia¢ synteze tego typu ,,gatunkéw” PE, mimo
odnotowanego lepszego wykorzystywania innych ,,gatunkéw” LPE przez LPEATY
w 30 °C (temperatura przeprowadzanych testow). Brak jest jednak danych dotyczacych
wykorzystywania 16:0-LPE w innych temperaturach, jak i rowniez brak jest danych
dotyczacych wykorzystywania réznych ,gatunkéw” LPE, gdy znajdg si¢ one
W mieszaninie reakcyjnej w rowno-molowych ilosciach czy w ilosciach imitujgcych te
z warunkéw naturalnych. Tak wigc badania dotyczace specyficznosci LPEATOw
W stosunku do réznych akceptorow grup acylowych wymagaja kontynuacji.

Ciekawy wynikiem, ktory zaobserwowano dla izoenzymoéw CSLPEAT byta odmienna
preferencja w stosunku do dwodch pozostatych testowanych akceptorow kwasow
thuszczowych. Izoenzymy CSLPEAT 1a faworyzowaty wykorzystanie 18:1-LPE, podczas
gdy izoenzymy CSLPEAT2 zdecydowanie bardziej preferowaty 18:2-LPE. W testach
z dodatkiem 18:1-LPE izoenzymy CSLPEATla wykorzystywaty najlepiej jako donory
grup acylowych kwasy nasycone oraz mononienasycone. Warto roéwniez przypomniec,
ze ekspresja genow kodujacych ten enzym byla dominujgca w nasionach C. sativa.
Wysoki poziom ekspresji genéw kodujacych CSLPEAT1 moze by¢ skorelowany
z preferencja tych enzymow w stosunku do 18:1-LPE w tej tkance, poniewaz pula tego
,gatunku” LPE jest jedna z najliczniejszych (zaraz po 16:0-LPE) szczegolnie w okresie

miedzy 18, a 24 DAF, czyli czasie, gdzie akumulacja lipidow zachodzi najintensywniej
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(Marmon 1 in., 2017). Jak juz wspomniano pula PE moze by¢ bezposrednio
wykorzystywana przez enzymy PDAT w syntezie TAG, aczkolwiek specyficzno$é
enzymow PDAT jest stosunkowo niska w stosunku do nasyconych oraz
mononienasyconych kwasow ttuszczowych z pozycji sn-2 PE (Stahl i in. 2004). Mozliwe,
ze powstajaca w wyniku takiej aktywnosci LPEATOw pula PE zawierajaca kwasy
nasycone oraz mononienasycone jest przeksztalcana do puli PC za posrednictwem
kolejno nastgpujacych po sobie metylacji zachodzacych w wyniku szlaku PEAMT
(phosphatidylethanolamine N-methyltransferase), gdzie moze ulega¢ procesowi
desaturacji. Jednakze, jak dotad obecno$¢ jednego z enzymow uczestniczacych w szlaku
PEAMT wcigz nie zostala zidentyfikowana w tkankach roslinnych. Nalezy zaznaczy¢, ze
lizofosfatydyloetanoloamina z dotgczonym w pozycji sn-1 kwasem linolenowym jest
rowniez efektywnie wykorzystywana przez LPEATY nasion — gtéwnie przez izoenzymy
LPEAT2. Sposrod tych izoenzymow najefektywniej operowaty (sadzac po odnotowane;j
ekspresji  kodujacych ich genoéw) CSLEPAT2b oraz CsLPEAT2a. W tkankach
wegetatywnych, geny kodujace izoenzymy CSLPEAT2 wykazywaty podobng ekspresje,
jak geny kodujace izoenzymy CsLPEATL1. Stosunkowo wysoka ekspresja gendéw
kodujacych izoenzymy obu izoform CsLPEAT, a zatem istnienie izoenzymow
wykazujacych tak réznorodne wiasciwosci biochemiczne moze by¢ zwigzana
ze szczegblng sytuacja w jakiej znajduja si¢ tkanki wegetatywne w porownaniu do
nasion. Tkanki wegetatywne sa bardziej narazone na dziatanie czynnikow zewngtrznych,
w zwigzku z czym r6znorodnos¢ tych enzymow bedzie preferowana, aby rosliny mogty
dostosowa¢ si¢ do wszelakich czynnikow zewnetrznych. Z drugiej strony nasiona
posiadajag w swojej budowie dodatkowa ostone zarodkoéw w postaci tupiny nasienia oraz
tuszczyny w przypadku nasion C. sativa. Ponadto tkanki te sg nastawione na produkcje
i akumulacj¢ acylolipidow.

