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1. Imie i Nazwisko: Robert Lucinski

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku

ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskie;j.

1999 - Stopien naukowy magistra w zakresie biotechnologii. Praca magisterska pt.
”Charakterystyka aktywnos$ci reduktazy azotanowej i azotynowej w uktadzie symbiotycznym
hubinu zéttego i Bradyrhizobium lupini.” Wykonana w Zaktadzie Fizjologii Roslin UAM w

Poznaniu. Promotor: prof. dr hab. Lech Ratajczak.

2003 - Stopien naukowy doktora nauk biologicznych w zakresie biologii — fizjologii roslin.
Praca doktorska pt. ,,Udziat dysymilacyjnej reduktazy azotanowej w metabolizmie
beztlenowym Bradyrhizobium sp. (Lupinus).” Wykonana w Zaktadzie Fizjologii Ro$lin UAM

w Poznaniu. Promotor: prof. dr hab. Lech Ratajczak.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych:

- 1999-2003: doktorant w ramach studium doktoranckiego na Wydziale Biologii, Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Adiunkt:

- 01.11.2003 — 30.09.2004: umowa o prace na czas okreslony

- 01.10.2004 — 30.09.2008: umowa o prace na czas okreslony

- 01.10.2008 — 31.10.2013: mianowanie na czas okreslony

- 01.11.2013 — 30.09.2018: umowa o prace na czas okreslony

4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiggniecia naukowego/artystycznego:

Nowe funkcje fizjologiczne proteaz chloroplastowych



b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa):

1. Lucinski R, Jackowski G. 2013, AtFtsH heterocomplex-mediated degradation of
apoproteins of the major light harvesting complex of photosystem Il (LHCII) in response to
stresses. J. Plant. Physiol. 170: 1082-1089. (IF2013=2,770, MNiSW=35)

MOoj wktad w powstanie tej publikacji polegal na udziale w opracowaniu zatozen i koncepcji
pracy, samodzielnym wykonaniu wszystkich doswiadczen, napisaniu pierwotnej wersji

manuskryptu oraz wspotudziale w konicowej redakcji pracy. Moj udzial procentowy szacuje na

70%.

2. Lucinski R, Misztal L, Samardakiewicz S, Jackowski G. 2011, The thylakoid protease Deg2
is involved in stress-related degradation of the photosystem Il light-harvesting protein Lhcb6
in Arabidopsis thaliana. New Phytol: 192: 74-86. (IF2011=6,645, MNiSW=45)

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegal udziale w opracowaniu koncepcji i zaloZen
eksperymentalnych pracy, samodzielnym wykonaniu wigkszej czesci doswiadczen oraz
wspolpracy w  trakcie wykonywania eksperymentow obejmujgcych techniki PCR oraz
mikroskopowe. Ponadto wspotuczestniczylem w pisaniu manuskryptu oraz przygotowywaniu

koncowej redakcji pracy. Moj udziat procentowy szacuje na 60%.

3. Lucinski R, Misztal L, Samardakiewicz S, Jackowski G. 2011, Involvement of Deg5
protease in wounding-related disposal of PsbF apoprotein. Plant Physiol. Biochem.: 49:
311-320. (IF2011=2,838; MNiSW=35)

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegat na udziale w tworzeniu koncepcji pracy,
samodzielnym wykonaniu wigkszosci doswiadczen oraz wspolpracy przy wykonywaniu
doswiadczen  wykorzystujgcych — techniki  PCR  oraz  mikroskopowe.  Ponadto
wspotuczestniczylem w pisaniu manuskryptu oraz koncowej redakcji pracy. Moj udziat

procentowy szacuje na 60%.

4. Grabsztunowicz M, Lucinski R, Baranek M, Sikora B, Jackowski G. 2011, Proteazy
chloroplastowe Deg. Postepy. Biochemii 57: 109-114. (MNiSW=8)



Moj wkiad w powstanie tej pracy polegatl na wspolpracy z pierwszym autorem przy pisaniu
rozdziatu poswigconego proteazie Degl, samodzielnym napisaniu rozdziatow poswigconych
proteazom Deg2, Deg5 oraz Deg8, przygotowaniu ryciny nr 2 oraz wspolpracy W zestawieniu
literatury i redakcji catej pracy. Bratem takze udzial (wraz z pierwszym autorem) w tworzeniu

ostatecznej wersji pracy. Moj udzial udzial procentowy szacuje na 40%.

Sumaryczny impact factor powyzszych prac zgodnie z rokiem opublikowania: 12,253

Laczna punktacja MNiSW dla wszystkich prac: 123

C) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow

wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Osiagnigcie naukowe stanowig trzy oryginalne prace eksperymentalne opublikowane w
czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports oraz jedna praca przegladowa
opublikowana w czasopi$Smie polskim spoza w/w bazy. Sumaryczny impact factor (zgodny z
rokiem opublikowania) tych prac wynosi 12,253, natomiast sumaryczna liczba punktow
MNISW to 123. We wszystkich pracach eksperymentalnych jestem pierwszym autorem,
natomiast w pracy przegladowej jestem drugim wspoétautorem.

Publikacje sktadajace si¢ na osiggni¢cie naukowe koncentrujg si¢ wokot problematyki
funkcji fizjologicznych proteaz chloroplastowych. Jest to ciaggle stosunkowo stabo poznany
obszar zagadnien, zardOwno w aspekcie roli jakg odgrywaja poszczegolne proteazy W procesach
rozwojowych roslin, jak rowniez w obszarze dotyczacym poszukiwan biatek chloroplastowych
bedacych, w okreslonych sytuacjach fizjologicznych, substratami dla ich aktywnoS$ci
proteolitycznej.

Powszechnie wiadomym jest, ze procesy degradacji bialek roslinnych podlegaja bardzo
doktadnej regulacji i majg charakter enzymatyczny (Clark i wsp. 2005). Co wigcej degradacja
biatek moze by¢ rowniez istotnym elementem jednego z trzech podstawowych procesow, a
mianowicie: moze by¢ elementem systemu kontroli jakosci biatek, polegajacym na usuwaniu
biatek uszkodzonych w wyniku dziatania czynnikoéw $rodowiskowych lub mutacji. Po drugie
moze by¢ istotng czgscig obrotu metabolicznego biatek, wyrazajacego si¢ w usuwaniu biatek

,hiepotrzebnych” w danym momencie i zastgpowaniu ich innymi i wreszcie proteoliza moze



by¢ waznym elementem szlakow sygnalizacyjnych, uruchamianych przez komorke w
odpowiedzi na dziatanie réznych wewnatrz- lub zewnatrzkomérkowych bodzcow i
regulujacych szereg waznych procesow komorkowych takich jak ekspresja gendéw, cykl
komoérkowy, roznicowanie, sortowanie biatek, czy tez ,,egzekucja” programowanej $mierci
komorki. Procesy degradacji bialek sg czgsto zwigzane z uktadem ubikwityna-proteasom 26S,
procesami o charakterze autofagicznym lub tez zachodzg dzigki aktywno$ci autonomicznych
proteaz komorkowych (Grabsztunowicz i wsp. 2011, Baranek i wsp. 2011).

Informacje zwarte w proteazowej bazie Merops (wersja: 9.13; www.merops.sanger.ac.uk)
wskazuja, ze proteom Arabidopsis thaliana zawiera 745 biatek, uznanych za enzymy
proteolityczne. Znaczna cze$¢ z nich to ortologi biatek nalezacych do 8 roznych rodzin proteaz
wystepujacych u sinic i bakterii (Schuhmann i Adamska 2011). Do tej pory najwigkszg ilo$¢
informacji zgromadzono odnos$nie biatek zaliczanych do proteaz AtClp, AtFtsH oraz AtDeg.

Glownym przedmiotem zainteresowania prac badawczych skladajacych si¢ na
osiaggniecie habilitacyjne sg proteazy AtDeg oraz AtFtsH.

