STRESZCZENIE

Acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT) s3 uwazane za jedne
z kluczowych enzymoéw 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 aktywnos$¢,
a zatem sa zdolne do przeprowadzania dwoch odmiennych reakcji. W reakcjach typu forward
enzymy te katalizujg dotaczenie grupy acylowej do lizofosfolipidu, co w efekcie prowadzi do
powstania okre$lonego fosfolipidu. W reakcji typu backward odpowiadaja one za proces
odwrotny, ktory prowadzi do suplementacji puli acylo-COA w zmodyfikowane kwasy
tluszczowe, bedacej zrodlem tych kwasow dla innych acylotransferaz uczestniczacych
w syntezie lipidow zapasowych (triacylogliceroli) oraz edycji lipidow membranowych.
Pomimo potencjalnie, znaczacej roli w procesie remodelowania, badania dotyczace udzialu
oraz roli enzymow LPLAT w tym procesie sa/byly stabo zaawansowane.

W zwigzku z brakiem odpowiedniej wiedzy w tym zakresie, celem badan wykonanych
w ramach niniejszej pracy bylo scharakteryzowanie procesu remodelowania zachodzacego
w réznych tkankach ro$liny oleistej jaka jest Camelina sativa. Celem bylo okreslenie
efektywnosci tego procesu w nasionach oraz liSciach w zaleznosci od réznych czynnikow
takich jak: dojrzato$¢ tkanek, warunki hodowli roélin 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 zostata rowniez proba
charakterystyki biochemicznej enzymow LPLAT wystepujacych w jej réznych tkankach.
Otrzymane podczas badan wyniki skierowaty dalszg uwage na enzymy LPEAT, ktérych
sekwencje nukleotydowe zostaty sklonowane, przeanalizowane, a nast¢pie wprowadzone do
systemu drozdzowego, ktory postuzyt do okreslenia ich doktadnej charakterystyki.

Przeprowadzone badania, w pierwszej kolejnosci skupiajace si¢ na nasionach C. sativa
wykazaty, ze rozne grupy enzymoéw LPLAT charakteryzuja si¢ odmiennymi wtasciwosciami
biochemicznymi, jednak zarowno w reakcjach forward, jak i backward preferuja one, jako
donory kwaséw tluszczowych, acylo-CoA z 18-weglowymi nienasyconymi kwasami
thuszczowymi. Wykazano, ze enzymy LPCAT, syntetyzujace fosfatydylocholing (PC), maja
potencjatl do przeniesienia niemalze wszystkich wielonienasyconych kwasow ttuszczowych
produkowanych w puli PC do cytoplazmatycznej puli acylo-CoA. Dalsze badania
odpowiedzialy rowniez na pytania dotyczace udziatu innych LPLATOw w procesie edycji grup

acylowych lipidow nasion C. sativa. Wykazaly one, ze enzymy typu LPAAT mogg niezwykle



szybko przenosi¢ kwasy ttuszczowe obecne w puli kwasu fosfatydowego (PA) do puli acylo-
CoA, podczas gdy remodelowanie puli fosfatydyloetanoloaminy za posrednictwem LPEAT 6w
zachodzi znacznie wolniej. Ilo$§¢ kwasoéw thuszczowych przeniesionych z puli PA i PE do puli
cytoplazmatycznego acylo-CoA wynosita odpowiednio okoto 5% oraz okoto 2% wszystkich
kwasow tluszczowych obecnych w dojrzatych nasionach.

Wykonane badania udowodnity réwniez, ze wlasciwosci biochemiczne oraz udziat
w remodelowaniu moze by¢ zalezny od warunkéow hodowli roslin. Ta czgs¢ badan jasno
pokazata, ze wyniki doswiadczen skupiajagcych si¢ na biochemii lipidow, dla roslin
hodowanych w warunkach in vitro, nie odzwierciedlajg efektoéw obserwowanych w warunkach
in vivo, a zatem wyniki te nie moga mie¢ bezposredniego przetozenia na warunki naturalne.

Kolejna czes$¢ pracy dotyczaca wpltywu temperatury na enzymy LPLAT doprowadzita
do niezwykle waznego odkrycia fizjologicznej roli enzymow LPEAT. Enzymy te okazaly si¢
by¢ czujnikami reagujagcymi na zmiany temperatury. Wyniki tych badan wskazuja, ze enzymy
te pod wpltywem zmian temperaturowych modyfikuja swoja specyficzno$¢ substratowa 1 moga
regulowa¢ w ten sposob profil puli PE. Zaobserwowane efekty zostaly dodatkowo
potwierdzone poprzez sklonowanie genow kodujacych poszczegdlne izoenzymy LPEAT,
ktorych charakterystyke biochemiczng i1 preferencje substratowe w zaleznosci od temperatury
zweryfikowano w systemie drozdzowym. Wykazano rowniez, ze izoenzymy CSLPEAT1
preferujg wykorzystywanie 18:1-LPE, podczas gdy CsSLPEAT?2 18:2-LPE jako akceptory grup
acylowych. Ponadto jedynie warianty CSLPEAT2 byty zdolne do wykorzystania bardzo
dhugotancuchowych donorow grup acylowych. Sklonowane sekwencje wykorzystane zostaty
rowniez m. in. do analizy filogenetycznej. Odtworzenie ewolucyjnych zalezno$ci pomiedzy
sekwencjami pozwolilo na wykazanie, ze geny kodujgce dwa warianty CSLPEAT tj.
CsLPEAT1c oraz CsLPEAT2c pochodza z genomu Camelina hispida, natomiast geny
kodujace pozostate warianty CSLPEAT z genomu auto-tetraploidalnej Camelina neglecta.
Ekspresja genow kodujacych poszczegolne warianty CSLPEAT wykazata, ze w nasionach
gtownie eksprymowane sg geny kodujace warianty CSLPEATI, podczas gdy w lisciach
gléwnie wariant CSLPEAT2b co, sadzac po specyficznosci substratowej tych izoenzymow,

moze korelowac¢ z funkcja petniong przez te tkanki.



