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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) Tytul osiagniecia naukowego

Bialka obronne z lateksu Chelidonium majus L. jako wazne skladniki systemu
obronnego roslin

b) Publikacje wchodzace w zakres osiaggni¢cia naukowego

Osiagniecie naukowe sktada sie z cyklu 5 prac (4 prace eksperymentalne, 1 praca
przegladowa) opublikowanych w latach 2013-2017, ktoérych sumaryczny IF (wg roku
opublikowania) jest rowny 13,327, a liczba punktéw MNiSW (lista MNiSW wg roku
opublikowania) wynosi 165. We wszystkich 5 publikacjach jestem pierwszym autorem, a
takze korespondencyjnym.

1. Nawrot R., Zauber H., Schulze W.X. (2014) Global proteomic analysis of
Chelidonium majus and Corydalis cava (Papaveraceae) extracts revealed similar
defense-related protein compositions. Fitoterapia 94, 77-87. 1F04: 2,345; 1Fs jetni:
2,466; pkt. 25 (moj udziat procentowy szacuje¢ na 80%).

2. Nawrot R., Tomaszewski L., Czerwoniec A., Gozdzicka-Jozefiak A. (2013)
Identification of a coding sequence and structure modeling of glycine-rich RNA-
binding protein (CmGRP1) from Chelidonium majus L. Plant Mol. Biol. Rep. 31: 470-
476. 1F2013: 2,374; IFs.jemi: 2,137; pkt. 40 (moj udziat procentowy szacuj¢ na 60%).

3. Nawrot R., Lippmann R., Matros A., Musidlak O., Nowicki G., Mock H-P. (2017)
Proteomic comparison of Chelidonium majus L. latex in different phases of plant
development. Plant Physiol. Biochem. 112: 312-325. 1F2015 (brak IF dia 2016 i 2017): 2,928,
IFs.iemic 3,434; pkt. 35 (moj udziat procentowy szacuje na 65%).

4. Nawrot R., Barylski J., Lippmann R., Altschmied L., Mock H-P. (2016) Combination
of transcriptomic and proteomic approaches helps to unravel the protein composition
of Chelidonium majus L. milky sap. Planta 244: 1055-1064. 1F21s5 (brak IF dia 2016):
3,239, IFsjetni: 3,593; pkt. 40 (moj udziat procentowy szacuje na 60%).

5. Nawrot R. (2017) Defense-related proteins from Chelidonium majus L. as important
components of its latex. Curr. Prot. Pep. Sci. 18: 864-880. 1F2015 (brak IF dla 2016 i 2017)-
2,441, IFs jetni: 2,705; pkt. 25 (mo6j udziat procentowy szacuj¢ na 100%).



c) Omoéwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiagnietych wynikéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Monotematyczny cykl prac pt. ,,Biatka obronne z lateksu Chelidonium majus L. jako
wazne skladniki systemu obronnego roslin” obejmuje 5 prac opublikowanych w latach 2013-
2017, w ktorych wykazalem obecnos$¢ biatek obronnych (gléwnie nalezgcych do rodziny
bialek PR zwigzanych z patogeneza) w lateksie, na przyktadzie rosliny szeroko
wykorzystywanej w lecznictwie ludowym i farmakologii — glistniku jaskotcze ziele
(Chelidonium majus L.). Bialka te scharakteryzowalem oraz zaproponowatem ich role w

systemie obronnym rosliny.

Glistnik jaskotcze ziele (Chelidonium majus L.) jest wieloletnig rosling zielng z
rodziny makowatych (Papaveraceae) rosngcg zarowno w Europie, czgsci Azji, jak réwniez w
Ameryce Polnocnej. Lodygi glistnika dochodzg zazwyczaj do ok. 50 cm wysokosci, sg koloru
jasnozielonego z drobnymi wloskami, pierzastosiecznymi li§¢mi, matymi zottymi kwiatami
oraz zOttym sokiem mlecznym, ktory wyptywa po uszkodzeniu jakiejkolwiek czesci rosliny.
Owoc stanowi rownowaska, zielona torebka, pgkajaca dwiema klapami od nasady ku
szczytowi, zawierajaca bardzo liczne nasiona. Nasiona sg mate, czarne z elajosomami
przyciagajacymi mrowki, ktore je roznosza (myrmekochoria) (Arora i Sharma 2013). C.
majus znany byt od dawna w tradycyjnym lecznictwie ludowym z uwagi na swoje szerokie
whasciwosci lecznicze. Swiezy sok mleczny, zwany lateksem, pobrany z rosliny uzywano w
leczeniu schorzen skornych, takich jak zakazenia grzybicze, odciski, wypryski, egzeme czy
nowotwory skory. Ekstrakty z rosliny byty czesto stosowane w zaburzeniach funkcjonwania
watroby i drog zotciowych oraz jako srodek zotciopedny (Barnes i in. 2007; Etxenagusia i in.
2000). Jednym z najwazniejszych zastosowan lateksu C. majus w tradycyjnym
lecznictwie ludowym byla bezposrednia zewnetrzna aplikacja Swiezego soku na skor¢ w
celu usuniecia brodawek, klykcin i kurzajek, ktore powstaja w wyniku infekcji wirusem
brodawczaka ludzkiego (HPV, ang. human papilloma virus) (Etxenagusia i in. 2000).
Aktywnos¢ lecznicza soku mlecznego, zwanego lateksem, i ekstraktow z glistnika zalezy od
okresu zbioru materiatu roslinnego i jest najwyzsza W maju podczas kwitnienia ros$liny i
dojrzewania owocow (Nawrot i in. 2007b; Arora and Sharma 2013; Etxenagusia i in. 2000;
Monavari i in. 2012; Van Wyk i Wink 2004).

Lateks jest produktem wyspecjalizowanych komorek zwanych latycyferami (rurki
mleczne, mleczniki), ktore sg bardzo wydlizone i wystgpuja w catej roslinie, od korzeni

poprzez todyge do lisci. Sok mleczny stanowi w rzeczywistosci cytoplazme latycyferow i



glownie sklada si¢ z zawartosci ich wakuol (Zhou i Liu, 2011; Konno 2011). Jest to
kompleksowa emulsja zawierajaca rozne terpenoidy, alkaloidy, skrobie, cukry, olejki, taniny,
gumy oraz biatka (Cho i in. 2014; Konno 2011). Obecne sa w nim alkaloidy
benzyloizochinolinowe (np. chelidonina, sangwinaryna, chelerytryna, koptyzyna, berberyna,
protopina, stylopina, kanadyna), flawonoidy (np. rutyna, kwercetyna, luteolina), kwasy
fenolowe (kwas gallowy, kwas chlorogenowy), nienasycone kwasy thuszczowe (kwas
linolenowy, kwas oleinowy), karotenoidy, saponiny, i kilka innych (Colombo i Bosisio 1996;
Tome 1 Colombo 995; Arora i Sharma 2013). Uwaza sig, ze te zwiazki sg odpowiedzialne za
wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe,
przeciwzapalne, przeciwpasozytnicze, przeciwgrzybicze, przeciwbolowe, przeciwutleniajace,
grzybobojcze, choleretyczne, hepatoochronne, immunomodulujace (Colombo i Bosisio 1996;
Gilca i in. 2010; Biswas 2013; Arora i Sharma 2013; Maji i Banerji 2015) lateksu oraz
ekstraktow z rosliny C. majus, jednak mechanizm tych aktywnosci nie jest poznany.

Lateks wyplywa z ro$liny natychmiast po uszkodzeniu mechanicznym, np.
nagryzieniu przez owada lub wigkszego roslinozercg (np. ssaka) i w wigkszosci przypadkow
krzepnie po wystawieniu na dziatanie powietrza (Cho i in. 2014). W wielu przypadkach jest
wysoce lepki, dlatego moze pokry¢ czesci aparatu gebowego atakujacego roslinozercy lub
nawet cate jego ciato (np. owada) (Agrawal i Konno 2009; Konno 2011). Typowy lateks to
nieprzezroczysty biaty sok, jak u maku lekarskiego (Papaver somniferum, Papaveraceae) lub
kauczukoweca brazylijskiego (Hevea brasiliensis, Euphorbiaceae), ale u niektorych roslin jest
przezroczysty lub ma inny kolor, jak np. pomaranczowo-zo6tty sok mleczny glistnika jaskotcze
ziele (Chelidonium majus, Papaveraceae) (Konno 2011; Nawrot i in. 2016).

Komorki latycyferow nieprzerwane zachowujg turgor jako wynik osmotycznego
wychwytu wody (Pickard 2008). Ten wychwyt zapewnia utrzymanie wysokiego ci$nienia
wewnatrz latycyferow, co pozwala na przeptyw lateksu w systemie oraz szybki jego wyptyw
w duzych ilo$ciach w miejscu zranienia (Konno 2011). Turgor wewnatrz latycyferow utatwia
rowniez izolacje lateksu z rosliny przy minimalnym zanieczyszczeniu z otaczajacych tkanek
(Zulak i in. 2009). Latycyfery sa miejscem, w ktorym syntezowane i magazynowane jest
wiele bioproduktow w obronie przeciw roslinozercom i patogenom waznych z punktu

uzytecznos$ci dla cztowieka (Hagel i in. 2008).