Roslinne proteazy AtDeg naleza, zgodnie z nomenklaturg przyjeta w bazie Merops, do
rodziny S1, proteaz podobnych do chymotrypsyny, podrodziny S1B. Genom Arabidopsis
thaliana zawiera 16 genéw kodujacych biatka ortologiczne wzgledem biatek Deg z Escherichia
coli (Grabsztunowicz i wsp. 2011). Biatka te (okreslane numerami od AtDegl do AtDegl6),
kierowane sg do réznych przedziatow komoérkowych, i tak: AtDegl, AtDeg2, AtDeg5 oraz
AtDeg8 sg proteazami chloroplastowymi, Degl5 jest proteazg peroksysomalng, a AtDeg9 jest
prawdopodobnie zlokalizowana w jadrze komodrkowym. Nieznana jest subkomorkowa
lokalizacja bialek AtDeg4 i AtDegl6. Proteazy AtDeg3, AtDeg6, AtDegll, AtDegl?2 i
AtDegl4 sa — jak pokazaly ostatnie prace - kierowane do mitochondriéw (Schuhmann i
Adamska 2011, Tanz i wsp. 2014), przy czym AtDeg3 jest prawdopodobnie kodowane przez
pseudogen (Tanz i wsp. 2014). Ciekawe wyniki uzyskano odnos$nie lokalizacji subkomorkowe;j
proteaz AtDeg3 i AtDeg10. Prawdopodobnie sg one kierowane zarowno do plastydow, jak i do
mitochondriow (Tanz i wsp. 2014). Dodatkowo w przypadku proteazy AtDeg3, w badaniach
proteomicznych, stwierdzono jej niewielkie ilo§ci w obrebie tylakoidow stromy, €O
uwiarygodnia jej chloroplastowg lokalizacje (Tomizioli i wsp. 2014). Kontrowersje wzbudzita
ostatnio roéwniez lokalizacja proteazy AtDeg7. Do tej pory istnialy dane $wiadczace o jej
chloroplastowej lokalizacji (Sun i wsp. 2010). Najnowsze badania sugeruja z kolei jej podwdjna
lokalizacje, na terenie mitochondriow i jadra komoérkowego ale nie na terenie chloroplastow
(Tanz i wsp. 2014). W obrebie chloroplastoéw proteazy AtDeg lokalizowane sa jako biatka
zwigzane z blong tylakoidowg od strony stromy (AtDeg?2 i ewentualnie AtDeg7), lub tez od
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strony $wiatla tylakoidu (AtDegl, AtDeg5 oraz AtDeg8; Peltier i wsp. 2002, Schubert i wsp.
2002, Sun i wsp. 2010).

Wszystkie proteazy AtDeg sa to niezalezne od ATP, endopeptydazy typu serynowego
posiadajace w swej strukturze charakterystyczng domeng katalityczng zlokalizowang blizej N-
konca tancucha polipeptydowego. W obrebie tej domeny znajduje si¢, typowa dla proteaz
serynowych, triada katalityczna tworzona przez aminokwasy His-Asp-Ser (Claussen i wsp.
2002, Rawlings i wsp. 2010). Druga charakterystyczna dla tych biatlek domeng jest tzw.
domena PDZ, zlokalizowana jest blizej C-konca czasteczki. Odpowiada ona za oddziatywania
pomiedzy czasteczkami biatek tworzacych oligomeryczne kompleksy, rozpoznawanie
substratow oraz za aktywacje domeny proteazowej. Ilo§¢ domen PDZ w obrebie czgsteczki
bialka proteazy jest r6zna i waha si¢ od 0 do 4. AtDegl i AtDeg8 dysponuja jedna domeng PDZ
(Schumhmann i wsp. 2012), AtDeg2 posiada dwie takie domeny (Haussuehl i wsp. 2001, Sun
i wsp. 2012), natomiast AtDeg7 az cztery. Wyjatek stanowi proteaza AtDegb, w ktorej
strukturze w ogole nie zidentyfikowano domeny PDZ (Schuhmann i wsp. 2012).

W ostatnim czasie zanotowano do$¢ znaczny postep wiedzy dotyczacy przestrzennej
struktury chloroplastowych proteaz AtDeg. Ukazaly si¢ prace przedstawiajgce analize struktury
krystalicznej biatek AtDegl i AtDeg2. Wykazano, ze domena proteazowa biatka AtDegl
zawiera dwa odcinki o strukturze B-harmonijki, pomiedzy ktérymi zlokalizowana jest triada
katalityczna His173, Asp203, Ser282. Na obu koncach tej domeny znajduja si¢ natomiast
odcinki H1 i H2 o strukturze a-helisy. Aktywne fizjologicznie sa heksamery AtDegl ztozone z
dwu trimerycznych pierscieni utozonych jeden na drugim. Centrum aktywne enzymu miesci
si¢ w $rodku catej struktury. AtDegl charakteryzuje si¢ rowniez zdolnos$cig do oligomeryzacji,
zalezng od pH $rodowiska. W pH ok. 8 istnieje jedynie forma monomeryczna, natomiast w pH
ok. 6 przewaza heksamer, przy czym aktywnos$¢ proteolityczng wykazuja obie formy biatka
(Kley 1 wsp. 2011). Ponadto aktywnos$¢ tego biatka zalezna jest rowniez od temperatury i pH.
Wykazano wyrazny wzrost aktywnosci AtDegl w zakresie temperatur 15-42°C, przy optimum
pH wynoszacym 6.0 (Chassin i wsp. 2002). Jak wynika z badan krystalograficznych heksamery
tworzy rowniez proteaza AtDeg?, jednakze stabilno$¢ tej formy nie jest zalezna od pH
srodowiska. Prawdopodobne jest, ze heksamery proteazy AtDeg2 in vivo lgczg sie¢, tworzac
aktywne proteolitycznie duze oligomery (Sun i wsp. 2012). Znana struktura krystaliczna Degl
postuzyta rowniez jako swoista ,,matryca” dla wymodelowania in silico struktur przestrzennych
proteaz AtDeg5 i AtDeg8. Wykazano, ze obie te proteazy posiadajg swoje triady katalityczne
(His147, Asp188, Ser266 dla AtDeg5 oraz His171, Asp214, Ser292 dla AtDeg8) zlokalizowane
pomiedzy dwoma odcinkami o strukturze B-harmonijki. Domena PDZ proteazy AtDeg8
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zlokalizowana jest w poblizu C-konca czasteczki (Chen 1 wsp. 2014). Sadzi si¢ roéwniez, ze obie
te proteazy tworzg in vivo heterooligomeryczny kompleks o masie okoto 460kDa, w ktorym
oba biatka wystepuja w stosunku ilosciowym 1:1. Prawdopodobnie AtDeg5 i AtDeg8 tworza
homoheksamery, ktore nastepnie taczg si¢ formujac heterododekamer (Sun i wsp. 2007a).

Z kolei proteza AtDeg7 tworzy prawdopodobnie trimeryczne kompleksy, w formowaniu
ktorych istotng rol¢ odgrywa jedna z domen PDZ (Schuhmann i wsp. 2012).

W ostatnich latach pojawily si¢ takze informacje dotyczace aktywnosci opiekunczej biatek
AtDegl i AtDeg2. W obu przypadkach sa to wyniki eksperymentéw przeprowadzanych in vitro
z wykorzystaniem rekombinowanych wersji AtDegl i AtDeg2. Wykazano mianowicie, ze
rekombinowane AtDegl zdolne byto do renaturacji biatka MalS (Sun i wsp. 2010), natomiast
rekombinowana AtDeg2 hamowata agregacje lizozymu zachodzaca w obecnosci DTT (Sun i
wsp. 2012, Jagodzik i wsp. 2014).

