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1. Imie i nazwisko: Ewa Sobieszczuk-Nowicka

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:

2000-2005 Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Doktor nauk biologicznych, w zakresie biologii — fizjologia roslin, Wydziat Biologii

Prace doktorska zrealizowatam pod kierunkiem Prof. Jolanty Legockiej w Zaktadzie Fizjologii
Roslin Wydziatu Biologii UAM w Poznaniu. Temat pracy: ,,Udzial poliamin w przyspieszanym

przez cytokining procesie roznicowania si¢ chloroplastow w liScieniach ogérka” (2005).

1995-2000 Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Magister biotechnologii, absolwentka Wydziatu Biologii.

Prace magisterska zrealizowatam pod kierunkiem Prof. Andrzeja Legockiego w Zaktadzie Biologii
Molekularnej Roslin Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Temat pracy:
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Manager turystyki i hotelarstwa, studia podyplomowe z zakresu Organizacji i Zarzadzania

Podmiotami Gospodarki Turystycznej 1 Hotelarstwa, Wydziat Turystyki.

Prac¢ dyplomowg zrealizowatam pod kierunkiem dr hab. Beaty Raszki w katedrze Planowania
Przestrzennego, Wydzialu Turystyki AWF w Poznaniu. Temat pracy: ,,Wielkopolski Park
Narodowy jako obiekt uzytkowania turystycznego” (2001).

1998- 2000 Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznan

Studium Pedagogiczne, specjalno$¢: nauczanie biologii, Wydzial Biologii

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Adiunkt w Zaktadzie Fizjologii Roslin Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w

Poznaniu
— umowa na czas okreslony od 01.10.2005 do 31.08.2011
— mianowanie na czas okreslony od 01.10.2011 do 31.08.2017
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4. Wykazanie 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. nr

65, poz. 595 ze zm.):

A) Tytut osiggniecia naukowego

Funkcje poliamin w indukowanym ciemnoscia starzeniu liSci jeczmienia

B) Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego

IF zgodny z rokiem opublikowani; punkty MNiSW (wg wykazu z dn. 23 stycznia 2017 r.)

1. E. Sobieszczuk-Nowicka, P. Wieczorek, J. Legocka*. Kinetin affects the level of chloroplast
polyamines and transglutaminase activity during senescence of barley leaves. Acta Biochim.

Pol. 56: 255-259 (2009). IF2009 1,262; punkty MNiSW 15

2. E. Sobieszczuk-Nowicka*!, J. Legocka. Plastid-associated polyamines: their role in
differentiation, structure, functioning, stress response and senescence. Plant Biol. 16(2):297-

305 (2014). TF2014 2,633; punkty MNiSW 35

3. E. Sobieszczuk-Nowicka*, A. Zmienko, A. Samelak-Czajka, M. Lukacz, M. Pietrowska-
Borek, R. Iorio, S. Del Duca, M. Figlerowicz, J. Legocka. Dark-induced senescence of barley
leaves involves activation of plastid transglutaminase. Amino Acids 47:825-838 (2015). IF201s

3,196; punkty MNiSW 30

4. E. Sobieszczuk-Nowicka*, S. Kubala, A. Zmienko, A. Matecka, J. Legocka. From
accumulation to degradation: reprogramming polyamine metabolism facilitates dark-induced
senescence in barley leaf cells. Front. Plant Sci. 6:1198.doi: 10.3389/fpls.2015.01198 (2016).
IF2015 4,495; punkty MNiSW 40

5. E. Sobieszczuk-Nowicka®*. Polyamine catabolism adds fuel to leaf senescence. Amino Acids

49:49-56 (2017). IF2015 3,196; punkty MNiSW 30

Sumarycznie: IF = 14,782; punkty MNiSW = 150

1 *autor korespondencyjny
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C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