Lateks wytwarza ponad 20 tysiecy gatunkéw roslin (8,9% wszystkich roslin),
zaliczanych do 40 rodzin roslin okrytonasiennych (rosliny wytwarzajace lateks, ang. latex-

bearing plants) (Konno 2011). Rosliny te naleza do rodzin: astrowatych (Asteraceae),



wilczomleczowatych  (Euphorbiaceae), toinowatych (Apocynaceae) i makowatych
(Papaveraceae) (Cho i in. 2014). Warto zauwazy¢, ze wigkszos$¢ ro§lin wytwarzajacych lateks
jest blisko spokrewniona z innymi roslinami zaliczanymi do tego samego rzedu, ktore nie
majg lateksu [np. w wigkszosci wytwarzajace lateks toinowate (Apocynaceae) a
niewytwarzajgce go marzanowate (Rubiaceae), oba z rzedu goryczkowcow (Gentianales)].
Ponadto lateks czeSciej wystepuje u roslin rosngcych w strefie tropikalnej niz w rejonie o

klimacie umiarkowanym (Konno 2011).

Moje zainteresowanie naukowe sokiem mlecznym glistnika jaskotcze ziele wynika z
jego wihasciwosci przeciwwirusowych wykorzystywanych w lecznictwie ludowym do
usuwania kurzajek czy brodawek. Wiasciwosci biologiczne soku sg silnie zwigzane z faza
rozwoju rosliny, a ich mechanizm, jak wcze$niej wspomniano, przypisywany byt gléwnie
znajdujacym si¢ w nim alkaloidom. Natomiast praktycznie nieznana byta zawartos¢ biatek w
soku mlecznym glistnika oraz ich ewentualny wptyw na wtasciwosci biologiczne lateksu. Z
tego wzgledu celem moich badan byla analiza proteomu i identyfikacja glownych klas
bialek lateksu C. majus oraz poznanie charakteru tych bialek w kontekscie ich wplywu
na aktywnos$¢ biologiczna lateksu, gléwnie przeciwpatogenna oraz farmakologiczna.

Odpowiedzi na te pytania sg $ciSle zwigzane z mechanizmami obronnymi ro$lin
przeciwko patogenom i roslinozercom. Roslinny system obronny mozemy podzieli¢ na dwa
typy: konstytutywny i indukowany (Walters i Heil 2007; Krsti¢ i in. 2016). Obrona
konstytutywna obecna jest w ro$linie juz przed infekcja patogena, a sktada si¢ z barier
mechanicznych, jak $ciana komoérkowa, woski kutykularne czy kora, a takze akumulacji
znacznych ilosci produktow naturalnych (metabolitow wtornych) potencjalnie toksycznych
dla patogenow, takich jak zwigzki fenolowe, terpenoidy i steroidy (Freeman i Beattie 2008).
Synteza zwigzkéw chemicznych o charakterze obronnym jest kosztowna dla roslin, dlatego
jednym ze sposobow redukcji tych kosztow jest aktywacja produkcji takich zwiazkow tylko w
przypadku rozpoznania atakujacego patogena (Wittstock 1 Gershenzon 2002). Taki
indukowany system obronny zwigzany jest z syntezg toksycznych zwiazkéw chemicznych
(np. fitoaleksyny, niskoczateczkowe metabolity wtorne/produkty naturalne), biatek
zwigzanych z patogeneza (ang. pathogenesis-related proteins — PRs), a takze wystapieniem
zlokalizowanej programowanej $mierci zakazonych komorek (Krstic i in. 2016).

Obrona podstawowa (ang. basal resistance), zwana tez obrong wrodzong (ang. innate
immunity), stanowi pierwsza lini¢ obrony konstytutywnej, a takze indukowanej roslin przeciw

wielu réznym patogenom. Reakcje obrony podstawowej moga by¢ inicjowane przez elementy



roslinnych $cian komoérkowych uwolnionych podczas ataku patogena, ale takze przez wspdlne
cechy réznych patogenow na zewngtrznej stronie komorki gospodarza, zwane wzorcami
molekularnymi zwigzanymi z patogenami (ang. pathogen-associated molecular patterns -
PAMPs), takimi jak chityna czy glukany grzybow, bakteryjna flagellina czy
lipopolisacharydy (de Wit 2007; Gururani i in. 2012; Muthamilarasan i Prasad 2013). Wzorce
PAMPs sa rozpoznawane przez biatka receptorowe PRRs (ang. pattern recognition receptors
- PRRS), ktore sg zachowawcze u roznych gatunkéw. Stymulacja receptorow rozpoznajacych
czgsteczki patogenu PRRs prowadzi do tzw. odporno$ci wyzwalanej przez PAMPs (ang.
PAMP-triggered immunity - PTI) (Jones i Dangl 2006; Dodds i Rahjen 2010). Druga klasa
percepcji bodzcoéw, zwana odpornoscig przekazywang przez geny R (ang. R-gene mediated
pathogen resistance), zwigzana jest z rozpoznaniem przez wewngtrzkomorkowe receptory
komoérek roslin (kodowanych przez geny R) czasteczek wirulencji patogena, zwanych
efektorami, kodowanych przez jego geny awirulencji Avr. Efektory sa dostarczane do
komorek roslinnych w poczatkowym stadium infekcji, natomiast roslinne biatka R naleza
najczesciej do rodziny biatek zawierajacych miejsce wigzania nukleotydu oraz bogatych w
powtorzenia leucynowe (ang. nucleotide biding site - leucine rich repeat - NBS-LRR protein
family). Takie wzajemne rozpoznanie odpowiadajacych sobie roslinnego biatka R i produktu
genu Avr patogenu wyzwala tzw. odporno$¢ indukowang przez efektory, ETI (effector-
triggered immunity - ETI), znang wcze$niej jako tzw. odpornos$¢ gen-na-gen (Hurley i in.
2014; Wu i in. 2014). Biorgc pod uwage ogromng roznorodno$¢ roslinnych genow R
(zwanych tez receptorami ETI) i efektorow patogendw, ten tryb rozpoznania prowadzi do
dynamicznej ko-ewolucji roslin i patogenow (Jones i Dangl 2006; Caplan i in. 2008; Dodds i
Rahjen 2010; Jones i in. 2016). Oba rodzaje odpornosci, zarowno PTI jak i ETI, wyzwalaja
podobne typy odpowiedzi, jednakze ETI jest szybsza i silniejsza i czgsto indukuje
programowang $mier¢ komorki w miejscu infekcji, zwanej reakcja nadwrazliwosci HR (ang.
hypersensitive response - HR) (Jones i Dangl 2006; Gururani i in. 2012). Reakcja
nadwrazliwo$ci zwigzana jest z produkcjg reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen
species - ROS), biosyntezg fitoaleksyn 1 akumulacjg bialek zwigzanych z patogeneza PR, co
wigze si¢ z ograniczeniem rozwoju infekcji patogena (Dong 2001; lakimova i in. 2005).
Nabyta odpornos¢ systemiczna (ang. Systemic acquired resistance - SAR) jest indukowana po
reakcji HR jako wynik lokalnej 1 systemicznej akumulacji kwasu salicylowego (SA), a takze
skoordynowanej ekspresji genéw kodujacych biatka PR. SAR jest efektywna w stosunku do
szerokiego spektrum patogendéw wirulentnych, jak grzyby, bakterie i wirusy. W konsekwencji

pozostata czgs¢ rosliny jest chroniona przed wtoérng infekcja przez kilka tygodni, a nawet
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miesi¢cy (Fu i Dong 2013; Walters i Heil 2007; Grant i Lamb 2006; Kachroo i Robin 2013).
Oceniajac szybkos¢ reakcji obronnych, cze$¢ z nich zachodzi szybko, w ciggu kilku godzin od
momentu indukcji, natomiast cze¢$¢ przebiega wolniej i wystepuja nawet w kolejnym sezonie

wegetacyjnym po indukcji (Karban i Kuc 1999).

Biatka zwigzane z patogenezg sa uzytecznymi markerami molekularnymi dla indukcji
SAR. Ekspresja bialek PR jest swoiscie aktywowana po infekcji rosliny przez patogena lub w
wyniku dziatania roznych czynnikow stresowych, jak zasolenie, susza lub niska temperatura.
Biatka te sklasyfikowano do 17 rodzin na podstawie roznych ich wilasciwosci, takich jak
chitynazy, endo-1,3-glukanazy, osmotyny, endoproteazy, peroksydazy, rybonukleazy,

oksydazy szczawianu i kilka innych (Sels i in. 2008; van Loon i in. 2006).