O funkcjach fizjologicznych chloroplastowych proteaz AtDeg wiadomo stosunkowo
niewiele. Za fizjologiczny substrat proteazy AtDegl najczgs$ciej uwaza si¢ apobiatko PsbA,
uszkodzone na skutek ekpozycji roslin na podwyzszone nat¢zenie $wiatta. Prawdopodobnie
proteaza AtDegl rozcina uszkodzone PsbA w dwu miejscach: w obrebie petli CD, znajdujacej
si¢ w $wietle tylakoidu oraz w obrebie C-koncowej petli. Rozcigeie petli CD powoduje
uwolnienie C-konicowego odcinka biatka o masie 16kDa, natomiast przecigcie C-koncowej
petli wigze si¢ z powstaniem fragmentu 5,2kDa (Kapri-Perdes i wsp. 2007). Ponadto
Wczesniejsze prace pokazywaly zaleznos¢ wzrostu aktywnosSci proteazy AtDegl od wzrostu
temperatury, co pozwalato przypuszczaé, ze enzym ten uczestniczy w odpowiedzi rosliny na
podwyzszong temperature, a jego fizjologicznym substratem moze by¢ jeden z polipeptydow
PS Il — PsbO oraz plastocyjanina, ktorych degradacj¢ przez rekombinowane biatko AtDegl
obserwowano w uktadach doswiadczalnych in vitro (Chassin i wsp. 2002, Schuhmann i
Adamska 2011). Udato si¢ takze uzyska¢ lini¢ roslin Arabidopsis thaliana z obnizonym
poziomem bialka proteazy AtDegl. W poréwnaniu z roslinami typu dzikiego, rosliny o
obnizonym poziomie AtDegl okazaly si¢ by¢ mniejsze i bardziej wrazliwe na fotoinhibicje.
Zaobserwowano u nich nizszy poziom akumulacji produktow degradacji biatka PsbA oraz
nizszy poziom metaloproteaz chloroplastowych AtFtsH, co moze sugerowa¢ wspoétdziatanie
proteazy AtDegl z AtFtsH w degradacji uszkodzonego polipeptydu PsbA. Mozliwa role
proteazy Degl w procesach fotoprotekcyjnych sugeruja takze wyniki prac pokazujacych udziat
Degl w degradacji prawie wszystkich biatek biorgcych udzial w procesie rozpraszania energii

(biatka PsbS, CP29 i CP26; Zielenkiewicz i wsp. 2011).



Zaangazowanie w inicjacj¢ degradacji uszkodzonego przez nadmiernie wysokie
natgzenie Swiatla biatka PsbA sugerowano rowniez w przypadku proteazy AtDeg2 (Haussuhl i
wsp. 2001). Pdzniejsze badania pokazaly jednak, ze degradacja biatka PsbA u roslin
pozbawionych funkcjonalnego genu proteazy AtDeg2 przebiega podobnie jak u roslin typu
dzikiego. Obraz taki pozwala sadzi¢, ze obserwowana in vitro, inicjacja degradacji polipeptydu
PsbA przez proteaze AtDeg2 nie ma odzwierciedlenia w uktadzie in vivo (Huesgen i wsp.
2006).

Roéwnie skromna jest wiedza dotyczaca fizjologicznych funkcji proteaz AtDeg5 oraz
AtDeg8. Wykazano, ze AtDegb oraz AtDeg8 zaangazowane sg degradacj¢ uszkodzonego
nadmiernym nat¢zeniem S$wiatla biatka PsbA, co pozostaje w zgodzie z wcze$niejszymi
doniesieniami na dotyczacymi wzrostu poziomu transkrypcji genu proteazy AtDeg8 w
warunkach wysokiego nat¢zenia swiatta (Sun i wsp. 2007b).

Proteazie AtDeg7 przypisywano istotng rol¢ w cyklu naprawczym fotouszkodzonego
fotosystemu II, co zwigzane jest z wynikami do§wiadczen pokazujacymi zdolnos¢ tego enzymu
do degradacji fotouszkodzonych biatek PsbA, PsbD, PsbB oraz PsbC (Sun i wsp. 2010). Nalezy
jednak pamigtaé, ze wyniki te uzyskano w doswiadczeniach in vitro z wykorzystaniem biatka
rekombinowanego.

Wida¢ wige, ze wigkszo$¢ badan dotyczacych funkcji chloroplastowych proteaz z
AtDeg skupia si¢ na kwestiach zwigzanych z naprawa fotouszkodzonego fotosystemu II, w
szczegolnosci za$ na degradacji biatka PsbA. Jak do tej pory nie udato si¢ jednoznacznie
wyjasni¢ tego zagadnienia. Co wiecej nie dysponujemy wiedzg pozwalajacg na wskazanie,
ktory z polipeptydéw wchodzacych w sktad PS 11 jest fizjologicznym substratem dla konkretnej
proteazy z rodziny Deg w okre$lonej sytuacji fizjologiczne;.

Druga rodzina proteaz bedaca przedmiotem zainteresowania prac sktadajacych si¢ na
osiagnigcie habilitacyjne to proteazy AtFtsH. Sa to zalezne od ATP metaloproteazy zawierajace
w centrum Kkatalitycznym jony Zn?*. W genomie Arabidopsis thaliana zidentyfikowano 12
genow kodujacych enzymy z rodziny AtFtsH, a biatkowe produkty 9 sposrod nich kierowane
sg do chloroplastow (AtFtsH 1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 11 oraz 12; Sakamoto i wsp. 2003). Istotne jest,
ze biatka AtFtsH1, 2, 5 1 8 sg integralnymi biatkami blony tylakoidowej, w ktérej tworza pary
AtFtsH1/2 oraz AtFtsH5/8, ktore z kolei sktadajg si¢ na funkcjonalny heterokompleks zwany
heterokompleksem AtFtsH. Uwaza si¢, ze funkcjg heterokompleku AtFtsH jest udziat w
degradacji polipeptydu PsbA, uszkodzonego w warunkach wysokiego natgzenia S$wiatta
(Sakamoto i wsp. 2003, Moldavki i wsp. 2012). Ponadto istnieja doniesienia informujgce o tym,

ze proteaza FtsH6 moze degradowaé polipeptyd Lhcbl podczas aklimatyzacji roslin do
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podwyzszonego natezenia $wiatta oraz polipeptyd Lhcb3 w trakcie starzenia sie lisci (Zelisko i
wsp. 2005). Dodatkowo mutanty pozbawione prawidtowo funkcjonujacych genéw FtsH2 oraz
FtsH5 charakteryzuja si¢ mozaikowatym wybarwieniem lisci, co wskazuje na udzial tych
enzymoéw w biogenezie chloroplastow (Sakamoto i wsp. 2002, 2003).

Wida¢ zatem, ze wigkszo$§¢ dotychczasowych prac poswigconych funkcjom
fizjologicznym chloroplastowych proteaz AtDeg oraz heterokkompleksu AtFtsH skupiata si¢
wokot ich ewentualnemu udziatowi w degradacji polipeptydu PsbA, w warunkach wysokiego
natezenia $wiatta. Co wigcej nie prowadzono badan majacych na celu poznanie innych biatek
bedacych substratami dla wspomnianych proteaz w okreslonych sytuacjach fizjologicznych
innych niz stres zwigzany z wysokim nat¢zeniem $wiatla.

W obliczu takiego stanu wiedzy gtéwnym celem prac sktadajacych si¢ na osiggnigcie
habilitacyjne bylo poszukiwanie fizjologicznych substratéw dla chloroplastowych proteaz
AtDeg oraz heterokompleksu AtFtsH w warunkach stresowych . Z drugiej za$ strony, z uwagi
na brak informacji na temat znaczenia chloroplastowych proteaz AtDeg w ontogenezie
chloroplastow jak i catej rosliny, postawiono sobie za cel fenotypowa charakterystyke
mutantdw pozbawionych wybranych biatek AtDeg rosngcych w warunkach komfortowych.