Interesujaca wlasciwos$cig zaobserwowang dla izoenzyméw CSLPEAT?2 byta wysoka
efektywnos¢ w wykorzystywaniu bardzo dtugotancuchowych acylo-CoA, co moze by¢
cechg charakterystyczng enzyméw LPEAT?2, poniewaz poprzednio taka preferencje
odnotowano dla tych enzymoéw obecnych w lisciach A. thaliana (Jasieniecka-
Gazarkiewicz i in. 2017). Z drugiej strony testowane $redniotancuchowe donory grup
acylowych byly wykorzystywane przez wszystkie badane izoenzymy LPEAT, gdy
testowano je w systemie drozdzowym. Wykorzystywane byly rowniez przez LPEATYy
obecne w frakcjach mikrosomalnych z testowanych organow C. sativa. Podczas

przeprowadzonych badan dotyczacych profilu lipidowego nasion oraz lisci C. sativa nie
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wykryto jednak tych kwasoéw tluszczowych; zatem nie wystepuja one w tej odmianie lub
ich ilo$¢ byta ponizej poziomu detekcji. Na chwile obecna, preferencje enzymow LPLAT
w tkankach C. sativa w stosunku do tych acylo-CoA nie maja przypisanej zadnej funkcji
fizjologicznej jaka moga petni¢. Potencjalnie wiasciwos$¢ ta moglaby zosta¢ jednak
wykorzystana do wytworzenia odmian C. sativa o zwigkszonej zawartosci tych kwasow
thuszczowych. W przypadku bardzo dlugotancuchowych kwaséw thuszczowych ich
obecno$¢ zostala potwierdzona w puli fosfatydyloetanoloaminy wystepujacej
w nasionach oraz liSciach (badania przedstawione w pracy; Marmon i in., 2017).
Co wigcej, te kwasy thuszczowe stanowig dominujaca pulg acylo-CoA nasion C. sativa
(Ruiz-Lopez i in., 2016; Marmon i in., 2017). Odnotowana w systemie drozdzowym
stosunkowo wysoka specyficznos¢ izoenzymow CSLPEAT2 w stosunku do tego typu
acylo-CoA wskazywataby, ze mogg one by¢ gtéwnymi enzymami odpowiedzialnymi za
przenoszenie tych kwasow do puli PE. Kwasy te, obecne juz w puli PE, mogtyby kolejno
zosta¢ bezposrednio wiaczone do puli TAG (za posrednictwem enzyméw PDAT), gdzie
stanowig okoto 23% wszystkich kwasow ttuszczowych lub by¢ najpierw przeksztalcane
do puli PC za posrednictwem szlaku PEAMT, a dopiero pdzniej wykorzystywane do
syntezy puli TAG (jak wspominano poprzednio nie wszystkie z enzymoéw
uczestniczacych w szlaku PEAMT zostaly zidentyfikowane u ro$lin, wigc jest to
wylacznie hipoteza) zarowno w reakcji katalizowanej przez PDAT, jak 1 DGAT
(po przeniesieniu tych kwasow tluszczowych do puli acylo-CoA). Niemniej jednak
VLCFA stanowig jedynie niewielkg pule kwasoéw ttuszczowych fosfatydylocholiny, jak
1 fosfatydyloetanoloaminy, a zatem aby zostaly one wprowadzone do puli lipidow
zapasowych za posrednictwem enzymu PDAT, enzym ten musiatby wykazywac
wyjatkowo wysoka specyficznos¢ wzgledem tych donoréw grup acylowych. Hipoteza ta
wymaga jednak dalszych badan eksperymentalnych, poniewaz dotychczas aktywno$¢
enzymu PDAT wzgledem tych substratow (tj. PC czy PE z VLCFA) nie zostata
scharakteryzowana. Tak wiec, jak dotychczas udziat enzymow PDAT we wprowadzaniu
VLCFA do puli TAG oraz rola LPEAT6w w tym procesie pozostaja jedynie
rozwazaniami teoretycznymi. Jak dotychczas wykazano, ze tego typu kwasy ttuszczowe
moga by¢ wprowadzane do puli TAG w wyniku reakcji katalizowanej przez enzymy typu
DGAT; maja one zdolno$¢ do wykorzystywania kwasu gondolowego oraz erukowego
zwigzanego z koenzymem A (Lager i in., 2020; Gao i in., 2021). Wzgledny udziat
enzymow typu PDAT i typu DGAT w tym procesie wymaga jednak dodatkowych badan.