Moje wczesniejsze badania wykazaty, ze aktywnos$¢ biologiczna soku mlecznego z C.
majus moze by¢ zwigzana z zawarto$cig w nim biatek o aktywnosci nukleolitycznej. Wstepne
analizy metoda zymografii ,,w zelu” (in-gel DN-ase assay) wykazaly silng aktywnos¢
nukleolityczng w soku mlecznym zbieranym w okresie kwitnienia rosliny (Nawrot i in.
2007b) oraz po zakazeniu wirusem (dane niepublikowane). Dalsze badania metodg 2-DE
oraz MS/MS wykazaly obecno$¢ w soku mlecznym glistnika 21 réznych biatek, migdzy
innymi metabolizmu og6lnego, biatek wigzacych si¢ do kwaséw nukleinowych, tj. biatko
bogate w glicyne majgce motyw wigzania RNA (ang. glycine-rich RNA-binding protein -
GRRBP) oraz biatek zwigzanych z obrong ro$liny przed atakiem patogena nalezgcych do
biatek PR (Nawrot i in. 2007a).

Obecnos¢ bialek PR w lateksie sugerowata, ze moga one pelni¢ wazng rolg w
aktywnosci biologicznej lateksu i1 stanowi¢ jeden z elementow jego obrony przed dziataniem
czynnikow biotycznych i abiotycznych. Majac t0 na uwadze na poczatku badan
postawilem pytanie, czy inna roslina, blisko spokrewniona z C. majus, o podobnych
wlasciwosciach farmakologicznych, ale nie wytwarzajaca lateksu, zawiera podobny
sklad bialek PR. Rosling taka jest kokorycz pusta (Corydalis cava Schweigg. & Koerte),
nalezaca do tej samej rodziny makowatych (Papaveraceae) co glistnik. Kokorycz pusta nie
ma latycyferéw, ale wytwarza charakterystyczne puste w §rodku bulwy, ktore stanowiag Zrodto
wielu substancji aktywnych biologicznie, migdzy innymi alkaloidéow izochinolinowych, jak
korydalina czy bulbokapnina. Alkaloidy te maja dziatanie przeciwbdlowe, uspokajajace i
narkotyczne. Z tych wzgledéw ekstrakty z bulwy kokoryczy od dawna byly stosowane w
medycynie ludowej w leczeniu licznych dolegliwosci, podobnie jak ekstrakty z pedu glistnika

jaskotcze ziele. Dlatego postanowilem wykona¢ proteomiczng iloSciowa analizg



poréwnawcza skladu biatkowego ekstraktow z glistnika jaskotcze ziele oraz z kokoryczy
pustej (Corydalis cava Schweigg. & Koerte) (Nawrot i in. 2014a). W tym celu
wykorzystatem nowe podejscie do analizy proteomicznej, tzw. metode “shotgun”, gdzie
analizie za pomocg tandemowej spektrometrii mas (LC-ESI-MS/MS) poddatem cate profile
biatkowe po wstepnym ich rozdziale na zelach SDS-PAGE. Analiza iloSciowa bez uzycia
znacznika (ang. label-free protein quantitation) otrzymanych wynikéw polegata na
wyznaczeniu tzw. wykladniczo zmodyfikowanego indeksu ilosciowego biatka emPAI (ang.
exponentially modified protein abundance index) dla kazdego ze zidentyfikowanych biatek.
W ekstraktach z bulwy C. cava zidentyfikowatem 228 roznych biatek, a w ekstraktach z
pedow C. majus 1240. Wyniki analiz porownawczych pokazaly podobng zawarto$¢ biatek 0
wlasciwosciach antyoksydacyjnych (peroksydazy, dysmutazy ponadtlenkowe, biatka
zwigzane z metabolizmem glutationu itp.) w obu typach ekstraktow. Duze rdznice dotyczyty
zawarto$ci matych biatek obronnych nalezacych do bialek zwigzanych z patogeneza (PR)
oraz bialek przeciwbakteryjnych (AMP — antimicrobial peptides), ktoérych znacznie wigcej
znajduje si¢ w ekstraktach glistnika, niz w bulwach kokoryczy (Nawrot i in. 2014a). Badania
te wykonatem we wspotpracy z Prof. dr Waltraud Schulze z Max Plant Institute of Molecular
Plant Physiology w Potsdam-Golm w Niemczech w ramach stypendium DAAD, a wyniKi
opublikowalem w czasopi$mie Fitoterapia w roku 2014 (Nawrot i in. 2014a), w pracy

wchodzacej w sktad mojego osiggnigcia habilitacyjnego.

Wyniki tych badan sugerowaly, ze ros§liny o silnych wlasciwosciach
farmakologicznych sa bogate w biatka pelnigce funkcje obronne, ktore moga stanowi¢ wazny
sktadnik ich systemu obronnego. Mimo licznych badan funkcja 1 wtasciwosci biatek PR nie sg
do konca poznane. Z tego wzgledu kolejnym etapem badan byla charakterystyka
wybranych bialek obronnych PR wystepujacych w badanych ekstraktach. W ramach tych
badan opisalem sekwencj¢ kodujaca bialko bogate w glicyne majace motyw wiazania
RNA z C. majus oraz zaproponowalem model jego struktury (Nawrot i in. 2013). GRP
(ang. glycine-rich proteins) sa to niewielkie biatka, zawierajace okoto 80 aminokwaséw. W
ich czasteczce wystepuje domena wigzaca RNA oraz na koncu C czasteczki bogata w reszty
glicynowe i aminokwasy obdarzone tadunkiem. Biatka te moga mie¢ jednak r6zng lokalizacje
i funkcje w komorkach roslinnych. Cecha wspdlng ré6znych GRP jest obecno$¢ domen z
powtorzonymi wielokrotnie resztami glicyny, ktore sg wysoce elastyczne 1 mogg uczestniczy¢
w oddzialywaniach typu biatko-biatko. Syntetyzowane sg one w odpowiedzi na stres i

zwigzane z roznymi procesami regulacji post-transkrypcyjnej oraz prawdopodobnie wchodzg



w sktad biatek stanowigcych wrodzony system obronny rosliny (Ringli i in. 2001; Mousavi i
Hotta, 2005). Z powodu braku danych sekwencyjnych dla C. majus do reakcji PCR uzylem
starterow zdegenerowanych, ktore zaprojektowatem w oparciu o wysoce zachowawcza
sekwencje kodujaca motyw RRM znanych bialek GRP. W wyniku badan uzyskalem
sekwencje nukleotydydowa zawierajaca 439 pz, kodujacg biatko GRP z Chelidonium majus
(nazwane CmGRP1) (NCBI GenBank HMI173636). Obliczona masa czasteczkowa
polipeptydu wynosi 14931 Da. W sekwencji kodujacej CmGRP1 wykryto jeden wysoce
zachowawczy rejon, tzw. motyw rozpoznajagcy RNA (RRM - ang. RNA recognition motif —
pfam00076, a takze domena RBD lub RNP). Domeny RRM obecne sg w wielu réznych
biatkach wigzacych si¢ do ssSRNA i SSDNA (Nomata i in. 2004). Drugim motywem obecnym
w bialku CmGRP1 jest krotki motyw C-koncowy bogaty w glicyne (GGGGxxGxGGGxxQG).
Zgodnie z klasyfikacja ros$linnych biatek GRP, CmGRP1 zostalo zaklasyfikowane do klasy
IVa rodlinnych GRP, bioracych udziat w reakcjach obronnych rosliny. Struktura
trzeciorzedowa biatka CmGRP1 zostala wymodelowana metodami bioinformatycznymi.
Model biatka pokazat tez, ze CmGRP1 moze dimeryzowa¢ tworzac kompleks z czasteczka
RNA. Biatka bogate w glicyn¢ z motywem wiazacym RNA (GRRBPs), tak jak inne biatka
wigzagce RNA (RBPs — RNA-binding proteins), biorag udzial w regulacji przemian RNA w
komorce 1 stabilizuja czasteczki mRNA, ktore powstaja w odpowiedzi na czynniki stresowe
(Zhang i in. 2011; Nawrot i in. 2013a). Okazalo si¢ ponadto, ze rosliny intensywnie
wykorzystujg biatka wigzace RNA do obrony przed infekcja wirusowa — niektére biatka RBP
sg zaangazowane w hamowanie replikacji, przemieszczania i translacji RNA wirusa, poprzez
specyficzne wigzanie si¢ do wirusowego RNA (Huh i Pack 2013). W konsekwecji, CmGRP1
moze by¢ uznane za jeden z elementow antywirusowego mechanizmu obronnego lateksu C.
majus (Nawrot 2017a). Badania te prowadzilem w ramach projektu MNiISW
0872/B/P01/2008/34 w latach 2008-2011, a opublikowatem w Plant Molecular Biology
Reporter w roku 2013, pracy bedacej czg¢scig mojego osiggnigcia habilitacyjnego (Nawrot i
in. 2013a).