WPROWADZENIE

Starzenie ro$lin jest uporzadkowanym, zaleznym od energii oraz, wedlug hipotezy
deterministycznej, genetycznie zaprogramowanym procesem. Moze by¢ ono wynikiem realizowania
programu rozwojowego (np. przekwitanie kwiatow, starzenie si¢ lisci jesienig) jak i indukowane
dziataniem czynnikéw Srodowiskowych takich jak ciemno$¢, niedob6r substancji odzywczych, susza
(Kopcewicz 2012). Podczas tego procesu zasoby wegla i azotu w postaci prostych zwigzkow
chemicznych zostaja przetransportowane z obumierajgcych organéw do mtodszych czesci rosliny gdzie
moga by¢ ponownie wykorzystane (Buchannan-Wollaston 1 in. 2003, Gregersen i in. 2008). Starzenie
moze dotyczy¢ catej rosliny i przejawia si¢ przede wszystkim zahamowaniem wzrostu korzenia i pedu,
zmniejszeniem zdolno$ci pobierania wody i soli mineralnych przez korzen, a takze transportowania
asymilatéw 1 hormonéw. Ponadto u roslin obserwuje si¢ utrat¢ wrazliwosci fotoperiodycznej. Zanim
jednak dojdzie do $mierci catej ro§liny starzeniu i obumieraniu podlegaja poszczegélne jej organy.
W literaturze najwigcej uwagi poswigca si¢ obserwacji tego procesu w odniesieniu do lisci, zaréwno
tych izolowanych, jak i pozostajacych na ro$linach, u ktérych starzenie w duzej mierze zalezy od
korelacyjnej kontroli ze strony innych organéw (Kopcewicz 2012).
Sam proces starzenia liSci podzielony zostal na trzy fazy: inicjacji, polegajacej na indukcji programu
starzenia, degradacji oraz terminacji, w ktorej dochodzi do obumarcia komdrek i odciecia liScia
(Yoshidaiin. 2002). W stadium inicjacji ma miejsce zmiana profilu ekspresji genéw. Represji podlegaja
miedzy innymi geny kodujace biatka zaangazowane w prawidlowy przebieg fotosyntezy. Nalezg one
do tak zwanych genéw SDG (z ang. Senescence Downregulated Genes). Duza role
w zrozumieniu mechanizmdw starzenia odegrato jednak zidentyfikowanie i scharakteryzowanie genéw,
ktérych ekspresja wzrasta w poczatkowych fazach starzenia. Sa to geny SAG (z ang. Senescence
Associated Genes) (Quirino i in. 2000). Produkty ich ekspresji petnig réznorodne funkcje: uczestnicza
w degradacji bialek (proteazy cysteinowe) i lipidow (lipazy, gtéwnie fosfolipaza D), mobilizacji azotu
(aminotransferazy) oraz wegla (liaza izocytrynianowa, syntaza jablczanowa), transporcie, a takze
biosyntezie fitohormonéw (Buchannan-Wollaston i in. 2003). Pierwszym zewnetrznym symptomem
swiadczacym o postepujacych procesach starzeniowych w obrebie liscia jest jego zotknigcie
spowodowane utrata chlorofilu i ujawnieniem obecno$ci pozostatych barwnikéow (migdzy innymi
karotendw i ksantofili). W obrebie komorek zachodza istotne zmiany ultrastrukturalne takie jak: zanik
cytoszkieletu, fragmentacja siateczki S$rédplazmatycznej czy degradacja rybosoméw. W jadrze
widoczna jest kondensacja chromatyny, ktora poprzedza fragmentacja jadrowego DNA. Uszkodzenia
chromatyny sa nieprzypadkowe i zachodza pomig¢dzy nukleosomami jako wynik aktywnos$ci
specyficznych nukleaz (Simeonova i Mostowska 2001). Poziom oraz aktywno$¢ enzymoéw