234



Istotng czgécig badan przeprowadzonych na frakcjach mikrosomalnych badanych
mutantow drozdzy byla weryfikacja wplywu temperatury na aktywnos$¢ enzymow
CsLPEAT. Jak opisano poprzednio enzymy te obecne w ro$linnych frakcjach
mikrosomalnych wykazywaly zmienne preferencje zalezne od temperatury reakcji
enzymatycznej. W tych testach jako akceptor grup acylowych wykorzystano 18:1-LPE,
poniewaz zaréwno izoenzymy CSLPEATL, jak i CSLPEAT?2 efektywnie wykorzystywaty
ten substrat. Ponadto akceptor ten zostal wykorzystany w testach enzymatycznych in vitro
przeprowadzonych dla frakcji mikrosomalnych z réznych tkanek C. sativa. Wszystkie
Z badanych izoenzymow bez wzgledu na testowang temperatur¢ okazaty sie by¢
szczegblnie aktywne w stosunku do 16:0-CoA. Réwniez drugi z nasyconych donorow
grup acylowych byt efektywnie wykorzystywany. Najwieksza aktywnos$¢ w stosunku od
obu substratoéw odnotowano dla CSLPEAT2c oraz CSLPEAT2b. Szczegdlnie intersujace
zmiany, co do preferencji substratowych w zaleznosci od temperatury odnotowano
w stosunku do 18:1-CoA oraz 18:2-CoA. Kolejno, w reakcjach enzymatycznych
prowadzonych w najnizszej z temperatur (tj. 10 °C) oba z donoréw grup acylowych
najefektywniej byly wykorzystywane przez CSLPEAT2a oraz z rownie wysoka
wydajnoscig przez CSLPEAT2c. Wraz ze wzrostem temperatury reakcji do 20 °C
dominujgca aktywno$¢ przesunela si¢ ku reakcja katalizowanym przez CSLPEATZc.
Dalszy wzrost temperatury prowadzit do wzrostu aktywnosci izoenzymu CSLPEAT2b.
W przypadku trzeciego z testowanych nienasyconych donorow grup acylowych w niskich
temperaturach byt on wykorzystywany z podobng efektywnoscia przez kazdy
Zizoenzyméw CSLPEAT2, jednak wzrost temperatury prowadzil réwniez do
przewazajacej aktywnosci CSLPEAT2b.

Istotnym punktem badan, na ktory nalezy zwroci¢ uwage jest mimo wszystko
odmienna preferencja odnotowana dla enzymoéw LPEAT obecnych bezposrednio
we frakcjach mikrosomalnych tkanek C. sativa oraz dla tych enzyméw znajdujacych sie
we frakcjach mikrosomalnych mutantow drozdzy. Szczegdlnie znaczace rdznice
odnotowano w wysokiej preferencji w stosunku do 16:0-CoA, a obnizonej w stosunku do
nienasyconych 18-weglowych acylo-CoA. Taka preferencja juz poprzednio zostata
odnotowana dla tych enzymoéw pochodzacych z A. thaliana wprowadzonych do systemu
drozdzowego (Stilberg i in., 2009). Obserwowane rozbieznosci dotyczace specyficznosci
substratowych tych enzymow najprawdopodobniej wynikaja ze sktadu lipidowego
srodowiska, w ktorym si¢ znajduja, a by¢ moze (jak sugerowano to juz wczesniej)

Z rdznic w potranslacyjnej obrébce biatek w obu systemach. W tkankach roslinnych
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obecne sg roznorodne kwasy thuszczowe, wsrdd ktorych znaczaca pozycije zajmuja kwasy
wielonienasycone, a takze bardzo dlugotancuchowe kwasy tluszczowe, ktore nie
wystepuja w komorkach drozdzy. W zwiazku z tym obecno$¢ okreslonych kwasow
tluszczowych w membranach komorkowych otaczajacych biatka o aktywnos$ci LPEAT
moze istotnie wptywaé na ich wtasciwosci biochemiczne. Biorac pod uwage uzyskane
rozbiezne wyniki dla enzyméw CSLPEAT obecnych w tkankach roslinnych oraz po
wprowadzeniu ich do systemu drozdzowego, ktérych membrany roznia si¢ profilami
lipidowymi, badania majgce na celu okreslenie funkcji fizjologicznej tych enzymow
powinny skupia¢ si¢ na wynikach uzyskanych dla frakcji mikrosomalnych bedacych
naturalnym zrédtem ich wystepowania.

Niemniej jednak, nalezy zaznaczy¢, ze preferencje substratowe poszczegdlnych
izoenzymow CSLPEAT w zaleznos$ci od temperatury reakcji uzyskane w systemie
drozdzowym, potwierdzaja poprzednio postawiong hipoteze (oparta na badaniach
zZ frakcjami mikrosomalnymi z ro$lin) zaktadajaca, ze enzymy LPEAT pelnig znaczaca
role¢ w adaptacji do warunkow temperaturowych poprzez zmiang ich specyficznosci
substratowej, a co za tym idzie remodelowanie w odpowiednim kierunku puli PE.
Uwzgledniajac powyzsze wnioski nie mozna wykluczy¢, ze ekspresja genow kodujacych
poszczegdlne izoenzymy bedzie nizsza lub wyzsza w zalezno$ci od warunkow
temperaturowych, w ktorych roslinny sag hodowane. Nie mozna wigc wykluczy¢, ze
izoenzym CsLPEAT2c, dla ktérego w standardowych warunkach hodowli in vivo,
odnotowano bardzo niska ekspresj¢ kodujgcego go genu, nie bedzie pehit istotnej roli
W innych temperaturach, w tym przypadku w warunkach stresu chtodu, gdzie jego
ekspresja moze by¢ zwigkszona. Jednakze w celu dalszego potwierdzenia tej hipotezy
niezbedne jest przeprowadzenie badan dotyczacych zmian ekspresji tych genow