Innym biatkiem wystepujacym w aktywnym biologicznie soku mlecznym oraz
ekstraktach C. majus byto bialko MLP (glowne bialko lateksu, ang. major latex protein).
MLP odkryto po raz pierwszy w lateksie maku lekarskiego (Papaver somniferum) jako grupe
bardzo licznych peptydow swoistych dla latycyferow, o nieznanej funkcji (Nessler i in. 1994).
MLP stanowig do 50% subproteomu lateksu P. somniferum, co koreluje ze wzgledng duza

iloscig tych bialek widoczng na zelach SDS-PAGE. MLP gromadzg si¢ wczesnie W rozZwoju
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latycyferow i utrzymuja si¢ do okresu ich dojrzatosci (Onoyovwe i in. 2013). Podobne wyniKi
uzyskatem dla lateksu C. majus, w ktorym MLP jest wysoce reprezentatywnym biatkiem
(Nawrot i in. 2016) i wystepuje na réznych etapach rozwoju rosliny az do dojrzewania
owocow (Nawrot i in. 2017b). Badania metoda elektroforezy 2D biatek lateksu wykazaty
duzg zawarto$¢ biatka we frakcjach o podobnych masach czgsteczkowych (okoto 30-35 kDa)
I zakresie pl (ok. 5.5-6.5), ktore zostato zidentyfikowane jako gltéwne biatko lateksu (MLP).
MLP z C. majus sktada si¢ z 147 aminokwasow o masie czasteczkowej 16,77 kDa i
teoretycznym pl 5,88, co jest zgodne z typowymi wiclkos$ciami biatek MLP z innych roslin
(Nawrot 2017a). Modelowanie 3D sekwencji aminokwasowej MLP z C. majus wykazato, ze
zawiera ono zachowawczg kieszen hydrofobowa, zdolng do wigzania innych
niskoczasteczkowych zwiazkow lateksu (Lytle i in. 2009). Analiza molekularna dokowania
potwierdzila, ze w tej kieszeni z wysokim stopniem powinowactwa moze dokowa¢ kilka
alkaloidéw benzyloizochinolinowych, co sugeruje mozliwg synergistyczna aktywnos$¢
bialek lateksu z innymi jego skladnikami (Nawrot 2017a). Ostatnie dane wskazujg, ze
funkcjonalna rola MLP jest podobna do roli biatek PR-10 (Lytle i in. 2009). Uwaza si¢, ze
biatka PR-10 biorg udziat w obronie ro$lin przed patogenami (Chadha i Das 2006), ale
sugerowano rowniez pewne ich funkcje w metabolizmie roslin (Swoboda i in. 1996;
Michalska i in. 2010). Pierwsza biochemiczng aktywno$cig zaproponowang dla biatek PR-10
byta aktywnos$¢ rybonukleolityczna, wykazana dla glownego alergenu pytku brzozy Bet v1,
ktory ma homologi¢ z biatkami PR-10 (Bufe i in. 1996). Aktywnos$¢ rybonukleazy
potwierdzono rowniez dla biatka podobnego do PR-10 z tubinu biatego (Lupinus albus)
(Bantignies i in. 2000). Zaré6wno MLP, jak i PR-10, naleza do nadrodziny Bet v1, ale
podobienstwo sekwencji migdzy nimi jest raczej niskie (<25%) (Chruszcz i in. 2013).
Ponadto, biatko CaPR-10 izolowane z papryki chili dziata jak biatko przeciwwirusowe
hamujace penetracje wirusa do komorki i/lub jego replikacje. Po inokulacji wirusa TMV-PO,
CaPR-10 jest fosforylowane i dziata jako rodzaj RNazy, ktora przecina wirusowy RNA (Park
i in. 2004). Funkcjonalna rola MLP jest zatem podobna do bialek PR-10, majac

prawdopodobny udzial w dzialaniu przeciwwirusowym lateksu C. majus (Nawrot 2017a).

Aktywnosc¢ biologiczna lateksu zmienia si¢ w trakcie rozwoju rosliny. Z tego wzgledu
kolejnym postawionym przeze mnie pytaniem badawczym byto, czy poziom zawartosci
bialek PR w lateksie C. majus zmienia si¢ takze w réznych fazach rozwoju rosliny?
Celem badan byla analiza i poréwnanie biatek zawartych w soku mlecznym C. majus na

roznych etapach rozwoju rosliny. Rozw¢j C. majus mozna podzieli¢ na kilka faz: faza I rozety
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lisciowej wiosennej, faza II poczatku kwitnienia, faza III petni kwitnienia, faza IV
dojrzewania owocu, faza V pelnej dojrzatosci oraz faza VI rozety liSciowej jesiennej
(Jakovjlevic  2013). Kluczowymi fazami, w ktorych sok mleczny glistnika
wykorzystywany jest do celow farmakologicznych sa fazy III pelni kwitnienia oraz IV
dojrzewania owocu. W tych fazach najwyzsza jest réwniez aktywno$¢ nukleolityczna
analizowana metoda zymografii. Dlatego postanowitem porowna¢ sklad biatkowy obu tych
faz. W tym celu wykonalem iloSciowa analiz¢ porownawczg biatek lateksu C. majus
zebranych w tych fazach za pomoca podej$cia proteomicznego metodg LC-MS bez uzycia
znacznika (ang. label-free approach) (8 powtorzen dla kazdej fazy — 4 biologiczne i po 2
techniczne) poprzez chemometryczng pordéwnawcza analiz¢ danych LC-MS (tzw. multiplexed
LC-MS) programem Progenesis (Non-linear Dynamics). Wyniki analizy pokazaly, ze w
lateksie zebranym w fazie IV dojrzewania owocu, w poréwnaniu z tym zebranym w
fazie 111 kwitnienia, wzrasta zawartos¢ licznych bialek, w tym PR. Z drugiej strony, w
lateksie zebranym w fazie Ill kwitnienia, dobrze reprezentowane sg biatka zwigzane z
intensywnymi procesami syntezy biatek, ich faldowania, a takze transkrypcji i aktywnego
transportu czasteczek (transportery ABC). Wobec tego wnioskuj¢, iz podczas kwitnienia i
dojrzewania owocu C. majus, w jego soku mlecznym w sposéb istotny statystycznie
zwicksza si¢ ilos¢ bialek zwigzanych z obrona rosliny przed patogenami i innymi
czynnikami stresowymi (Nawrot i in. 2017b). Badania te zapoczatkowalem podczas pobytu
w ramach stypendium z projektu ,,UAM: Unikatowy Absolwent = Mozliwosci” w grupie
badawczej biochemii stosowanej kierowanej przez PD Dr. Hansa-Petera Mocka w Leibniz
Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK) w Gatersleben w Niemczech
w roku 2012 i kontynuowalem we wspélpracy naukowej w kolejnych latach, co
zaowocowato publikacjag w Plant Physiology and Biochemistry w roku 2017, stanowigcej

czeg$¢ mojego osiagnigcia habilitacyjnego (Nawrot i in. 2017b).

Analiza danych z tych badan proteomicznych bylta trudna, gdyz brak byto informacji
dotyczacych sekwencji DNA i RNA dla C. majus. We wczesniejszych moich badaniach
identyfikacja bialek z Chelidonium majus metoda LC-ESI-MS/MS za pomocg algorytmu
MASCOT opierata si¢ na przeszukiwaniu bazy danych sekwencji NCBInr z filtrem dla ro$lin
(Viridiplantae). Pozwalato to na identyfikacj¢ biatek C. majus na podstawie podobienstwa
funkcjonalnego biatek innych roslin, jednak nie pozwalato w pelni odda¢ sktadu biatkowego
soku mlecznego i ekstraktow z C.majus. Dlatego w toku moich badan postanowitem wykonac