Badania prowadzone byty na roslinach Arabiopsis thaliana zaréwno szczepu dzikiego,
jak réwniez na mutantach pozbawionych biatka proteazy AtDeg2 (mutanty deg2-2 oraz deg2-
3), AtDeg5 (mutant deg5-1) oraz AtFtsH5 (mutant varl-1).

Rosliny pozbawione biatka AtDeg2 oraz AtDeg5 byly mutantami insercyjnymi z
insercjg T-DNA w obrgbie odpowiedniego genu. Nasiona tych roslin zakupiono w Nottingham
Arabidopsis Stock Center i sprawdzono homozygotyczno$¢ wyhodowanych roslin,
wykorzystujac technik¢ PCR. W przypadku braku homozygotyczno$ci rosliny poddawano
samozapyleniu i sprawdzano ponownie homozygotyczno$é w kolejnym pokoleniu. Wszystkie
mutanty AtDeg uzywane w doswiadczeniach zostaly ponadto doktadnie scharakteryzowane
pod wzgledem zawartosci biatek chloroplastowych AtDeg. Wykorzystano do tego celu
technikg typu Western-blot stosujac przeciwciala skierowane przeciwko biatkom AtDegl,
AtDeg?2, AtDeg5 oraz AtDeg8.

Ostatecznie uzyskano i scharakteryzowano dwie, niezalezne linie mutantow deg2-2 oraz
deg2-3, charakteryzujace si¢ brakiem biatka AtDeg2 oraz nieznacznie obnizonym poziomem
proteazy AtDegl, przy niezmienionych poziomach biatek AtDeg5 i AtDeg8 (Lucinski R i wsp.
2011. New Phytol: 192: 74-86). Ponadto wyhodowano jedng lini¢ mutanta deg5-1, pozbawiong
biatka AtDeg5, przy niezmienionym poziomie AtDegl, AtDeg2 i AtDeg8 (Lucinski R i wsp.
2011. Plant Physiol. Biochem.: 49: 311-320).



Z kolei w pracy poswigconej funkcjom heterokompleksu AtFtsH uzyto dobrze juz
scharakteryzowanego w literaturze, pstrolistnego mutanta varl-1, pozbawionego proteazy
AtFtsH5 (Lucinski i Jackowski 2013, J. Plant Physiol. 170: 1082-1089).

Poszukujgc substratow dla proteaz chloroplastowych w warunkach stresowych
postanowiono zawezi¢ obszar badan do biatek wchodzacych w sktad fotosystemu I1 oraz jego
glownej anteny energetycznej — LHCII. Zdecydowano si¢ takze na wybdr okreslonych
czynnikow stresowych takich jak: zasolenie, susza, wysoka oraz niska temperatura, zranienie
tkanki liscia, a takze wysokie natgzenie Swiatla.

W pierwszej fazie prac model eksperymentalny stanowity odciete liscie dzikiego
szczepu Arabidopsis thaliana, poddawane wspomnianym powyzej czynnikom stresowym. Z
lisci tych izolowano nastgpnie tylakoidy i — stosujac technike wetsern-blot — analizowano
zmiany poziomu wybranych biatek, odnoszac uzyskiwane wyniki do wariantu kontrolnego,
ktory stanowily odciete liScie inkubowane przez czas adekwatny do badanego wariantu na
szalkach z woda przy zachowaniu komfortowych warunkéw naswietlenia, temperatury i
wilgotno$ci otoczenia. Na podstawie tak przeprowadzonych doswiadczen udato si¢
wyselekcjonowac pule biatek, ktorych poziom obnizat si¢ w trakcie inkubacji w okreslonych
warunkach stresowych w sposob istotny statystycznie. Wykazano mianowicie, ze poziom
polipeptydow budujacych glownag anten¢ energetyczng PSII — LHCII, tj. Lhcbl oraz Lhcb2
obniza si¢ w warunkach suszy, niskiej temperatury oraz wysokiego natgzenia $wiatla, a poziom
polipetydu Lhcb3 spada w warunkach wysokiego natezenia §wiatta (Lucinski R i Jackowski G
2013, J. Plant. Physiol. 170: 1082-1089). Zawartos$¢ apobiatek stanowigcych mniejsze anteny
energetyczne PSII tj. Lhch5 i Lhcb6 obniza si¢ pod wptywem zasolenia, suszy, niskiej i
wysokiej temperatury oraz wysokiego nat¢zenia $wiatla, natomiast polipeptyd Lhcb4
wykazywat istotny statystycznie spadek jedynie w warunkach wysokiej temperatury (Lucinski
R i wsp. 2011. New Phytol: 192: 74-86). Z kolei sposrod biatek wchodzacych w sktad rdzenia
PSII istotny statystycznie spadek wykazywaty polipeptydy PsbA 1 PsbC (w warunkach
zasolenia, suszy, zranienia tkanki liscia i niskiej temperatury), PsbD (w warunkach zranienia)
oraz PsbF (w warunkach suszy, zranienia i niskiej temperatury; Lucinski R i wsp. 2011, Plant
Physiol. Biochem.: 49: 311-320).

Aby wykazaé, ze obserwowany in vivo spadek poziomu wyselekcjonowanych biatek
jest procesem enzymatycznym i sprawdzi¢, ktora z klas proteaz moze byé w ten proces
zaangazowana przeprowadzono seri¢ doswiadczen w odpowiednio skonstruowanym uktadzie
in vitro. Do inkubacji in vitro uzywano tylakoidow wyizolowanych z lisci roslin szczepu

dzikiego, ktére poddane byly wczesniej dzialaniu takich spos$rdd stosowanych czynnikéw
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stresowych, ktore in vivo wywotywaty zanik badanego polipeptydu. W tym celu skonstruowano
uktad, w ktorym tylakoidy byty inkubowane w odpowiednim buforze z dodatkiem ATP przez
6 godzin, w ciemnosci. Po tym czasie oznaczano (wykorzystujac technike western-blot) poziom
odpowiednich polipeptydow, przyjmujac za 100% poziom badanego biatka na poczatku
inkubacji. Dodanie do mieszaniny inkubacyjnej odpowiedniego inhibitora proteaz (aprotyniny
dla proteaz serynowych lub fosforamidonu dla metaloproteaz) pozwolito ustali¢, czy w
obserwowang degradacj¢ polipeptyddw zaangazowana jest proteaza typu serynowego, czy tez
metaloproteaza.

W efekcie wykazano, ze w degradacj¢ polipeptydow Lhebl i Lhch2, ktora in vivo
zachodzita w warunkach suszy, niskiej temperatury oraz wysokiego natgzenia Swiatta, a takze
Lhcb3 degradowanego in vivo w warunkach wysokiego nat¢zenia Swiatta zaangazowana jest
metaloproteaza, gdyz fosforamidon powodowal zahamowanie obserwowanej degradacji
(Lucinski R i Jackowski G 2013, J. Plant. Physiol. 170: 1082-1089). Z kolei w proteoliz¢
apobiatka Lhcb6, ulegajacego in vivo degradacji pod wptywem suszy, zasolenia, zranienia
tkanki liscia, wysokiej temperatury 1 wysokiego natgzenia $wiatla okazata si¢ by¢
zaangazowana proteaza typu serynowego, poniewaz w tych przypadkach aprotyninia
prowadzita do zahamowania procesu jego degradacji (Lucinski R i wsp. 2011, New Phytol:
192: 74-86). Rowniez aprotynina hamowata degradacj¢ polipeptydow PsbA oraz PsbF, co
oznacza, ze degradacja tych biatek zachodzaca in vivo w warunkach zasolenia, suszy, i niskiej
temperatury (PsbA) oraz zranienia tkanki lisScia (PsbA i PsbF) takze zwigzana byla z
aktywnoscig proteaz typu serynowego (Lucinski R i wsp. 2011, Plant Physiol. Biochem.: 49:
311-320).