W roslinach hodowanych w poszczegdlnych, testowanych temperaturach.
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6. PODSUMOWANIE

1. W nasionach oraz tkankach wegetatywnych takich jak licie oraz korzenie Camelina
sativa wykryto obecnos¢ enzymé6w o aktywnosci LPCAT, LPAAT oraz LPEAT
(w kolejnosci  od najaktywniejszego), ktore odpowiednio odpowiadaja za
synteze/remodelowanie  fosfatydylocholiny, = kwasu  fosfatydowego  oraz
fosfatydyloetanoloaminy.

2. Charakterystyka biochemiczna enzymoéw LPLAT zidentyfikowanych w nasionach
Camelina sativa wykazata, ze kazdy z nich wykazuje najwyzszg aktywnos¢ w 30 °C
oraz osigga swoje optimum aktywnos$ci w pH zasadowym. Kolejno enzymy LPCAT
preferujag pH o zakresie 7,0-11,0; LPAAT — 7,5-9,0; natomiast LPEAT 9,0-10,0.
Dodatek jonéw magnezu oraz wapnia o st¢zeniu 0,05-2 mM prowadzi do inhibicji
aktywnosci tych enzymow; wyjatkiem byta stymulacja aktywno$¢ LPAAT przez jony
magnezu. Dodatek jonow potasu do reakcji enzymatycznych prowadzi do inhibicji

aktywnosci wszystkich z badanych enzyméw LPLAT.

3. Wszystkie z badanych enzymow LPLAT nasion C. sativa, w reakcjach typu forward
charakteryzuja si¢ dominujacg preferencja w stosunku do 18-weglowych
nienasyconych acylo-CoA. Dodatkowo enzymy LPEAT oraz LPAAT wykazujg
wysokg zdolno$¢ do wykorzystywania 16:0-CoA. W przypadku reakcji typu
backward enzymy te przeprowadzajg jg najintensywniej w obecno$ci 18:1-CoA,
nieco mniej intensywnie w obecnosci 18:2-CoA 1 najmniej intensywnie w obecnosci
18:3-CoA. Aktywno$¢ enzymoéw LPLAT w stosunku do poszczegdlnych donorow
grup acylowych zmienia si¢ w zalezno$ci od stadium rozwoju nasion. Niemniej
jednak preferencje odnotowane dla reakcji forward oraz backward, w ktorych
zastosowano jeden rodzaj czasteczek acylo-CoA, jak i w testach z zastosowaniem
mieszaniny tych substratow oraz w obecno$ci BSA (imitujacego w testach in vitro
bialkka ACBP obecne w warunkach naturalnych) sa zbiezne. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze wykryta preferencj¢ z wysokim prawdopodobienstwem rowniez beda
wykazywane przez te enzymy w warunkach naturalnych. Nalezy jednak zaznaczyc¢,

ze rodzaj kwasow tluszczowych uzytych do acylacji lizofosfolipidow badz do
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remodelowania fosfolipidow przez enzymy LPLAT in vivo, w duzej mierze zaleze¢

bedzie od dostepnej endogennej puli acylo-CoA.

. Enzymy LPLAT pehia istotng role¢ w remodelowaniu puli fosfolipidow oraz
cytoplazmatycznej puli acylo-CoA wystepujacej w nasionach Camelina sativa.
Przeprowadzone analizy wykazaty, ze enzymy LPCAT moga petni¢ kluczowa role
W transferze niensyconych kwasow tluszczowych z miejsca ich syntezy, czyli
fosfatydylocholiny, do puli acylo-CoA, z ktorej kolejno moga by¢ wykorzystane
przez pozostate acylotransferazy uczestniczace w biosyntezie lipidow zapasowych
oraz remodelowaniu lipidow membranowych. Z kolei udziat enzymow LPAAT oraz
LPEAT w suplementacji puli acylo-CoA jest stosunkowo niski i wynosi odpowiednio
okoto 5% oraz 2% kwasow tluszczowych, ktore ostatecznie znajduja si¢ w dojrzatych
nasionach Inicznika pospolitego. Nalezy jednak pamigtaé, ze proces remodelowania
jest regulowany roéwniez przez fosfolipazy Az oraz enzymy PDAT. Jak wykazuja
otrzymane wyniki, reakcje te bedg petily szczegolnie istotng role w edycji grup
acylowych puli fosfatydyloetanoloaminy.