sekwencjonowanie de novo, sktadanie i adnotacj¢ transkryptomu C. majus za pomoca
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technologii Illumina (Nawrot i in. 2016). W tym celu izolowalem RNA z mtodej todygi C.
majus, ktory przepisano na cDNA i poddano sekwencjonowaniu przy uzyciu aparatu lllumina
HiSeq2000. Otrzymatem okoto 119 Mb surowych danych sekwencyjnych. Wsrod 34965
unikatowych sekwencji kodujacych (CDS), adnotowano 23004 z nich, ktore postuzyly do
przygotowania bazy danych CDS jako podstawy dalszych analiz protecomicznych. Baze
danych wykorzystano nastgpnie do identyfikacji bialek z lateksu i ekstraktoéw z catych roslin
C. majus stosujac tandemowa spektrometri¢ mas (LC-ESI-MS/MS). Zidentyfikowano 334
rézne bialka w soku mlecznym C. majus oraz 1155 w ekstrakcie z pedow tej ro$liny.
Ilosciowa analiza porownawcza potwierdzita, ze lateks C. majus zawiera biatka zwigzane z
odpowiedzig na stres i wytwarzanie prekursor6w metabolitow wtornych. Poréwnanie
proteomu lateksu C. majus do proteomu ekstraktu z pedu rosliny przy uzyciu narzgdzia
BiNGO (ang. biological networks gene ontology tool) (poziom ufnosci 0.05) wykazato
nadreprezentacje w soku mlecznym $ciezek metabolicznych odpowiedzi na czynniki
biotyczne, odpowiedzi na stres oraz wytwarzanie prekursoréw metabolitow. Poznanie
transkryptomu C. majus potwierdzito obecno$¢ gléwnych klas biatek lateksu oraz wskazato
na obecno$¢ wielu innych biatek, co otwiera droge do dalszych badan. Dominujacymi pod
wzgledem ilosciowym bialkami w lateksie C. majus poza glownym bialkiem lateksu
(MLP), s oksydaza polifenolowa (PPO), peroksydaza (POX), lipooksygenaza (LOX) i
enzymy odpowiedzialne za biosynteze fenylopropanoidéw i alkaloidow (Nawrot i in.
2016). Oksydaza polifenolowa moze by¢ odpowiedzialna za brazowienie lateksu po
wystawieniu na dzialanie powietrza. PPO zidentyfikowano takze w lateksie maku lekarskiego
(P. somniferum) (Decker i in. 2000), nalezacego do tej samej rodziny. Stwierdzono, ze PPO
stanowi glowny sktadnik biatka lateksu mniszka (Taraxacum spp.), a zmniejszenie jego
ekspresji w transgenicznych roslinach hamuje brazowienie i koagulacje lateksu (Wahler i in.
2009). Sugeruje to, ze proces koagulacji lateksu C. majus moze by¢ zwigzany z obecnos$cia
PPO, podobnie jak u Taraxacum spp. (Wahler i in. 2009). Podobne brazowienie
obserwowano dla lateksu C. majus po wystawieniu na dziatanie powietrza (Nawrot i in.
2016), co jest zwigzane z wlasciwos$ciami utleniajagcymi PPO. Enzym ten jest zaangazowany
w wytwarzanie reaktywnych form tlenu (ROS) i utlenianie zwigzkow fenolowych, takich jak
o-difenole i o-dichinony, odpowiedzialne za oksydacyjne brazowienie w owocach i
warzywach po ich zranieniu (Wahler i in. 2009). Badania prowadzace do poznania
transkryptomu C. majus prowadzitem we wspotpracy z naukowcami z Leibniz Institute of

Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK) w Gatersleben w Niemczech, zakonczone
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publikacja wynikow w czasopiSmie Planta w roku 2016, ktéra stanowi cz¢$¢ mojego
osiagni¢cia habilitacyjnego (Nawrot i in. 2016).

Wyniki wszystkich moich dotychczasowych badan zebratlem i przedyskutowatem w
pracy przegladowej opublikowanej w Current Protein and Peptide Science (Nawrot 2017a).
W pracy tej przedstawitem przeglad bialek obronnych z soku mlecznego C. majus w
szerszym kontekécie ich znaczenia dla aktywnos$ci lateksu, jego funkcji, aktywnosci
farmakologicznych i uzycia jako leczniczego $rodka przeciwwirusowego oraz porownatem je
z wynikami najnowszych badan nad biatkami i zwigzkami chemicznymi zawartymi w lateksie
roslin innych gatunkéw. Szczegodlng uwage zwracam na przeciwwirusowg funkcje lateksu i
udziat biatek w jej wyksztalceniu. Jest to pierwszy tego typu artykul przegladowy, ktory
szczegotowo podsumowuje zawartos¢ roznych rodzin bialek zwigzanych z patogeneza
(PR) w lateksie naturalnym i wskazuje na mozliwe ich funkcje. Analiza sekwencji z bazy
danych wykazata obecnos$¢ 12 z 17 rodzin biatek zwigzanych z patogeneza PR w soku
mlecznym C. majus: PR-2 - B-1,3-glukanazy, PR-3 —chitynazy, PR-4 — chitynazy podobne do
heveiny, PR-5 — podobne do taumatyny, PR-7 — endoproteazy, PR-9 — peroksydazy, PR-10 —
rybonukleazy, PR-11 — chitynazy klasy V, PR-14 — biatka przenoszace lipidy (LTP), PR-15 —
oksydazy szczawianu, PR-16 — biatka podobne do oksydazy szczawianu, PR-17 — stabo
poznane, o prawdopodobnej funkcji proteazy. Badania ostatnich lat wskazuja na obecnos$¢
biatek PR w lateksie roslin wielu gatunkow (Nawrot i in. 2007a, 2014, 2016, 2017b; Decker i
in. 2000; Zulak i in. 2009; Wang i in. 2013; Spano i in. 2015; Sytwala i in. 2015; Freitas i in.
2016). Jak wynika z definicji, ekspresja bialek PR jest indukowana podczas infekcji
patogena, jednak w przypadku lateksu jest inaczej — bialka PR zawarte w nim sa
produkowane w sposob konstytutywny, co miedzy innymi powoduje, Ze lateks nalezy do
konstytutywnego systemu obrony przeciw patogenom i roslinozercom (Wittstock i
Gershenzon 2002; Konno 2011; Souza i in. 2011; Nawrot i in. 20073, 2016).

Konwergentna ewolucja lateksu u wielu réznych roslin odleglych filogenetycznie
sugeruje podobne korzysci wynikajace z wyksztalcenia systemu obronnego zwigzanego z
lateksem (Konno 2011). Glowng zaleta systemu jest szybko$¢ odpowiedzi. Lateks zawiera
wysoce stezone substancje obronne rozprowadzone poprzez system latycyferow w catej
ro$linie. W zwiazku z tym natychmiast po uszkodzeniu komorek przez aparat gryzacy owada
jest on wydzielany w miejscu uszkodzenia, dzigki czemu mozliwy jest natychmiastowy
transport substancji obronnych do doktadnego miejsca ataku roslinozercy. W takim sensie
obrona w lateksie jest podobna do indukowalnych systemow obronnych, lecz obejmuje

ona wstepnie przygotowana (konstytutywna) obrone, wiec system jest gotowy do
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dzialania juz w ciggu kilku sekund od zdarzenia. Jest t0 znacznie szybsze niz w przypadku
indukowanej obrony, w ktorej mijaja co najmniej godziny lub dni zanim stgzenia substancji

obronnych wzrosng do dostatecznych poziomoéow (Karban i Kuc 1999; Konno 2011).

W pracy pogrupowalem rodzaje biatek wystepujagce w soku mlecznym glistnika
zgodnie z ich wlasciwosciami biologicznymi. I tak do bialek majgcych aktywnos$¢ przeciw
ros$linozercom nalezag oksydaza polifenolowa (PPO), chitynaza typu heveiny (PR-4),
lipooksygenaza (LOX). Wiele biatek bierze udziat w wytwarzaniu wolnych rodnikow w
odpowiedzi na atak patogena, ale takze przeciwnie — dziatajac antyoksydacyjnie — nalezg tu
peroksydaza (PR-9), oksydazy szczawianowe (germiny — PR-15), bialka podobne do
oksydazy szczawianowej (germino-podobne — PR-16), dysmutaza ponadtlenkowa (Cu/ZN-
SOD). Do bialek potencjalnie przeciwwirusowych w soku mlecznym mozna zaliczyé
glowne bialko lateksu (MLP) nalezace wraz z bialkami PR-10 o aktywnosci
rybonukleazy do nadrodziny Bet vl1, a takze bialko bogate w glicyne wigzace RNA
(GRP). Wiele bialek bierze udzial w degradowaniu $cian komérkowych bakterii 1 grzybow —
naleza tu B-1,3-glukanazy (PR-2), rézne klasy chitynaz (PR-3, PR-4, PR-11), biatka podobne
do taumatyny (PR-5), endoproteazy (PR-7) oraz bialko przenoszace lipidy (PR-14). W
lateksie obecne sa takze biatka zwigzane z ogdélng odpowiedzig na czynniki stresowe, np.
biatka bogate w powtdrzenia leucynowe (LRRs), biatka ,,dirigent-like”, biatka 14-3-3, czy tez
transportery ABC (ang. ATP-binding casette transporter) pozwalajace na przemieszczanie
zwigzkow niskoczasteczkowych przez btony.