Podsumowujac ten etap prac mozna byto stwierdzi¢, ze mozliwy jest udziat jednej z
chloroplastowych proteaz Deg w degradacji polipeptydu PsbF, uszkodzonego w efekcie
zranienia tkanki li§cia oraz polipeptydu Lhcb6, uszkodzonego na skutek ekspozycji lisci roslin
na stres suszy, zasolenia, zranienia tkanki liScia, wysokiej temperatury 1 wysokiego natezenia
swiatta. Natomiast heterokompleks AtFtsH moze by¢ potencjalnie zaangazowany w degradacje
polipeptydow Lhcebl i 2, zachodzaca w warunkach suszy, niskiej temperatury oraz wysokiego
natgzenia Swiatla, a takze Lhcb3 degradowanego w warunkach wysokiego natezenia Swiatta.

Aby ostatecznie zweryfikowaé powyzsze hipotezy pordéwnano zachowanie
wymienionych wyzej polipeptydow w szczepie dzikim i mutantach pozbawionych biatka
AtDeg?2 (mutanty deg2-2, i deg2-3), AtDeg5 (mutant deg5-1) oraz AtFtsH5 (mutant varl-1) w

stosownych warunkach stresowych.
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Ostatecznie wykazano, ze w degradacj¢ apobiatka Lhcb6, bedaca nastepstwem
uszkodzenia tego polipeptydu przez stres zasolenia, zranienia tkanki liscia, wysokiej
temperatury 1 wysokiego natezenia $wiatla zaangazowana jest proteaza AtDeg2 (Lucinski R i
wsp. 2011, New Phytol: 192: 74-86). Proteaza AtDeg5 z kolei odpowiada za degradacje
polipeptydu PsbF uszkadzanego w nastepstwie zranienia tkanki liscia (Lucinski R i wsp. 2011,
Plant Physiol. Biochem.: 49: 311-320). Z kolei heterokompleks AtFtsH uczestniczy w
degradacji apobiatek Lhcbl i Lheb2 uszkadzanych w trakcie stresu suszy, niskiej temperatury
i wysokiego natezenia §wiatla oraz Lhcb3 w warunkach nadmiernie wysokiego natezenia
$wiatta (Lucinski R i Jackowski G 2013, J. Plant. Physiol. 170: 1082-1089).

Wykorzystujgc uzyskane informacje dotyczace degradacji polipeptydow Lhebl i 2, ale
nie polipeptydu Lhcb3 w warunkach stresu suszy sprawdzono, w jaki sposob to zrdznicowanie
degradacji apobiatek budujacych gléwne anteny energetyczne PSII wpltywaé moze na
ewentualne zmiany w kompozycji sktadu biatkowego trimerycznych subkompleksow
wchodzacych w skltad LHCII. Stosujac technik¢ niedenaturujacego ogniskowania
izoelektrycznego rozdzielono preparaty zespolonych bton tylakoidowych wyizolowanych z
lisci roslin szczepu dzikiego i mutanta varl-1 poddanych wczesniej dziataniu stresu suszy. W
efekcie przeprowadzonego rozdzialu uzyskano prazki réznigce si¢ wartoscig punku
izolelektrycznego 1 odpowiadajace trzem réznym trimerycznym subkompleksom budujacym
LHCII. Subkompleksy te, oznaczone jako A, B i C zbudowane sg z apobiatek Lhcbl1 i Lheb2
(subkompleksy A i B) lub z apobialek Lhcbl, Lheb2 i Lheb3 (subkompleks C). Wykazano, ze
stres suszy nie powoduje zmian w skladzie jakoSciowym owych subkompleksow, natomiast
wyraznie wplywa na zmiang stosunkow iloSciowych pomigdzy nimi, prowadzac do
nadreprezentowania subkompleksu posiadajacego w swojej budowie polipeptyd Lhcb3.
Zgodnie z przyjmowang koncepcja, u roslin wyzszych anteny LHCII tworza z rdzeniem PSII
tzw. Superkompleksy PSII-LHCII, w ktoérych wyr6zni¢ mozna dwa zasadnicze miejsca
wigzania czagstek LHCII: S (od angielskiego strong) oraz M (moderate). Superkompleksy PSlI-
LHCII tworzg in vivo dimery, w ten sposob, ze najpowszechniej wystepujaca jego forma jest
struktura typu C2S:M>. Trimeryczne subkompleksy ztozone jedynie z polipeptydow Lhebl i2
zlokalizowane sg w obrebie superkompleksow PSII-LHCII w miejscach S, natomiast
subkompleks zawierajacy polipepetydy Lhcbl, 2 oraz 3 jest prawdopodobnie zlokalizowany w
miejscu M. Z uzyskanych wynikow wytania si¢ zatem obraz, zgodnie z ktorym stres suszy
uszkadza jedynie polipeptydy Lhcbl i 2, ktore buduja subkompleksy LHCII-S, natomiast nie
uszkadza tych ktére tworza subkompleks LHCII-M. W efekcie dochodzi do rearanzacji
superkomplekséw  PSII-LHCII w taki sposob, ze subkompleksy LHCII-M sa
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nadreprezentowane w stosunku do subkompleksow LHCII-S. Poniewaz w mutancie varl-1 nie
dochodzi do degradacji polipeptydéw Lhcbl i Lheb2, nie obserwuje si¢ rowniez powyzszych
rearanzacji. (Lucinski R i Jackowski G 2013, J. Plant. Physiol. 170: 1082-1089).

Drugim aspektem badan podejmowanym w pracach sktadajacych si¢ na osiagnigcie
habilitacyjne bylo poznanie roli jaka moga odgrywaé proteazy AtDeg w ontogenezie
chloroplastow i catych lisci A. thaliana. W ramach realizacji tego celu badawczego
przeprowadzono szereg eksperymentow stosujac podejscie zwane odwrotna genetyka, W
ktéorym z charakterystyki roslin pozbawionych badanego biatka wnioskuje si¢ o jego
fizjologicznych funkcjach. Badania prowadzone byty na roslinach rosngcych (szczep dziki oraz
mutanty deg2-2 i deg2-3 oraz deg5-1) w komfortowych warunkach zaréwno fotoperiodu
krotkiego (8 godzin $wiatta na dobe) jak i dlugiego (16 godzin $wiatla na dobe). Zaznaczy¢
tutaj nalezy, ze w trakcie rozwoju Arabidopsis thaliana w warunkach dnia dtugiego powstaje 9
lisci w trakcie wegetatywnej fazy wzrostu, podczas gdy w warunkach dnia krotkiego lisci takich
jest zdecydowanie wigcej. Liscie te mozna ponumerowacé w kolejnosci ich pojawiania si¢, w
zwigzku z czym im nizszy jest numer liscia tym jest on starszy. W badaniach nad ro$linami
rosngcymi w warunkach dnia krétkiego analizowane byty jedynie liscie od 1 do 9, podobnie
jak w przypadku roslin rosnagcych w warunkach dnia dtugiego. Uzyskane wyniki dowodzg, ze
ro$liny pozbawione proteazy AtDeg5 posiadaja wyraznie wigksze liscie numer 5 1 6 niz rosliny
szczepu dzikiego. Cecha ta jest niezalezna od fotoperiodu, w ktorym hodowane byty rosliny.
Jednoczesnie te wigksze liscie mutantow deg5-1 charakteryzowaty si¢ mniejsza powierzchnig
przekroju komorek migkiszu palisadowego. Drugg charakterystyczng cechg mutantow deg5-1
bylo wyrazne zaburzenie w dobowym metabolizmie skrobi. Manifestowalo si¢ ono obecnoscia
duzych ilosci skrobi w lisciach mutanta pod koniec nocy, podczas gdy liscie roslin szczepu
dzikiego w tym samym czasie byty juz jej pozbawione. (Lucinski R i wsp. 2011, Plant Physiol.
Biochem.: 49: 311-320).