hydrolitycznych (np. proteaz, endonukleaz, kwasnych fosfataz) wzrasta w komdrce wraz
4
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z zaawansowaniem procesu. Enzymy te zaangazowane sg w rozktad makromolekul do prostych
zwigzkow cukrowcowych, aminokwaséw, zwigzkéw mineralnych i jonéw, ktére w dalszej kolejnosci
transportowane sg do aktywnych metabolicznie czgsci rosliny (Simeonowa i Mostowska 2001). Enzymy
hydrolityczne moga by¢ czesciowo deponowane w wakuoli i uwalniane dopiero po zmianie
przepuszczalnos$ci tonoplastu i przerwaniu jego ciggltosci w koncowej fazie obumierania
(Wierzchowiecka i in. 2008, Wada i in. 2009, van Doorn i Yoshimoto 2010). Istotnym etapem
W procesie starzenia jest zmiana przepuszczalno$ci blony komodrkowej. Utrata wlasciwosci blony
skutkuje zaburzeniem réwnowagi jonowej (miedzy innymi w cytoplazmie wzrasta st¢zenie jondw
wapnia), co z kolei wptywa na aktywnos$¢ enzymow i przebieg wielu szlakow metabolicznych. Wraz
Z postgpowaniem procesu starzenia katabolizm zaczyna przewaza¢ nad anabolizmem. Na skutek
degradacji chlorofilu oraz biatek anten fotosyntetycznych dochodzi do obnizenia aktywnosci
fotosyntetycznej, a w koncowej fazie starzenia spada rowniez intensywno$¢ procesu oddychania
komoérkowego (Kopcewicz 2012). Dochodzi do nagromadzenia wtérnych metabolitéw i zwigzkoéw
toksycznych, takich jak kationy amonowe. Sktad chemiczny komorki ulega zmianie. W wyniku
podwyzszonej aktywnos$ci enzymOw proteolitycznych oraz zahamowania proceséw zwiazanych
z syntezg biatek de novo w komoérce spada poziom polipeptydéw. Maleje roéwniez ilos¢ RNA, ktory
w wyniku rozktadu stanowi zrédio fosforu (Buchannan-Wollaston i in. 2003).

Zalezno$¢ pomiedzy starzeniem a programowang $miercig komoérki (PCD, z ang. Programmed Cell
Death) nadal pozostaje kwestig sporng wsrdd badaczy. Cze$¢ z nich postuluje aby terminu ,,starzenie”
uzywa¢ w odniesieniu do catych roslin lub ich organéw, natomiast pojecie PCD przypisywaé zmianom
na poziomie pojedynczej komérki. Inni sugeruja catkowite rozgraniczenie obu proceséw twierdzac, iz
starzenie poprzedza PCD. Dopdéki zmiany, ktére =zaszly w obumierajagcym organie, sa
w pelni odwracalne mozemy méwi¢ o starzeniu. Po przekroczeniu tej granicy mamy do czynienia
z PCD (Thomas i in. 2003, van Doorn i Woltering 2004). Starzenie liscia indukowane ciemnoscia jest,
jak wykazaliémy, réwniez dobrym modelem do badania programowanej $mierci komorki roslinne;j.
Starzenie indukowane ciemno$cig to seria transformacji na poziomie molekularnym, biochemicznym
oraz cytologicznym opisanych powyzej. Zaawansowane starzenie liscia prowadzi do dezintegracji jadra
komoérkowego (fragmentacji DNA) i mitochondriéw, a kondensacja chromatyny ma miejsce razem z
nasileniem ekspresji genéw proteaz cysteinowych (SAG12) i symptoméw autofagii (Sobieszczuk-
Nowicka i in. 2017, w recenzji).

Proces starzenia jest regulowany poprzez dziatanie endogennych sygnatéw, wsrdd ktdérych opisuje sig
gtéwnie hormony. Dotyczy to przede wszystkim cytokinin i etylenu. Hormony te w procesie starzenia
wykazuja antagonistyczne dziatanie. Wysoki poziom cytokinin hamuje starzenie a etylen przyspiesza
ten proces (Trobacher 2009). W badaniach wtasnych dowiodtam, ze regulatorami procesu starzenia sg