W oparciu o wyniki badan wlasnych i dane literaturowe w pracy przegladowej
zaproponowalem model odpowiedzi przeciwwirusowej lateksu C. majus. Warunkiem
wstepnym zakazenia ro$liny przez wirusa jest uszkodzenie mechaniczne jej S$cian
komorkowych (Mandadi i Scholthof 2013). Jednym z mozliwych sposobow jest dziatanie
roslinozercow, ktore nagryzaja rosling 1 uszkadzaja jej komorki. Lateks wyplywa
natychmiast po uszkodzeniu rosliny, a ze wzgledu na swoja lepkos$¢ 1 krzepliwos$¢, w
zaleznoS$ci od wielkos$ci roslinozercy, moze skleja¢ jego aparat gebowy lub stanowi¢ putapke
dla catego owada, uniemozliwiajac dalsze uszkadzanie rosliny (Konno 2011). Na przyktad
kauczuk trojesciowatych (Asclepiadaceae) jest toksyczny dla owadoéw roslinozernych,
poniewaz jego lepko$¢ ogranicza ruch ich aparatéw gebowych (Dussourd i Eisner, 1987).
Mechanizm krzepnigcia lateksu jest rozny u roslin z réznych taksondow. Biorgc pod uwage
zawartos$¢ biatek PPO i LOX w lateksie C. majus, mozna dla niego zaproponowa¢ podobny

mechanizm krzepnigcia jak w przypadku Taraxacum spp., czyli zalezny od PPO (Nawrot 1 in.,
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2016; Wahler i in., 2009). Dlatego tez PPO i LOX mogg tworzy¢ pierwsza lini¢

bezposredniej reakcji obronnej zwigzanej z lateksem C. majus.

Uszkodzeniu $ciany komoérkowej czgsto towarzyszy tzw. wybuch oksydacyjny (Wojtaszek
1997), w ktorym biorg udzial uczestniczg biatka zaliczane do drugiej linii reakcji obronnej,
czyli biatka 0 witasciwo$ciach oksydacyjnych, takie jak peroksydaza (POX) i lipooksygenaza
(LOX), obficie wystepujace W lateksie C. majus (Nawrot i in. 2007a; 2016). Peroksydazy
maja zdolno$¢ generowania H,O, w odpowiedzi na atak patogena, zwany wybuchem

oksydacyjnym (Nawrot i in. 2007a; O'Brien i in. 2012).

Trzecia linia obrony zwigzana jest z aktywnoscia przeciwwirusowg konstytutywnych biatek
wigzacych kwasy nukleinowe, takich jak MLP i GRP (Nawrot i in. 2013; 2016; 2017b). Maja
one aktywnos$ci rybonukleazy i deoksyrybonukleazy, dlatego moga bra¢ udzial w trawieniu
wirusowego RNA wigkszosci wirusow roslinnych (Huh i Pack 2013) oraz by¢ moze takze
wiruséw zwierzecych typu DNA lub tez dziata¢ inaczej wykorzystujac dotad niepoznane
mechanizmy. W przypadku przedostania si¢ wirusa przez pierwsza i druga lini¢ obrony,
w wyplywajacym lateksie gotowe sa do dzialania bialka o aktywnoSci przeciwwirusowej,
skutecznie hamujac dalszy przebieg infekcji. Aktywnos$¢ przeciwwirusowa soku mlecznego
i ekstraktow z C. majus przeciwko wirusom ludzkim (np. HPV, HSV-1, HIV) jest dobrze
znana (Etxenagusia i in. 2000; Monavari i in. 2012; Gerencer i in. 2006) i wykorzystywana w
tradycyjnej medycynie ludowej do usuwania brodawek i kurzajek na skorze (Etxenagusia i in.
2000). Prawdopodobnie dzieki tym aktywnos$ciom C. majus jest w wysokim stopniu odporny
na rézne choroby, gléwnie o podlozu wirusowym. Dlatego tez dostgpnych jest bardzo
niewiele informacji literaturowych na temat zakazen C. majus wirusami ro$linnymi
(Pospieszny i in. 2004). Jedynym wirusem ros$linnym, dla ktorego wykazano zakazenie C.
majus w jego naturalnym $rodowisku jest wirus mozaiki ogorka (CMV), wywolujacy w
zakazonej roslinie fagodne objawy w postaci niewielkich plamek na liciach (Bréak 1979) lub
nie powodujac zadnych widocznych objawow choroby (Pospieszny i in. 2004; Hrzenjak i in.
1999). Podobnie informacje dla innych roslin z rodziny makowatych, np. dla maku
lekarskiego (P. somniferum) potwierdzaja wysoka odpornos¢ roslin wytwarzajacych lateks na
zakazenia wirusowe, chociaz dostgpne sa dane historyczne na temat zakazenia monokultur

maku wirusami wywotujagcymi mozaiki (Tang i in. 2016; Srivastava i in. 2016; Kapoor 1995).

Podsumowujac wyniki moich badan przedstawione w monotematycznym cyklu prac,
uwazam, ze uzyskane przez mnie wyniki zwracajag uwage na wazng role biatek w systemie

obronnym lateksu przed atakiem patogena. W pracach tych: 1) scharakteryzowatem proteom
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lateksu C. majus, 2) poznatem sekwencje kodujace i struktury najwazniejszych biatek lateksu,
3) wskazatem na wazng rolg bialek PR w systemie obronnym lateksu, 4) wykazatem, ze ilo$¢
bialek zwigzanych z obrong rosliny przed patogenami w soku mlecznym C. majus zwigksza
si¢ podczas kwitnienia i dojrzewania owocu, 5) opracowatem transkryptom C. majus, ktory
stanowi narzedzie do dalszych badan nad innymi biatkami lateksu, 6) zaproponowatem model

prawdopodobnej odpowiedzi przeciwwirusowej lateksu C. majus.

Obrona w lateksie jest podobna do indukowanych systemoéw obronnych, lecz
obejmuje ona wstgpnie przygotowany (konstytutywny) mechanizm obronny. System jest
gotowy do dziatania juz w ciaggu kilku sekund od zdarzenia, co zwigzane jest z turgorem

latycyferow, lepkoscia lateksu oraz zawarto$cig w nim zwigzkéw obronnych.

Wyniki uzyskane przeze mnie zblizaja nas do lepszego zrozumienia
funkcjonowania lateksu oraz roli bialek w nim wystepujacych. Wyniki te wskazuja na
wazng role bialek w lateksie poza wczesniej zidentyfikowanymi w nim zwigzkami, co

moze mie¢ takze potencjal aplikacyjny.

Przeprowadzone wstgpne badania metoda dokowania in silico kilku alkaloidow
benzylizochinolinowych do modeli biatek GRP i MLP, przy wykorzystaniu metod
bioinformatycznych wykazalo, ze badane biatka moga mie¢ miejsca aktywne do wigzania
tych zwigzkoéw. Sugeruje to mozliwg role dla niektorych z bialek obronnych jako
transporterow zwiazkow niskoczgsteczkowych w ro§linie. Dlatego w nastgpnych moich
pracach chcialbym skupi¢ si¢ na dalszym wyjasnianiu roli bialek w mechanizmach
obronnych, biorac pod uwage fakt, iz zwiazki niskoczasteczkowe obecne w lateksie moga

dziala¢ synergistycznie z biatkami.

Poznanie struktury i funkcji bialek obronnych C. majus jest wazne ze wzgledu na
mozliwosci aplikacyjne, np. w transgenizacji roslin czy farmakologii. Wyniki moich badan
moga mie¢ wplyw na wykorzystanie preparatéw z glistnika w farmakologii poprzez
zmiang sposobu postepowania z badan nad pojedynczymi zwigzkami w Kierunku badan nad
kompozycjami zwigzkéw oraz pozwolag na lepsze zrozumienie mechanizmu dziatania
przeciwwirusowego, przeciwbakteryjnego i cytotoksycznego ekstraktow i preparatow z
Chelidonium majus, co jest niezbedne dla wykorzystania ekstraktow z tej rosliny w celach

farmakologicznych.

17



5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

A. Dane bibliometryczne (stan na dzien 7.05.2017 r.)

Sumaryczny ,,impact factor” dotychczasowych publikacji IF = 35,062, MNiSW= 462
pkt.

Laczna liczba cytowan = 115

L.aczna liczba cytowan bez autocytowan = 96

Indeks-H = 6

(wg bazy Web of Science Core Collection, sprawdzono dnia 7.05.2017 r.)

Jestem autorem lub wspdtautorem 37 publikacji naukowych oraz 51 doniesien
prezentowanych na konferencjach krajowych i miedzynarodowych. 25 publikacji to

oryginalne prace tworcze (w tym 21 publikacji jako pierwszy (lub drugi) autor).