. Analiza porownawcza dotyczaca profilu acylolipidoéw obecnych w lisciach Camelina
sativa hodowanej w warunkach in vivo oraz in vitro wykazata, ze warunki hodowli
roslin majg wyrazny wpltyw na sklad kwasow tluszczowych oraz zawarto$¢
i kompozycj¢ poszczegdlnych klas lipidow. Liscie rodlin z warunkéw in vitro
charakteryzuja si¢ znacznym spadkiem zawartosci kwasow trienowych (16:3 oraz
18:3) oraz zmniejszong zawartoscig galaktolipidow. Z drugiej strony wzgledna
zawartos$¢ fosfolipidow (fosfatydylocholiny oraz fosfatydyloetanoloaminy), a takze
lipidow obojetnych istotnie wzrasta, co dowodzi, ze najprawdopodobniej szlak
prokariotyczny syntezy glicerolipidow w tych warunkach jest mniej wydajny.

Zaobserwowane efekty sa podobne do tych wywotywanych przez stres cieplny.

. Aktywno$¢ enzymoéw LPEAT w lisciach roslin hodowanych w warunkach in vivo
oraz in vitro nie koreluje z ekspresjg genow kodujacych te enzymy. Ekspresja w obu
rodzajach tkanek jest porownywalna. Niemniej jednak zarowno enzymy LPEAT, jak
i LPCAT oraz LPAAT wykazuja, co najmniej dwukrotnie wyzsza aktywno$¢
w lisciach z hodowli in vitro. Mechanizm tego zjawiska jest nieznany.

Z fizjologicznego punktu widzenia odpowiada jednak na prawdopodobnie
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zwigkszong konieczno$¢ dostosowania si¢ membran roslinnych do warunkow

stresowych wywotanych warunkami in vitro.

Oba z powyzszych wnioskow jasno wskazuja, ze wyniki badan dotyczace profilu
lipidowego oraz metabolizmu lipidow otrzymane na podstawie eksperymentéw
przeprowadzonych dla roslin hodowanych w warunkach in vitro nie mogg miec¢
bezposredniego przetozenia na rosliny hodowane w warunkach fitotronowych in vivo,

czy tez w warunkach naturalnych.

Intensywno$¢ remodelowania fosfolipidow oraz udzial w tym procesie enzymow
LPLAT oraz innych enzyméw takich jak fosfolipazy oraz PDAT zaleza miedzy
innymi, od klasy fosfolipidow podlegajacych remodelowaniu. Niezwykle istotny
wplyw na ten proces ma miejsce jego zachodzenia, a zatem funkcja jaka peinig dane
tkanki roslinne. Ponadto wyrazny wptyw na efektywnos¢ edycji grup acylowych maja
warunki w jakich hodowane sg rosliny uwzgledniajac w to hodowle in vivo oraz in
vitro (w ktorej remodelowanie zachodzi efektywniej) oraz temperatura, ktorej wzrost

stymuluje aktywno$¢ tego proces.

Zmieniajace si¢ tendencje dotyczace aktywnosci oraz specyficznosci substratowej
enzymoéw CSLPCAT, CsLPAAT oraz CsLPEAT obecnych we frakcjach
mikrosomalnych otrzymanych z réznych stadiow rozwojowych nasion, z lisci
hodowanych w warunkach in vivo oraz in vitro oraz w zaleznosci od temperatury,
mogg wynika¢ z réznych proporcji poszczegoélnych izoenzymoéw danej grupy
enzymoOw CSLPLAT obecnych w tych frakcjach mikrosomalnych. Kazda z izoform
wymienionych wyzej grup enzymow CSLPLAT jest kodowana przez trzy warianty

genow.

Analiza filogenetyczna przeprowadzona dla sekwencji biatkowych poszczegolnych
izoenzymoéw CSLPEAT wykazuje, ze izoenzymy opisane jako CSLPEAT1c oraz
CSLPEAT2c sa kodowane przez geny pochodzace z genomu Camelina hispida,
podczas gdy pozostate izoformy kodowane sa przez geny pochodzace z genomu

auto-allotetraploidalnej Camelina neglecta.
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11.

12.

13.

System drozdzowy (Saccharomyces cerevisiae) wykorzystany do badan nad
charakterystyka biochemiczng oraz specyficzno$cig substratowg izoenzymow
CsLPEAT wydaje sig, ze nie do konca odzwierciedla specyficznos$¢ substratowg tych
enzymow jaka wykazuja w tkankach z ktorych pochodzg. Profil acylolipidow
wystepujacy w membranach komorek drozdzy oraz roslin jest rozbiezny, co by¢ moze
skutkuje nieco innymi preferencjami badanych enzymoéw w stosunku do testowanych
substratow. Wyniki uzyskane w tym systemie musza wiec by¢ traktowane

Z ostroznoscig przy okreslaniu funkcji fizjologicznej badanych enzymow.