Wykazano takze, ze brak proteazy AtDeg2 u mutantow deg2-2 i deg2-3 skutkuje
zwigkszong powierzchnig lisci nr 3 i 4, co jest rowniez efektem niezaleznym od fotoperiodu, w
ktorym rosty rosliny. Ponadto chloroplasty mutantoéw deg2-2 oraz deg2-3 z lisci roslin 4-
tygodniowych charakteryzowaly si¢ istotnie wigkszg iloscig tylakoidow przypadajacych na
poszczegdlne grana w poréwnaniu do roslin szczepu dzikiego, a takze zdecydowanie
mniejszym polem przekroju plastoglobul i brakiem charakterystycznych dla tylakoidow roslin
szczepu dzikiego pofatdowan i wpuklen bton tylakoidéw. Dane te §wiadczy¢ moga o tym, ze u
ro$lin pozbawionych proteazy AtDeg2 dochodzi do opdznienia wejscia chloroplastow w

poczatkowe etapy starzenia. Ponadto starsze liScie (numer 3 i 4) mutantow deg2
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charakteryzowaly si¢ wyraznie wigksza wrazliwoscig na fotoinhibicje, co wskazuje na udziat
proteazy AtDeg2 w procesach zwigzanych z obrong rosliny przed skutkami nadmiernie

wysokiego nate¢zenia Swiatta (Lucinski R i wsp. 2011, New Phytol: 192: 74-86).

Podsumowujac, prace sktadajace si¢ na moje osiggniecie habilitacyjne wnoszg, w moje;j
ocenie, istotny wktad w rozwodj wiedzy dotyczacy funkcji proteaz chloroplastowych. Za
szczegoblnie istotne uznatbym:

1. Wskazanie na nowe substraty fizjologiczne dla proteazy AtDeg2 (polipeptyd Lhch6),
proteazy AtDeg5 (polipeptyd PsbF) oraz dla heterokpleksu AtFtsH (apobiatka Lhcbl,

2,13).

2. Opisanie roli, jaka odgrywaja proteazy AtDeg w ontogenezie A. thaliana, a
mianowicie:

- proteazy AtDeg?2 oraz AtDeg5 pelnig istotng role w prawidlowym wzro$cie starszych

lisci,

- proteaza AtDeg2 peni istotng rol¢ w przebiegu ontogenezy chloroplastéw, a takze

znaczgco wplywa na fotoinhibicje starszych lisci w warunkach stresu $wietlnego,

- obecno$¢ funkcjonalnej proteazy AtDeg5 jest wazna dla prawidlowego przebiegu

dobowego metabolizmu skrobi,

- proteaza AtDeg5 istotnie wplywa wielko$¢ komorek migkiszu palisadowego.

5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Poza publikacjami sktadajacymi si¢ na osiggniecie habilitacyjne (wymienionymi w
punkcie 3 autoreferatu) jestem wspotautorem 13 publikacji, z ktorych 12 zostalo
opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports, a jedna
jest polskojezyczng praca przegladowa opublikowang w czasopiS$mie nieznajdujagcym si¢ w
bazie Journal Citation Reports. Jestem ponadto autorem dwu wystapien ustnych na
konferencjach krajowych oraz wspotautorem 37 doniesien na konferencjach krajowych i

mi¢dzynarodowych.

Pozostajac w krggu zagadnien zwigzanych z funkcjonowaniem chloroplastow, w
szczegOlnosci za$ z problematyka fotosyntetyczng oraz proteazowa, podejmowatem prace
majace na celu analiz¢ mozliwych interakcji polipeptydu Lhca5 z rdzeniem fotosystemu I (PSI).
Doswiadczenia te prowadzitem w Umea Plant Science Center, w ramach mojego stazu

podoktorskiego. Biatka Lhcal-4 stanowig elementy budujace zewngtrzne anteny energetyczne
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PSI. Zorganizowane sg one w dwa heterodimeryczne kompleksy, z ktérych jeden buduja
polipeptydy Lhcal i Lhca4, drugi zas tworza polipeptydy Lhca2 i Lhca3. Bedacy przedmiotem
zainteresowania polipeptyd Lhca5 ulega ekspresji na zdecydowanie nizszym poziomie niz
polipeptydy Lhcal-4. Jego doktadna lokalizacja w obrgbie kompleksu PSI-LHCI byta do tej
pory niewyjasniona. Na podstawie wynikow doswiadczen przeprowadzonych z
wykorzystaniem mutantow pozbawionych biatek Lhcal, Lhca2, Lhca3 i Lhca4, udato sie
skonstruowa¢ model zgodnie z ktorym polipeptyd LhcaS oddziatuje z antenami LHCI w
miejscu, w ktorym zlokalizowany jest heterokompleks Lhca2/Lhca4. LhcaS moze w tym
miejscu by¢ przylaczony zaréwno jako monomer jak 1 jako homodimer. Co wigcej, w
przypadku braku polipeptydéw Lhcal lub Lhca4, dochodzi — jak wykazaty moje do§wiadczenia
— do zmiany aranzacji czastek PSI-LHCI. Skutkiem takiej rearanzacji jest wigzanie si¢
homodimeru Lhca5 do rdzenia PSI w miejscu, w ktorym normalnie wystgpuje heterodimer
Lhcal/Lhca4. Uzyskane wyniki pokazuja duza plastyczno$¢ wigzania polipeptydu Lhca5 do
rdzenia PSI wedlug modelu kompetytywnego, zaleznego wprost od oddzialywan pomigdzy
polipeptydami Lhca a rdzeniem PSI (Lucinski i wsp. 2006).

W trakcie swojej pracy badawczej bylem zaangazowany rowniez w prace stawiajaca
sobie za cel sprawdzenie, czy ekspresja genow kodujacych biatkowe elementy proteolitycznych
systemow funkcjonujacych w obrgbie chloroplastéw 1 mitochondriow (m.in. geny kodujace
biatka AtClp, AtFtsH i AtDeg) ulega istotnym zmianom w trakcie aklimatyzacji roslin A.
thaliana do zmieniajagcych si¢ warunkow oswietleniowych. Sposréd ponad 50
przeanalizowanych gendow podczas aklimatyzacji roslin do nadmiernie wysokiego nat¢zenia
Swiatla wzrostowi ulegata ekspresja jedynie genu kodujacego regulatorowa podjednostke
AtCIpB3, natomiast gen kodujacy proteaze AtDeg2 okazat si¢ by¢ jedynym, ktdrego poziom
ekspresji ulegat w tych warunkach obnizeniu. Hierarchiczna analiza skupien wykazata, ze w
badanych warunkach o$wietleniowych gen CLPB3 ulegal koekspresji z genami kodujacymi
czynniki transkrypcyjne PAP1, GBF6 oraz bHLH. Stwierdzono, ze promotor genu CLPB3
zawiera w swej strukturze fragmenty cis-regulatorowe, ktore moga wigza¢ wszystkie trzy
wymienione powyzej czynniki transkrypcyjne. Na podstawie analizy danych dotyczacych
szeregu  dlugoterminowych  stresow  abiotycznych, dostgpnych w  publicznych,
transkryptomicznych bazach danych postawiono hipotezg, ze czynnik PAP1 moze petnié role
posredniczaca w zmianie ekspresji genu CLPB3 wywolywang przez zmiang warunkéw
srodowiskowych (Adamiec i wsp. 2011).

