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STRESZCZENIE

Fosfatydylocholina (PC) jest gtéwnym lipidem eukariotycznych membran oraz petni
centralng funkcj¢ w metabolizmie lipiddw roslinnych. Jest miejscem dziatania réznego
rodzaju desaturaz — enzymdéw blonowych produkujacych nienasycone, wielonienasycone i
nietypowe kwasy tluszczowe (PUFA, ang. polyunsaturated fatty acids). Kwasy te sa
obiektem zainteresowania naukowcoéw ze wzgledu na wptyw na zdrowie cztowieka, a takze
mozliwe wykorzystanie w przemysle. Glicero-3-fosfocholina (GPC) jest produktem
catkowitej deacylacji fosfatydylocholiny (PC). Przez dtugi czas obowiazywat poglad iz GPC
nie jest substratem do bezposredniej resyntezy PC, do czasu niedawnego odkrycia w
drozdzach piekarniczych (Saccharomyces cerevisiae) aktywno$ci acylotransferazy acylo-
CoA:glicerofosfocholina (GPCAT) (Stalberg i wsp., 2008), ktéra to prowadzi do resyntezy
czasteczki PC, omijajac etap jakim jest degradacja GPC do wolnej choliny, aktywacja
choliny do CDP-choliny i transfer choliny na czasteczke¢ diacyloglicerolu (DAG). Pomimo
préb  wytypowania enzymu odpowiedzialnego za t¢ reakcje zespotowi Stalberga
(Stalberg i wsp. 2008) nie udato si¢ wskaza¢ odpowiedniego biatka. Gen odpowiedzialny za
syntez¢ GPCAT u drozdzy zostat zidentyfikowany w 2014 przez zesp6t prof. Stena Stymne z
Szwedzkiego Uniwersytetu Rolniczego w Alnarp, ktdrego bytem w tym czasie cztonkiem.
Na podstawie homologii udato si¢ nam p6zniej zidentyfikowaé geny roslinne (Arabidopsis
thaliana, Ricinus comunis, Brassica napus), ktére po wklonowaniu do wektora pYES 2.1.
komplementowaty delecje aktywnosci GPCAT w lini drozdzowej nieposiadajacej tej

aktywnosci (Gtab i wsp. 2016).



Najwazniejszym 1 przetomowym wynikiem prowadzonych przeze mnie badan byto
odkrycie calkowicie nowej, wcze$niej nieopisanej aktywno$ci acylotransferazy
acylo-CoA:glicerofosfocholina (GPCAT). Wykazalem istnienie reakcji transacylacji,
przenoszacej reszty acylowe z innych lizofosfolipidow tj. lizofosfatydylocholiny (LPC),
lizofosfatydyloetanoloaminy (LPE), lizofosfatydyloseryny (LPS) na czasteczke GPC
(Gtab i wsp., 2016). Odkryta aktywno$¢ wyjasniala wczesniejsze dane na temat acylacji
czasteczki GPC bez dodania acylo-CoA w testach z mikrosomami przygotowanymi

z rozwijajacych si¢ nasion roslin olejowych (Lager, Gtab et al. 2015).

W toku badan przeprowadzone zostaly nie tylko do$§wiadczenia wyjasniajace
mechanizm reacylacji czasteczki GPC, ale réwniez wykonana zostala charakterystyka
biochemiczna i okreslona zostata specyficzno$¢ substratowa drozdzowego GPCAT, a takze
jego homologicznej formy z rzodkiewnika pospolitego (A. thaliana) rqcznika pospolitego
(Ricinus comunis) oraz rzepaku (Brassica napus). Badana byta dodatkowo aktywnos$¢ typu
GPCAT (acylacja GPC zalezna i niezalezna od acylo-CoA) we frakcjach microsomalnych z
rozwijajacych si¢ nasion Carthamus tinctorius, Ulmus glabra, Crambe abyssinica i Camelina
sativa (w mikrosomach z nasion dwoch ostatnich gatunkéw aktywnosci typu GPCAT nie
wykryto). W ramach pracy przeprowadzono zostato réwniez szereg badan dotyczacych prob
ustalenia czy GPCAT posiada wtasciwosci acylotransferazy typu LPC:LPC jako, ze w testach
zaré6wno z mikrosomami z drozdzy jak iz mikrosomami z nasion posiadajacych aktywny
GPCAT aktywnos$¢ tego typu wystgpowata. Uzyskano szereg poszlak, ze za aktywno$¢ ta
moga by¢ odpowiedzialne enzymy typu GPCAT ale nie udato si¢ uzyskac¢ ostatecznych
dowoddw potwierdzajacych lub negujacych ta hipotezg. Ostatnim etapem badan bylo
wykonanie doswiadczen majacych na celu okreslenie wptywu wylaczenia i nadekspresji genu
kodujacego GPCAT w drozdzach piekarniczych oraz w rzodkiewniku pospolitym. W
przypadku drozdzy zaobserwowano réznice w tempie wzrostu oraz w sktadzie kwasow
ttuszczowych (zwigkszenie iloSci nienasyconych kwaséw tluszczowych w drozdzach z
delecja gpcl), ale jedynie w warunkach stresu osmotycznego. W przypadku roSlin,
zaobserwowano zmniejszenie ilo§¢ chloroplastowych galaktolipidow w roslinach
zawierajacych insercje T-DNA w obregbie genu kodujacego GPCAT (At5g35460), a takze
drastyczny spadek ilosci produkowanych nasion u ro$lin z nadekspresja tego genu, w
stosunku do roslin kontrolnych. Analiza morfologii roslin z obnizona ekspresja enzymu oraz

z nadekspresja nie wykazata istotnych réznic w poréwnaniu z ro§linami kontrolnymi.



Badania prezentowane w niniejszej pracy wykonywane byly czgsciowo w Instytucie
Hodowli Roslin Szwedzkiego Uniwersytetu Rolniczego w Alnarp a czg$ciowo w Pracowni

Biochemii Ros$lin MWB UG 1 GUMed.