Enzymy LPEAT obecne we frakcjach mikrosomalnych otrzymanych z nasion oraz
tkanek wegetatywnych wykazywaty wrazliwo$¢ na temperature objawiajaca si¢
zmianami ich specyficznosci substratowej. Wszystkie z nich wykazywaty dominujaca
aktywno$¢ w stosunku do 18:2-CoA. Niemniej jednak niskie temperatury
faworyzowaty wykorzystanie 18:3-CoA, podczas gdy wysokie temperatury 18:1-
CoA oraz 16:0-CoA. Zaobserwowany wplyw temperatury na specyficznosé
substratowg badanych enzymow koreluje z danymi literaturowymi odnoszgcymi si¢
do sktadu kwasow tluszczowych lipidow membranowych, w tym puli

fosfatydyloetanoloaminy, roslin hodowanych w niskich i wysokich temperaturach.

Mimo rozbieznosci odnotowanych dla specyficzno$ci substratowej enzymow
CsLPEAT pomiedzy systemem drozdzowym do ktorego wprowadzone zostaty geny
kodujace te enzymy, a naturalnym miejscem ich wystepowania w tkankach
roslinnych, w obu przypadkach odnotowany zostat znaczacy wpltyw temperatury na
preferencje substratowg tych enzymow. Otrzymane dane wskazujg zatem, ze enzymy
LPEAT moga pemli¢ rol¢ pewnego rodzaju czujnikdw reagujacych na zmiany
temperatury, a tym samym moga prowadzi¢ do modyfikacji profilu kwasow
thuszczowych obecnych w puli fosfatydyloetanoloaminy w odpowiedzi na ten stres

abiotyczny.
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Tabela Al. Zawarto$¢ i sktad kwasoéw thuszczowych obecnych w nasionach C. sativa we wszystkich analizowanych etapach ich rozwoju. Wyniki
zostaly przedstawione jako wartos$ci $rednie wraz z odchyleniami standardowymi (n > 3). DAF — days after flowering (ang.) — dni po kwitnieniu.

DAE Sredni_a Kwasy tluszczowe [%]
nmol/nasiono 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:1 22:1 Inne
6 8,42 38,23 22,07 - 29,52 10,40 - - -
+1,96 +5,73 +3,23 - +4.45 +1,7 - - -
10 34,24 22,43 6,39 15,52 43,80 11,87 - - -
+5,13 14,2 +1,32 12,68 +2,71 +0,97 - - -
14 153,75 15,03 5,92 24,76 40,65 11,48 1,32 - 0,84
+12,18 +0,25 +0,35 +0,44 +1,49 +0,86 +0,67 - +0,18
17 216,09 10,89 6,92 22,03 34,32 15,61 6,54 0,80 2,88
+8,97 +1,2 +0,23 +2.15 +2.35 +2.1 +2.4 +0,51 +0,77
21 698,00 8,87 5,12 14,44 27,62 24,26 12,25 2,26 5,18
+29,57 +0,8 +0,25 +0,89 +1,09 +1,49 +0,8 +0,24 +0,42
24 892,80 8,61 4,32 14,03 25,38 26,81 13,34 2,31 5,21
+68,84 +0,15 +0,19 +1,21 +0,64 +0,78 +0,25 +0,34 +0,53
26 1139,36 8,69 3,78 11,69 23,67 28,63 14,45 3,00 6,11
+52,21 +0,4 +0,05 +0,8 +2.21 +2.47 +0,35 +0,14 +0,31
31 1315,65 8,68 3,40 10,16 19,61 33,45 14,93 3,11 6,66
+32,83 +0,17 +0,14 +0,38 +1,23 +1,45 +0,22 +0,12 +0,18
35 1241,66 7,78 3,07 10,02 19,70 34,81 14,47 3,16 6,99
+78.,42 +0,25 +0,03 +0,29 +0,78 +1,13 +0,3 40,13 40,18
38 1237,85 7,02 3,41 11,09 21,66 30,76 15,76 3,33 6,98
+91,58 +1,41 +0,1 +0,24 40,46 +1,06 +1,66 40,43 +0,52
41 1300,24 5,33 3,27 10,53 19,80 32,39 16,53 3,59 7,82
+55,29 +2,79 +0,25 +0,3 +0,15 43,13 +3.21 +1,18 +1,74
Dojrzale 1412,07 1,47 2,65 11,96 18,35 37,33 12,69 2,95 6,56
+72,11 +0,13 +0,19 +0,2 +0,54 +0,82 +0,29 +0,12 +0,11
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Tabela A2. Zawartos¢ i sktad kwasow tluszczowych przypisanych do grupy ,.Inne”
w nasionach C. sativa w analizowanych etapach ich rozwoju. Wyniki przedstawiono jako
wartosci §rednie wraz z odchyleniami standardowymi (n > 3). ”-,, — ponizej poziomu
detekcji. DAF — days after flowering (ang.) — dni po kwitnieniu.