rOéwniez poliaminy (PA) (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2009, 2014, 2015, 2016, 2017).
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Poliaminy s3 niskoczasteczkowymi organicznymi kationami, nalezacymi do grupy amin,
uczestniczacymi w wielu fizjologicznych i rozwojowych procesach u bakterii, zwierzat i ro$lin.
Najczesciej wystepujacymi w roslinach wyzszych PA sa putrescyna (Put), spermidyna (Spd)
i spermina (Spm) (Sobieszczuk-Nowicka i Legocka 2007). Biosynteza PA jest do§¢ dobrze poznana
i opisana (Rys. 1). PA naleza do specyficznej grupy regulator6w wzrostu. W komorce roslinnej
wystepuja w stezeniach od mikro- do milimolarnych. Sa to stezenia znacznie wyzsze od tych
charakterystycznych dla hormonéw ros$linnych (Davies 2006). PA sa regulatorami, ktérych spos6b
dziatania jest nadal odkrywany. Dzigki wystepowaniu kationowych grup aminowych i iminowych PA
sa zdolne do elektrostatycznego wigzania si¢ do grup fosforanowych i karboksylowych takich zwigzkow
chemicznych jak: kwasy nukleinowe, biatka, fosfolipidy i kwasne polisacharydy. Modyfikuja w ten
sposob ich konformacje i strukture a co za tym idzie réwniez ich wiasciwosci (Sobieszczuk-Nowicka
1 Legocka 2007). PA zlokalizowano w $cianie komdrkowej, cytoplazmie, wakuolach, chloroplastach,
mitochondriach, jadrze komérkowym 1 jaderku gdzie moga wystepowac jako PA wolne, skoniugowane
lub kowalentnie zwigzane z biatkami struktur komérkowych (Sobieszczuk-Nowicka i Legocka 2007).
ZwiazKki te sa Scisle zwiazane z przebiegiem wielu proceséw fizjologicznych w roslinie. PA sg niezbedne
dla zywotnosci komérek z uwagi na ich role¢ w fundamentalnych procesach komérkowych, w tym
w regulacji transkrypcyjnej i translacyjnej, w integralnosci strukturalnej i sygnalizacji (Kusano i Suzuki
2015). Co wazne, homeostaza PA jest w komdrce $cisle kontrolowana (Moschou i Roubelakis-

Angelakis 2013). Wahania stezen PA w prawidtowo funkcjonujacej komoérce sg mato prawdopodobne.

W latach 1978-2009, pojawialy si¢ pojedyncze doniesienia, szczegbtowo posumowane przez
mnie w pracy Cai i in. (2015), opisujace antystarzeniowy efekt powodowany przez egzogenna aplikacje
PA. Molekuly tak istotne dla procesu starzenia wydawatly si¢ zatem ciekawym tematem badan, tym
bardziej, ze wiele pytan dotyczacych mechanizméw ich endogennego dzialania
W procesie starzenia pozostawato bez odpowiedzi. Dlatego tez przybliZzenie funkcji PA w procesie
starzenia stalo si¢ tematem moich badan, a publikacje skladajace si¢ na moje osiggniecie naukowe
koncentruja si¢ wokél problematyki roli PA w regulowaniu procesu starzenia indukowanego

ciemnoscia.
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Rys. 1. Schemat biosyntezy poliamin i interakcja pomiedzy metabolizmem poliamin a innymi $ciezkami
metabolicznymi. Synteza poliamin w ro$linach rozpoczyna si¢ dekarboksylacja dwdch powszechnie wystgpujacych
aminokwas6w — ornityny i argininy. W wyniku dekarboksylacji argininy powstaje agmatyna, a ta ulega hydrolizie do
putrescyny. Putrescyna jest réwniez bezposrednim skutkiem dekarboksylacji ornityny. Sukcesywne dotaczanie grup
propylaminowych do putrescyny, kolejno poprzez syntaze spermidyny (SPDS) i dalej syntaze¢ sperminy (SPMS), prowadzi do
syntezy spermidyny i sperminy. Biosynteza spermidyny i sperminy zwigzana jest z wystgpowaniem metioniny. Dostarcza ona
posrednio poprzez S-adenozylometioning (SAM) grupy propylaminowe, a reakcja ta katalizowana jest przez dekarboksylazg
S-adenozylometioniny (SAMDC). Oksydazy di- (DAO) i poliaminowe (PAO) katalizuja deaminacj¢ poliamin. W wyniku
dziatania PAO (PAObc) moze réwniez dochodzi¢ do konwersji sperminy do spermidyny i kolejno do putrescyny. ADC,
dekarboksylaza  argininy; ~ AIH,  iminohydrolaza  agmatyny; = ODC,  dekarboksylaza  ornityny;  CPA,
N-karbamoiloaminohydrolaza putrescyny; DAP, diaminopropan. (Sobieszczuk-Nowicka i in 2016, publikacja nr 4 osiagnigcia

naukowego, zmodyfikowane).