B. Tematyka pozostalych prac badawczych

1) Po uzyskaniu stopnia doktora

Glowny nurt mojej pracy badawczej przed i po uzyskaniu stopnia doktora, poza
badaniami przedstawionymi w osiagnigciu habilitacyjnym, dotyczyt analizy wtasciwosci
farmakologicznych 1 cytotoksycznych biatek izolowanych z glistnika jaskotcze ziele
(Chelidonium majus), ale takze ze spokrewnionej rosliny z tej samej rodziny makowatych —
kokoryczy pustej (Corydalis cava). Ro$liny petnig wazng rolg we wspolczesnej farmakologii i
stanowig cenne zrodto licznych czasteczek terapeutycznych stosowanych w leczeniu wielu
chorob, w tym nowotwordéw. Stosowanie ich ogranicza toksycznos$¢ roslinnych produktow
naturalnych oraz stabo poznany mechanizm molekularny ich dziatania. Przeprowadzone
badania wykazaty, ze wigzace si¢ z kolumng heparynowa frakcje biatek z soku mlecznego C.
majus o aktywnosciach nukleolitycznych hamuja proliferacje komoérek nowotworowych
linii HeLLa w zaleznosci od dawki bialka, co moze mie¢ znaczenie w wykorzystaniu
ekstraktow roslinnych w lecznictwie. Wyniki te opisane sg w publikacji w Folia
Histochemica et Cytobiologica w roku 2008 (Nawrot i in. 2008). W 2009 roku
realizowalem grant miedzyuczelniany UAM-UM-UP ,Wplyw ekstraktow biatkowych z

Corydalis cava na komoérki w hodowlach in vitro”. Celem badan bylo sprawdzenie, czy
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aktywnos$¢ biologiczna ekstraktow z bulw C. cava zalezy od znajdujacych si¢ w nich biatek.
Wyniki badan opublikowane w BMC Complementary and Alternative Medicine w roku
2010 wykazaty, iz hamujacy efekt jaki wywieraly badane biatka w stosunku do komérek linii
HeLa jest zalezny od zwigkszajacego si¢ ich stezenia (Nawrot i in. 2010a). Ponadto
sugerowaly, ze testowane frakcje biatkowe moga zawiera¢ pewne ilosci powigzanych z nimi
zwigzkow niskoczasteczkowych, gtownie alkaloidéow. Dlatego w 2011 roku nawigzatem
kontakt i wspolprace naukowg z Zakladem Farmakologii Instytutu Farmaceutycznego w
Warszawie. Zaowocowato to zlozeniem i uzyskaniem finansowania dla projektu NCN
2011/03/B/NZ9/01335 (2012-2016) pt. ,Badania wlasciwosci farmakologicznych
skladnikéw soku mlecznego i ekstraktow z glistnika jaskélcze ziele (Chelidonium majus
L.)”. Celem projektu bylo poznanie mechanizmow aktywnosci farmakologicznej ekstraktow
izolowanych z glistnika jaskotcze ziele (Chelidonium majus L.). W ramach projektu
prowadzitem frakcjonowanie biatek z soku mlecznego i ekstraktow C. majus na kolumnie
heparynowej metoda chromatografii powinowactwa. We frakcjach wiazacych si¢ z kolumng
identyfikowalem biatka oraz alkaloidy metodami spektrometrii mas. Okazato si¢, ze biatkiem
wigzacym si¢ z kolumng bylo biatko MLP, a wspélwystepowalo z nim kilka alkaloidow
benzylizochinolinowych, ktére w duzej mierze usuwane sg z kolumny na wczesnym etapie
wymywania (tzw. flow-through). Sugeruje to potencjalny zwiazek pomigdzy biatkiem a
alkaloidami w poszczegolnych frakcjach. Sugestie te¢ zdaja si¢ potwierdza¢ wstepne wyniki
dokowania molekularnego in silico, ktore wskazaty na wysoka wydajno§¢ dokowania w
kieszeni hydrofobowej biatka MLP z C. majus trzech alkaloidow: berberyny, 8-
hydroksychelerytryny i dihydroberberyny.

Obnizenie zywotnos$ci komérek linii nowotworowych HelLa i C33A inkubowanych z
frakcjami wzbogaconymi w bialka nukleolityczne (gléwnie MLP) i alkaloidy moze
sugerowaé, ze niskoczasteczkowe zwiazki lateksu moga dziala¢ synergistycznie z
bialkami. Ponadto dla wybranych frakcji obserwuje si¢ wyzsza cytotoksycznos¢ dla linii
nowotworowych niz dla kontrolnej linii fibroblastéw, co ma duze znaczenie dla
potencjalnego wykorzystania tego rodzaju zwiazkow roslinnych w terapii

antynowotworowej. Wyniki tych badan s3 obecnie przygotowywane do publikacji.

Rownolegle do badan zwigzanych z okresleniem wtasciwos$ci cytotoksycznych bialek i
ekstraktow z C. majus i C. cava, prowadzilem badania nad izolacja i charakterystyka
poszczegolnych biatek wchodzacych w sklad ich ekstraktow. 1 tak oprocz projektu
dotyczacego poznania struktury bialek GRP i1 PR-10 (grant wiasny MNISW nr
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0872/B/P01/2008/34, 2008-2011), ktérego wyniki opublikowalem w pracy bedacej czeScig
mojego osiggni¢cia habilitacyjnego (Nawrot i in. 2013a), realizowalem takze projekt
badawczy pt. ,Badania nad wlasciwosciami bialek obronnych taumatyno-
podobnych/osmotyn (PR-5)” izolowanych z bulw kokoryczy pustej (Corydalis cava)
(Grant wiasny MNiSW, nr projektu: 8074/B/P01/2011/40, 14.06.2011-13.06.2014), majacy
na celu analiz¢ struktury i funkcji biatek taumatyno-podobnych/osmotyn (PR-5) o
wlasciwos$ciach obronnych znajdujacych si¢ w bulwach Corydalis cava. W ramach badan
zidentyfikowalem sekwencje nukleotydowa o dtugosci 678 pz, zarejestrowang w bazie NCBI
GenBank pod numerem KJ513303, kodujagca nowy polipeptyd zbudowany z 225
aminokwasow, zarejestrowany w bazie NCBI Protein pod numerem AJE25829. Nowe biatko
nazwane zostatlo CcTLP1 (Corydalis cava Thaumatin-like protein 1), a jego masa
czasteczkowa wynosi ok. 24 kDa (24234 Da). CcTLP1 wykazuje wysoka identycznos¢
sekwencji z sekwencja aminokwasowag biatka PR-5 (osmotyny) VVTL1 z Vitis vinifera
(AAB61590) (poziom identycznosci sekwencji 77.62%). Sekwencja ta pokrywa w calosci
wysoce zachowawczy rejon stanowigcy domene GH64-TLP-SF (cd08961) i domene TLP
(cd09215) biatek taumatyno-podobnych o aktywnos$ciach przeciwgrzybowych (m.in. beta-
glukanazy).

W ramach badan dotyczacych izolacji i poznania struktury biatek z lateksu C. majus,
prowadzitem badania nad bialkiem przenoszacym lipidy (LTP, nalezace do PR-14).
Zakonczyly si¢ one przygotowaniem zgloszenia patentowego nr WP150/112/1/14 z dnia
21.05.2014 r. na otrzymywanie biatka LTP pt. ,,Aktywne biologicznie biatko CmLTP 9,5
oraz jego zastosowanie”, autorstwa Gozdzicka-Jozefiak A., Nawrot R., Kuzma D.
Przedmiotem wynalazku jest aktywne biologicznie biatko Chelidonium majus CmLTP 9,5
typu nsLTP (non-specific lipid transfer protein) izolowane z rosliny Chelidonium majus i jego
zastosowanie przeciwbakteryjne, a takze jego zastosowanie jako $rodka bakteriobodjczego i
bakteriostatycznego, w szczegdlnosci wzgledem szczepdw bakterii Gram dodatnich (Bacillus
sp.) i Gram ujemnych (Enterobacteriaceae, np. E. coli TG1). Wynikiem badan jest rOwniez
praca, ktora jest aktualnie w recenzji: Nawrot R., Jozefiak D., Sip A., Kuzma D., Musidlak O.,
Gozdzicka-Jozefiak A. Isolation and characterization of a novel non-specific lipid transfer
protein (nsLTP) from Chelidonium majus L. latex.

Efektem wspotpracy naukowej z grupg Prof. dr W. Schulze zawigzanej podczas
miesiecznego stazu w ramach stypendium DAAD w lipcu 2010 roku oprocz publikacji
wchodzacej w sklad osiagnigcia naukowego (Nawrot i in. 2014a) byta rowniez techniczna

praca proteomiczna opublikowana w Journal of Proteomics w 2013 roku pt. ,,Incorrectly
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annotated keratin derived peptide sequences lead to misleading MS/MS data interpretation”
(Nawrot i in. 2013b) wskazujaca jak wazna jest odpowiednia adnotacja sekwencji
umieszczanych w publicznych bazach danych. W pracy tej zwracam uwagg, iz wprowadzenie
btednych danych do bazy moze w konsekwencji prowadzi¢ do powaznych bledow w
interpretacji wynikéw identyfikacji biatek metodg spektrometrii mas (MS/MS).