DAF Srednia Inne: kwasy tluszczowe [%]
nmol/nasiono  20:0 20:2 20:3 22:0 24:0 24:1
6 8,42 - - - - - -
+1,96 - - - - - -
10 34,24 - - - - - -
+5,13 - - - - - -
14 153,75 0,84 - - - - -
+12,18 +0,18 - - - - -
17 216,09 1,94 0,55 0,39 - - -
+8,97 +0,45 +0,27 +0,05 - - -
21 698,00 2,40 1,36 0,56 0,41 0,07 0,38
+29,57 +0,12 +0,15 +0,1 +0,01 +0,12 +0,01
24 892,80 2,16 1,48 0,69 0,37 0,15 0,37
+68,84 +0,19 +0,09 +0,09 +0,03 +0,13 +0,06
26 1139,36 2,30 1,71 0,82 0,41 0,35 0,52
152,21 +0,07 +0,07 +0,14 +0,02 +0,03 +0,06
31 1315,65 2,18 1,97 1,25 0,13 0,49 0,62
132,83 +0,11 +0,13 +0,06 +0,23 +0,03 +0,07
35 1241,66 2,04 1,98 1,38 0,38 0,54 0,66
178,42 +0,03 +0,04 +0,08 +0,02 +0,05 +0,02
38 1237,85 2,21 2,10 1,16 0,26 0,52 0,73
+91,58 +0,22 +0,25 +0,1 +0,22 +0,07 +0,11
41 1300,24 2,37 2,19 1,38 0,45 0,63 0,81
+55,29 +0,65 +0,39 +0,11 +0,17 +0,14 +0,28
Dojrzale 1412,07 1,75 1,55 1,33 0,32 0,75 0,86
+72,11 +0,08 +0,05 +0,03 +0,02 +0,08 +0,19
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Tabela A3. Sktad kwasow tluszczowych przypisanych do grupy ,,Inne” obecnej w puli
triacylogliceroli nasionach C. sativa w analizowanych etapach ich rozwoju. Wyniki
przedstawiono jako wartosci $rednie wraz z odchyleniami standardowymi (n > 3). -, —
ponizej poziomu detekcji. DAF — days after flowering (ang.) — dni po kwitnieniu.

DAF

Inne: kwasy tluszczowe [%]

20:0 20:2 20:3 22:0 24:0 24:1
10 - - - - - -
17 3,15 0,47 0,55 - - -
+0,48 +0,18 +0,07 - - -
24 3,16 1,19 0,39 0,54 0,19 0,52
+0,19 +0,09 +0,05 +0,03 +0,02 +0,06
31 3,31 1,64 0,80 0,61 0,23 0,83
+0,50 +0,10 +0,15 +0,08 +0,03 +0,07
Dojrzale 3,28 1,78 0,87 0,62 0,24 0,94
+0,31 +0,24 +0,25 +0,04 +0,02 +0,08
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Tabela A4. Zawarto$¢ poszczegdlnych kwasow tluszczowych w wybranych klasach
lipidow obojetnych nasion Camelina sativa na réznych etapach ich rozwoju. Wyniki
zostaly przedstawione jako warto$ci §rednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
DAF — days after flowering (ang.) — dni po kwitnieniu.

DIACYLOGLICEROLE

Etap rozwoju 7o mol
nasion 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:1
10 DAF 54,6+3,0 454+30 - - - -
17 DAF 25,0+3,1 17,5+1,0 20,6+ 5,0 22,0£23  74+13 7,6 + 3,4
24 DAF 30,8+3,0 21,0+3,1 12,6+ 1,8 132412  10,4+3,6  11,9+3,7
31 DAF 41,8+22 26,2+ 1,1 - - 32,1433 -
Dojrzale 54,0+£2,8 46,0 £ 2,8 - - - -
WOLNE KWASY TLUSZCZOWE
Etap rozwoju %0 mol
nasion 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:1 Inne
10 DAF 50,0+11,0 360+13,0 83+3,0 - - - -
17 DAF 221+0,6  157+12 248+26 191+33 48+03 99+40 36+09
24 DAF 23,0+4,2 156+3,0 146+12 146+12 103+27 163+25 43%0,5
31 DAF 27,3+£6,3 18,6 = 6,0 85+1,6 94+£24 125+53 159+3,6 7,8+0,8
Dojrzale 56,0 + 4,8 440+4,8 - - - - -
MONOACYLOGLICEROLE
Etap rozwoju 7o mol
nasion 14:0 16:0 18:0
10 DAF 29+ 0,9 345+0,9 36,5+ 0,01
17 DAF - 56,8+1,3 432+13
24 DAF - 51,4+0,9 48,6 +0,9
31 DAF - 63,2+21 36,8+21
Dojrzale 38,6+33 30,9+29 30,5+1,7
ESTRY STEROLI
Etap rozwoju 7o mol
nasion 14:0 16:0 18:0 18:2
10 DAF 100+0 - - -
17 DAF 715+18 14,4+0,6 14,1+ 1,8 -
24 DAF 76,5+0,9 9,6+0,8 74+15 6,6, + 14
31 DAF 83,5+0,1 9,0+05 7,6+0,5 -
Dojrzate 78,6 £3,3 13,7+1,6 7,7+1,7 -
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Tabela A5. Zawartos¢ poszczegdlnych bardzo dlugotancuchowych kwasow
thuszczowych zaliczonych do puli ,,inne” w wybranych fosfolipidach oraz galaktolipidach
znajdujacych si¢ w lisciach Camelina sativa hodowanej w warunkach in vivo oraz in
vitro. Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci $rednie wraz z odchyleniem
standardowym (n > 3).