W obrgbie zagadnien zwigzanych z funkcjonowaniem chloroplastow mieszcza sie

réwniez prace skupiajace si¢ na analizie dynamiki przenoszenia wzbudzenia elektronowego w
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obrebie superkompleksow PSII-LHCII. W badaniach tych wykorzystywano homozygotyczne
mutanty A. thaliana pozbawione proteazy AtDeg5 oraz biatka Lhcb3. W obu przypadkach
doktadna analiza zawartosci wszystkich apobialek Lhcbl-6 wykazata, ze mutant deg5
wykazywat obnizony o ok. 25% poziom apobiatka Lhcb6 przy jednoczesnym zachowaniu
pozostatych Lhcbh na poziomie niezmienionym w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Mutant
Ihch3 wykazywat natomiast — poza brakiem apobiatka Lhcb3 — kompensacyjny wzrost poziomu
apobiatek Lheb1 i Lheb2. Informacje te, wraz z wynikami czasowo-rozdzielczych pomiarow
zaniku fluorescencji, zostaly wykorzystane przy tworzeniu symulacji Monte Carlo, ktora
pozwolita wyznaczy¢ wartos$ci parametrow molekularnych opisujacych dynamike przesytania
energii wzbudzenia elektronowego w obrgbie PSII. Okazalo si¢, Ze obnizenie o 25% poziomu
apobiatka Lhcb6 (w mutancie deg5) skutkuje istotnym przyspieszeniem putapkowania
wzbudzenia elektronowego w obrgbie PSII, co daje si¢ tlumaczy¢ reorganizacja
superkomplekséw PSII-LHCII, wymuszong zmniejszong pulg Lhcb6. Ta reorganizacja miataby
polegac na przeniesieniu czesci trimeréw LHCII zwigzanych z rdzeniem PSII w miejscu M do
tzw. puli trimeréw wolnych (Gibasiewicz 1 wsp. 2015). Z kolei doswiadczenia z
wykorzystaniem mutanta Ihcb3 pokazaty, ze brak tego biatka jest przez rosliny kompensowany
przez dodatkowe kopie Lhcbl i Lheb2, ktore zastepuja Lheb3 w strukturze trimerow LHCII,
ztaczonych z rdzeniem PSII w miejscu M. Prowadzi to do zmian w organizacji strukturalne;
czastek PSI-LHCII typu C>S:M», co skutkuje spowolnieniem $redniego czasu zaniku
fluorescencji. Wyniki uzyskane z symulacji Monte Carlo pozwalaja przypuszczac, ze apobiatko
Lhceb3 pelni unikalng funkcje w przenoszeniu wzbudzenia elektronowego i apobiatka Lhcbl1 i
Lhcb2 nie mogg go w tej roli zastgpowac (Adamiec i wsp. 2015).

W ramach szeroko pojetego funkcjonowania chloroplastow miesci si¢ rowniez kolejna
praca, ktorej jestem wspotautorem, a ktéra dotyczy roznego rodzaju zmian jakim podlega
enzym karboksylaza/oksygenaza Rybulozo 1,5-bisfosforanu (Rubisco) na skutek zmiany
natezenia $wiatta, w ktorym rosng rosliny, z umiarkowanego na niskie (Grabsztunowicz 1 wsp.
2015). Sadze, ze gtéwnym osiagnigciem tej pracy jest wykazanie, ze zmiana nat¢zenia Swiatta
z umiarkowanego na niskie prowadzi do powstawania agregatow duzej podjednostki Rubisco.
Dzieje sie tak na skutek wystgpienia tagodnego stresu oksydacyjnego, wywotanego obnizeniem
natezenia $§wiatta. Efektem wspomnianej agregacji jest spadek aktywnosci karboksylacyjnej
Rubisco. Jednoczes$nie przywrdcenie roslinom wyjsciowego (umiarkowanego) natg¢zenia
swiatla skutkuje zanikiem agregatéw duzej podjednostki Rubisco i wzrostem aktywnos$ci

karboksylacyjnej enzymu.
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Odrebnym watkiem mojej pracy badawczej byly zagadnienia stanowigce niejako
kontynuacj¢ tematyki podejmowanej w trakcie przygotowywania rozprawy doktorskiej.
Dotyczyty one glownie wybranych aspektow metabolizmu azotowego brodawek korzeniowych
hubinu Zoltego oraz wolnozyjacych bakterii Rhizobium sp. (Lupinus). Stan wiedzy w tych
obszarach opisany zostal w dwu pracach przegladowych, z ktérych jedna zajmuje si¢ wptywem
azotan6w na symbiotyczne oddziatywania pomigdzy roslinami motylkowymi a bakteriami z
rodzaju Rhizobium. Druga z prac przegladowych po§wigcona jest z kolei procesom dysymilacji
azotanow 1 azotynoéw przeprowadzanych przez rdzne gatunki bakterii.

Wiadomym jest, ze aktywno$¢ enzymu nitrogenazy, odpowiadajacego u roslin
motylkowych za wigzanie azotu czgsteczkowego, zalezna jest — w duzym stopniu — od stezenia
tlenu w obrgbie brodawki korzeniowej. Z kolei dostepno$¢ tlenu do wnetrza brodawki jest
limitowana przez kor¢ brodawki, stanowigca bariere dla dyfuzji gazow. Obecno$¢ azotanow
moze zmienia¢ oporno$¢ kory brodawki na dyfuzje gazow. Co wigcej rizobia, ktore
charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscig dysymilacyjnej reduktazy azotanowej sa mniej
wrazliwe, w warunkach symbiotycznych, na inhibicje¢ nitrogenazy bedaca skutkiem obecnos$ci
azotanow w Srodowisku. Stad tez w pracy postawitem tezg, ze bakteroidowa reduktaza
azotanowa katalizujagca dysymilacyjng redukcje azotanow w istotny sposéb poprawia
funkcjonowanie bakteroidow (Lucinski i wsp. 2002).

W ramach zagadnien zwigzanych z metabolizmem azotowym roslin motylkowych zajmowatem
si¢ miedzy innymi lokalizacja centrow redukcji azotanéw i azotynéw w roslinach tubinu
z6Mtego, posiadajgcych brodawki korzeniowe oraz w roslinach tych brodawek pozbawionych.
Udalo si¢ wykaza¢, ze w mlodych siewkach azotany byly akumulowane wylacznie w
korzeniach, ktore stanowily jednoczes$nie jedyne miejsce ich redukcji. Powstajace w wyniku
redukcji azotanow jony azotynowe byly natomiast transportowane do lisci, gdzie zachodzita
ich redukcja do jonéw amonowych. Taki sam rozdzial aktywnos$ci reduktazy azotanowej i
azotynowej stwierdzono w ro$linach posiadajacych brodawki korzeniowe. Jednakze dla roslin
pochodzacych z upraw polowych, w ktorych poziom azotandéw byl na niskim poziomie,
charakterystyczna byla bardzo wysoka aktywnos$¢ reduktazy azotanowej we frakcji brodawek
korzeniowych. Poziom tej aktywnosci wielokrotnie przewyzszat poziom aktywnosci
korzeniowej reduktazy azotanowej. Wyniki takie sugerowatly, ze aktywno$¢ brodawkowe;j
reduktazy azotanowej nie byta indukowana bezposrednio obecno$cia jonow azotanowych lecz,
ze proces indukcji jej aktywnosci odbywatl si¢ w sposdb posredni. Uwzgledniajac fakt, ze
zdecydowana wigkszo$¢ aktywnosci reduktazy azotanowej lokalizowanej we frakcji brodawek

korzeniowych jest pochodzenia bakteryjnego oraz fakt, Ze azotany wystepujace w glebie moga
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powodowac stan hypoksji w korzeniu zaproponowano model, zgodnie z ktérym za indukcje
niewspoOtmiernie wysokiej aktywnosci reduktazy azotanowej w brodawkach korzeniowych
tubinu zéitego rosngcego w warunkach polowych odpowiada stan hypoksji pojawiajacy si¢ na
skutek obecnos$ci azotandw w glebie, w strefie brodawek korzeniowych (Polcyn i Lucinski
2009).