Osobnym nurtem badawczym byly prace prowadzone we wspotpracy z Prof. dr hab.
med. B. M¢czekalskim, kierownikiem Katedry Endokrynologii Ginekologicznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu w ramach grantow MNiSW i NCN, zwigzane z badaniem
czynnikéw mogacych mie¢ zwigzek z niepoznang jak dotad etiologia zespotu policystycznych
jajnikow (PCOS) u kobiet w wieku rozrodczym. Prace te zaowocowaly publikacja w Journal
of Endocrinological Investigation w roku 2015 (Meczekalski i in. 2015).

W moim pozostatym dorobku podoktorskim, oprécz prac eksperymentalnych,
znajduja si¢ rowniez prace przegladowe (Musidlak i in. 2014) i rozdziaty w monografiach
(Gozdzicka-Jozefiak i Nawrot 2014) opisujace wirusy onkogenne oraz mechanizmy obronne
ro$lin. Prace przegladowe dotycza popularnego nurtu badan nad biatkami i peptydami
aktywnymi biologicznie. | tak jedng z moich najlepiej cytowanych prac jest praca
przegladowa omawiajaca grupy biatek przeciwbakteryjnych u roslin, zwanych peptydami
AMP (ang. antimicrobial peptides) (Nawrot i in. 2014b). W innej pracy opisujemy wraz ze
wspoétautorami tzw. peptydy penetrujace komorke (CPP — ang. cell penetrating peptides),
ktére umozliwiaja transport do wnetrza komorki wielu zwigzkow niskoczasteczkowych 1
farmaceutykow (Durzynska i in. 2015).

W trakcie mojej kariery naukowej uczestniczylem w realizacji kilkunastu grantow
badawczych MNiSW, NCN i miedzyuczelnianych (Zalacznik 4), zaréwno w charakterze
kierownika i gldownego wykonawcy (7 projektow), jak i wykonawcy poszczegdlnych zadan
badawczych (8 projektow). W tym drugim przypadku moim zadaniem byta najczeSciej
analiza proteomiczna, np. projekt NCN z Instytutem Ochrony Roslin czy tez z Instytutem
Widkien Naturalnych 1 Roslin Zielarskich w Poznaniu. Aktualnie jestem rowniez
opiekunem grantu NCN Preludium nr 2016/21/N/NZ6/00997, ktérego kierownikiem jest
doktorant z Zakladu Wirusologii Molekularnej mgr Oskar Musidlak.

Warto podkresli¢, ze moje osiaggnigcia naukowe byly kilkukrotnie nagradzane
nagrodami zespolowymi II i III stopnia Rektora UAM (w latach 2008, 2011, 2014, 2015),
stypendium mtodego doktora (UAM: Unikatowy Absolwent = Mozliwosci) w roku 2011 oraz
stypendium habilitacyjnym (2012-2013). Ponadto w roku 2015 praca magisterska w jezyku
angielskim Pani mgr Katarzyny Dolaty pt. ,,Aktywno$¢ cytotoksyczna biatek izolowanych z
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glistnika jaskotcze ziele (Chelidonium majus L.) w stosunku do komorek raka szyjki macicy
HeLa” wykonana pod moim kierunkiem w latach 2013-2014, zostata nagrodzona w XI
edycji Konkursu o Nagrode Miasta Poznania za wyrdzniajacg si¢ prac¢ magisterska.
Bardzo waznym momentem mojej kariery byt 2-miesieczny pobyt na Uniwersytecie
Kalifornijskim w Berkeley, USA, w ramach programu stazowo-szkoleniowego MNiSW pt.
» 1 OP 500 Innovators” jesienig 2015 roku. Celem programu bylo zapoznanie uczestnikéw z
procesem komercjalizacji wiedzy w szeroko pojetej Dolinie Krzemowej. Poprzez poznanie
podwalin sukcesu tego obszaru w dziedzinie nauki oraz analizy jego przyczyn, staraliSmy si¢
wyciaggna¢ lekcje dla Polski, w obecnym momencie spoleczno-gospodarczym. Efektem
wyjazdu jest szeroka sie¢ kontaktow w catej Polsce, a takze USA oraz pomysty dotyczace
mojej dalszej kariery naukowej zwigzanej z mozliwoscig komercjalizacji wynikow badan

naukowych.

2) Przed uzyskaniem stopnia doktora

W latach 2001-2002 w ramach badan do pracy magisterskiej pt. ,,Charakterystyka
wybranych bialek wirusa brodawczaka (HPV16) otrzymanych w systemie prokariotycznym i
eukariotycznym” prowadzilem badania pod kierunkiem Prof. dr hab. Anny Gozdzickie;j-
Jozefiak we wspotpracy z Katedrg Ginekologii Onkologicznej Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu nad bialkami wirusa brodawczaka HPV16 i jego
roli w procesie nowotworowym szyjki macicy. W szczegodlno$ci zajmowatem si¢
nadekspresja biatka E6 HPV16, a nastepnie jego oczyszczaniem w warunkach natywnych za
pomoca chromatografii powinowactwa. Celem tych prac bylo uzyskanie testu, taniego,
szybkiego i prostego, umozliwiajacego identyfikacj¢ przeciwciat anty-E6 w surowicy kobiet
chorych na raka szyjki macicy (0 réoznym stopniu zaawansowania) HPV dodatnich oraz po
szczepieniu przeciw HPV. Powszechnie stosowany immunologiczny test ELISA, dzigki moim
wynikom badan, moze zosta¢ wykorzystany do identyfikacji stopnia zaawansowania raka
szyjki macicy oraz do oceny stopnia remisji choroby nowotworowej po leczeniu. Taki test
jest stosowany w Katedrze Ginekologii Onkologicznej UM w Poznaniu. Badania te zostaty
opublikowane w European Journal of Gynaecological Oncology w roku 2006 (Kedzia i in.
2006).

Na szczegblng uwage zastluguje fakt, iz konczac studia na kierunku biotechnologia

Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, zostatem laureatem prestizowego VI
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Konkursu o Nagrode Procter & Gamble Polska dla Najlepszych Absolwentow Uczelni
Wyzszych w roku akademickim 2002/2003 (Warszawa, 24.09.2003 r.), a takze otrzymatem
medal Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza ,,za wybitne osiagniecia w nauce i
wyrozniajacy udzial w zyciu Uniwersytetu”, Poznan, 1.10.2003 r.

Rozpoczynajgc Studium Doktoranckie na Wydziale Biologii UAM w Poznaniu w
pazdzierniku 2003 odbytem miesieczny staz w ramach polsko-francuskiego projektu
POLONIUM w laboratorium Prof. Dr Thomas Haertle w Institut National de la Recherche
Agronomique (INRA) w Nantes we Francji, gdzie zapoznalem si¢ z metodami badania

aktywnosci przeciwbakteryjnych.

Moje badania do pracy doktorskiej dotyczyty charakterystyki nukleaz izolowanych z
soku mlecznego C. majus i byly realizowane w ramach kilku projektow: KBN, grantu
Dziekana Wydzialu Biologii UAM oraz grantu migdzyuczelnianego UAM/AR. Celem tego
ostatniego pt. ,,Ekstrakcja biatek z soku mlecznego Chelidonium majus L. w wodnych
uktadach dwufazowych” bylo opracowanie nowej metody pozyskiwania biatek z soku
mlecznego Chelidonium majus na wigksza skale przy pomocy ekstrakcji w wodnych uktadach
dwufazowych. Wyniki badan zostalty opublikowane (Bialas i in. 2007) i stuza do
otrzymywania ekstraktow ro$linnych o zwigkszonej zawartosci aktywnych biologicznie
biatek. Glowne wyniki mojej pracy doktorskiej wykazaly, ze aktywnos$¢ biologiczna soku
mlecznego z C. majus moze by¢ zwigzana z zawarto$ciag w nim biatek o aktywnosci
nukleolitycznej oraz innych towarzyszacych im biatlek. Wyniki te opublikowatem w
czasopismach Phytochemistry oraz Fitoterapia w roku 2007 (Nawrot i in. 2007a, b). Za
przedterminowa obron¢ pracy doktorskiej otrzymatem Nagrode Rektorskg w lipcu 2007 r.

Rownolegle z moimi badaniami do pracy doktorskiej realizowatem grant wiasny
MNIil, nr projektu: 2POSE 128 29, dotyczacy identyfikacji bakterii z rodzaju Leptotrichia w
wymazach z pochwy i szyjki macicy kobiet. Celem projektu byta identyfikacja i ocena
czestosci wystepowania bakterii z rodzaju Leptotrichia w wymazach z pochwy i szyjki
macicy kobiet zainfekowanych ludzkim wirusem brodawczaka, HPV dodatnich i HPV
negatywnych. Wynikiem badan bylo wykrycie wspoétzaleznosci infekcji L. amnionii z
rozwojem raka szyjki macicy, jednakze bez widocznej korelacji miedzy zakazeniami bakterig
L. amnionii a wirusem HPV. Wyniki te zostaly opublikowane w European Journal of

Gynaecological Oncology w roku 2010 (Nawrot i in. 2010Db).
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