Klasa Rodzaj % mol
lipidéw hodowli 20:1 20:2 20:3 22:0 24:0 24:1
bs in vivo - - 11,9+0,1 - 144409 4,6+03
in vitro - - 9,7+ 0,9 - 11,3+£0,1 4,1+04
SODG in vivo - - - - 3,2+0,6 -
in vitro 2,9+0,1 2,3+0.2 -
invivo 02+001 02+0,01 03+£001 02+£0,02 03+£0,02 0,2+0,01

PC L 0,16 =
invitro 0.18+0.01 0,16+0,01 0,18+0,01 0,23+0,02 0,27 +0,02 0.01
in vivo - - - - - -

DGDG L
invitro  0,5+0,01 - - - - -

PE in vivo - - 0.9+0.04 - 0,3+0,01 0,3+0,01
invitro  0,6+0,01 0,2+0,01 0,1+0,01 23+0,02 1,1+02 0,7+0,1
in vivo - - - - - -

PA L
in vitro - - 0.93+0.32 - - 1,61=+0,1
in vivo - - - - - -

MGDG L 0,1+
invitro 0,2+0,001 0,1+0,001 0,1+0,001 - 0,1 +0,001 0.001
in vivo 59+04 0,3+0,02 6,6 0,3 - 2,5+0,1 0,3+0,01

Neutalne L
invitro 0,6 £0,01 0,5+ 0,02 5,002 - 2,8+0,2 1,0£0,1
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Rys. Al. Aktywno$¢ wybranych acylotransferaz typu acylo-CoA:lizofosfolipid obecnych
w nasionach C. sativa. Reakcje z udziatem LPC uznawano za przeprowadzane przez
LPCATy, z udzialem LPA za przeprowadzane przez LPAATy a z udzialem LPE
za przeprowadzane przez LPEATy.Warun ki reakcji: 5 nmol egzogennego sn-1-18:1-
LPL, 5 nmol [**C]18:1-CoA, alikwoty frakcji mikrosomalnych zawierajace 0,2 nmol (dla
LPCATO6w oraz LPEATOw) lub 0,5 nmol (dla LPAAT6w) mikrosomalnego PC, 30 minut
(dla LPCAT6w) lub 60 minut (dla LPEATOw oraz LPAATOwW), reakcji z inkubacja
w 30 °C w 0,1 M buforze Tris-HCI o pH 9,0 (dla LPCAT6w oraz LPAATOw) lub pH
10,0 (dla LPEAT6w). LPA — kwas lizofosfatydowy, LPC — lizofosfatydylocholina,
LPE — lizofosfatydyloetanoloamina.
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Rys. A2. Specyficzno$¢ wzgledem réznych akceptoréw grup acylowych acylotransferaz
typu acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT) obecnych w lisciach z warunkéw in vitro (a)
oraz korzeniach z warunkow in vitro (b). Warunki reakcji: 5 nmol egzogennego sn-1-
18:1-LPL, 5 nmol [*C]18:1-CoA, alikwoty frakcji mikrosomalnej zawierajace 1 nmol
mikrosomalnego PC, 60 minut reakcji z inkubacja w 30 °C. LPA — kwas lizofosfatydowy,
LPC - lizofosfatydylocholina, LPE - lizofosfatydyloetanoloamina,
LPS — lizofosfatydyloseryna.
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Rys. A3. Optymalizacja warunkéw reakcji dla acylotransferaz acylo-CoA:
lizofosfatdyloetanoloamina (LPEAT) obecnych w lisciach C. sativa hodowanej
w warunkach in vivo. Zoptymalizowano: czas reakcji (a), ilo$¢ frakcji mikrosomalne (b)
oraz pH reakcji (c). Wyniki zostalty przedstawione jako wartosci $rednie wraz
z odchyleniem standardowym (n > 3). p-buffer — bufor fosforanowy.
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Rys. A4. Specyficzno$¢ substratowa, w stosunku do acylo-CoA, acylotransferaz typu
LPCAT (a), LPEAT (b) oraz LPAAT (c) obecnych lisciach C. sativa hodowanych
w warunkach in vivo oraz in vitro. Wyniki zostaly przedstawione jako wartosci $rednie
wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
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Rys. A5. Kwasy tluszczowe obecne w pozycji sn-1 oraz sn-2 fosfatydyloetanoloaminy
wyizolowanej z lisci C. sativa hodowanej w warunkach in vivo. Wyniki zostaty
przedstawione jako warto$ci srednie wraz z odchyleniem standardowym (n > 3).
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