Wspomniane powyzej dane dotyczace lokalizacji aktywnosci reduktazy azotanowej we
frakcji brodawek korzeniowych pochodzily z wezedniejszej pracy, ktorej jestem wspotautorem
(Polcyn i Lucinski 2001). W publikacji tej wykazano, ze aktywno$¢ reduktazy azotanowej
brodawki korzeniowej jest wielokrotnie wyzsza niz analogiczna aktywno$¢ wykrywana w
korzeniu 1 liciach. Przedstawiono dowody $§wiadczace o tym, Ze ponad 97% aktywnosci
reduktazy azotanowej zlokalizowanej w obrgbie brodawki korzeniowej jest pochodzenia
bakteroidowego. Ponadto w omawianej pracy przedstawiono wyniki badan swiadczace o tym,
ze reduktaza azotanowa pochodzaca z symbiotycznych komorek Bradyrhizobium sp (Lupinus)
posiada wiele cech charakterystycznych dla enzyméw szlaku dysymilacji azotanéw, a
mianowicie: jest enzymem btonowym, wykorzystujacym do redukcji azotanow elektrony
pochodzace z NADH, jej aktywnos$¢ jest inhibowana w warunkach tlenowych i wreszcie
aktywnos$¢ bakteroidowej reduktazy azotanowej nie jest zalezna od podazy azotanow. W pracy
wykazano takze, stosujac rotenon, ktory jest inhibitorem oksydoreduktazy NADH, ze to
wlasnie ten kompleks enzymatyczny, a nie dehydrogenaza bursztynianowa jest gtownym
posrednikiem w niezwykle wysokiej aktywnosci reduktazy azotanowej zwiazanej z podaza
bursztynianu. Ponadto przedstawione w pracy doswiadczenia z wykorzystaniem pirogrognianu,
jablczanu oraz ketoglutaranu jako potencjalnych donoréw elektronéw do redukcji azotanow
pozwolily postawié tezg, zgodnie z ktéra mozliwa jest sytuacja, w ktorej duza czes¢ cyklu
kwasow trojkarboksylowych (TCA) nie jest potrzebna do przeprowadzania redukcji azotanéw
w bakteroidach, a niezbedne zrodio elektronow dla tego procesu stanowig alternatywne szlaki
metaboliczne.

Drugi watek prac zwigzanych z ré6znymi aspektami metabolizmu azotowego ukladu
symbiotycznego rizobiéow z roslinami motylkowymi, obejmowat badania nad wolnozyjacymi
komorkami rizobiow. Gtéwnym przedmiotem zainteresowania byty oczywiscie enzymy szlaku
dysymilacji azotanow i azotyndw oraz ich relacje z wigzaniem azotu czasteczkowego. W pracy
przegladowej, opisujacej rozne szlaki dysymilacyjne obecne w komodrkach Paracoccus
denitrificans, Escherichia coli oraz Baccilus subtilis zwrocono uwage na denitryfikacj¢ jako

potencjalne Zzrédto ATP dla wigzania azotu czasteczkowego (Polcyn i Lucinski 2004).
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W trakcie badan nad redukcjg azotanéw 1 azotyndéw przeprowadzang przez wolnozyjace
komorki Bradyrhizobium sp. (Lupinus) wykazano, ze bakterie te zdolne sa do redukcji
azotanow zarowno przy dostgpnosci tlenu, jak i w warunkach anaerobowych, jednakze tlenowa
redukcja azotynow jest niewrazliwa na inhibicj¢ jonami amonowymi. Z kolei beztlenowa
redukcja azotanéw 1 azotyndw zwigzana jest z produkcja energii metabolicznej. Wykazano
takze, ze toksyczno$¢ azotyndéw jest przyczyng dla ktoérej jedynie stezenia ponizej 2mM
zard6wno azotanoéw jak 1 azotynéw zapewniajg linearng zalezno$¢ pomiedzy konsumpcja tych
jondw przez rizobia a przyrostem biomasy hodowli. Co wigcej obecnos¢ w pozywce azotandw
w stezeniu poczatkowym powyzej SmM prowadzita do akumulacji stechiometrycznych ilosci
azotynow, ktore pozostawaty w pozywce nie bedac dalej redukowane. Wynik taki sktonit do
postawienia hipotezy o inhibicyjnym wplywie azotandw na aktywno$¢ reduktazy azotynowej
na skutek konkurowania tego enzymu z reduktazg azotanowa o pulg elektronéw. Hipoteze ta
potwierdzity wyniki dos§wiadczen analizujagce konsumpcje azotandw w obnizonej temperaturze.
W takich warunkach powstajace stechiometrycznie azotyny byly metabolizowane nawet przy
poczatkowym stgzeniu azotandw wynoszacym 10mM.

Jednakze najwigksza warto$cig pracy jest wykazanie, po raz pierwszy w literaturze, ze
rizobia zdolne s3 do przeprowadzania procesu dysymilacyjnej amonifikacji. Proces ten
prowadzi do powstania jonéw amonowych z jondow azotanowych i/lub azotynowych w
warunkach beztlenowych 1 wigze si¢ z koniecznoscig istnienia w badanych komoérkach
bakteryjnych dodatkowej reduktazy azotynowej typu dysymilacyjnego. Doktadniejsze
wyliczenia przeprowadzone na podstawie wykonanych doswiadczen pozwolity oszacowac, ze
wspomniana dysymilacyjna amonifikacja wykorzystuje okoto 40% dostepnych w hodowli
jonow azotanowych (Polcyn 1 Lucinski 2003).

Ostatnim aspektem pracy nad redukcja azotandéw przeprowadzang przez komorki
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) byta szczegdtowa charakterystyka komplekséw reduktazy
azotanowej wystepujacych u tej bakterii w stanie wolnozyjacym i symbiotycznym. Udalo si¢
uzyska¢ eksperymentalne dowody swiadczace o obecnosci u badanej bakterii dwu kompleksoéw
enzymatycznych wykazujacych aktywnos$¢ reduktazy azotanowej. Oba te kompleksy (r6znigce
si¢ miedzy soba masa czgsteczkowa: 140kDa 1 190kDa) zlokalizowane sg w btonie
komoérkowej, co w polaczeniu z ich specyficzng zdolnoscia do redukcji zard6wno azotanow jak
i chloranéw oraz wrazliwo$¢ na mikromolarne st¢zenia azydku przemawia za tym, ze sg to
enzymy typu dysymilacyjnego. Co wigcej oba te kompleksy bialkowe zostaty wyizolowane 1
oczyszczone, co pozwolito na uzyskanie specyficznych przeciwcial. Wykorzystujac otrzymane

przeciwciatla pokazano, ze oba kompleksy enzymatyczne charakteryzuja si¢ wysokim
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podobienstwem immunologicznym i sktadajg si¢ z trzech podjednostek o masach okoto 126-,
65- 1 25-kDa. Na podstawie przedstawionych w pracy wynikow prac eksperymentalnych
postawiono wiec hipotezg, ze obserwowane dwa kompleksy enzymatyczne moga, w
rzeczywistos$ci, stanowi¢ dwie rézne formy tego samego enzymu. (Polcyn i Lucinski 2006).

Podsumowujac ta cz¢s¢ mojego dorobku naukowego (niewchodzaca w sktad
osiggnigcia naukowego) za najistotniejsze jego elementy uwazam: pokazanie miejsca tgczenia
polipeptydu Lhca5 do czastek PSI-LHCI oraz duzej plastycznos$ci tego procesu; wykazanie
zdolnosci rizobidw do przeprowadzania procesu dysymilacyjnej amonifkacji oraz zwrocenie
uwagi na proces dysymilacji azotanéw jako zrodia energii dla wigzania azotu czgsteczkowego
i szczegolowa charakterystyke enzymow tego szlaku w komoérkach Bradyrhizobium sp.
(Lupinus).
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