CEL BADAN
Badania wchodzace w zakres mojego osiagni¢cia naukowego mialy na celu sprawdzenie czy
w roslinie funkcjonuje okreslony program przedwczesnego, indukowanego ciemnoscia, starzenia liscia,

w ktéry wiaczone sa poliaminy.

MODEL EKSPERYMENTALNY
W badaniach wykorzystywano siewki jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L. var
Nagradowicki), ktére uprawiano w glebie, w warunkach laboratoryjnych (fotoperiod 16/8 h, dzief/noc,

1

23 °C, $wiatlo o natezeniu 150 umol m™ s7!, wilgotnos¢ 60 %). Proces starzenia lisci

u 7-dniowych siewek byt indukowany ciemnos$cia trwajacg od 3 do 12 dni.
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OPIS UZYSKANYCH WYNIKOW

Jak wspomniatam we Wprowadzeniu, homeostaza PA w komorce jest $cisle kontrolowana
i wahania stezen PA w prawidlowo funkcjonujacej komoérce sag mato prawdopodobne. Zmieniajaca sig¢
pula PA zwigzanych z btonami chloroplastow w starzejacych si¢ liSciach jeczmienia, opisana
w pracy Sobieszczuk-Nowicka i in. (2009, publikacja 1 osiagnigcia naukowego) pt. ,,Kinetin affects the
level of chloroplast polyamines and transglutaminase activity during senescence of barley leaves”, byta
dla mnie informacja o warunkach, w ktérych metabolizm komérkowy odbiega od warunkéw
homeostazy, co sugerowato, ze nalezy poszukiwa¢ udzialu PA w mechanizmach starzenia chloroplastu.
Chloroplasty s3 organellami, w ktérych starzeniowe zmiany pojawiaja si¢ najszybciej. Wiemy, ze proces
obumierania komérki w indukowanym ciemnoscig starzeniu moze by¢ odwracalny, dopoki mozna
przywréci¢ funkcje chloroplastow (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2017, w recenzji). Zmiany poziomu
poliamin zwiazanych z blonami chloroplastéw, ktére zaobserwowatam podczas starzenia si¢ lisci
jeczmienia wskazywaty na sukcesywny wzrost poziomu Put i Spd, podczas gdy ilo$§¢ zwigzanej Spm
malata. Wynik ten sugeruje odmienng rol¢ uktadu Put-Spd oraz Spm w starzeniu chloroplastéw
(Sobieszczuk-Nowicka i in. 2009, publikacja 1 osiagni¢cia naukowego). Spm jest poliaming zwigzana
w najwiekszym stopniu z kompleksem LHCPII i centrum reakcji PSII (Della Mea i in. 2004). W zwigzku
z powyzszym, rozpad aparatu fotosyntetycznego w wyniku proteolizy i degradacji chlorofilu,
pociagajacych za soba degradacje struktur tylakoidowych, ttumaczy spadek poziomu zwigzanej Spm.
Wzrost poziomu Put i Spd wydawat si¢ by¢ zalezny od indukowanego ciemno$cig procesu starzenia
(Sobieszczuk-Nowicka i in. 2009, publikacja 1 osiggnigcia naukowego). Postawitam hipoteze, ze PA
majg swdj udzial w zmianie metabolizmu starzejacego chloroplastu i rearanzacji struktury chloroplastu
w gerontoplast, tak jak to ma miejsce w rearanzacji struktury etioplastu w chloroplast w procesie
zazieleniania (de-etiolacji) (Sobieszczuk-Nowicka i Legocka 2014, publikacja 2 osiagnigcia
naukowego). Zatozytam, ze PA wiaza si¢ kowalentnie do biatek chloroplastowych (biatek btony, stromy
i tylakoidéw) co zmienia strukture i/lub funkcje bialek. Wigzanie PA do biatek to swoista modyfikacja
postransalcyjna nazywana dzi$§ poliaminylacja (Sobieszczuk-Nowicka i Legocka 2014, publikacja 2
osiggnigcia naukowego). Modyfikacja ta jest katalizowane przez transglutaminazy (TGazy, E.C.
2.3.2.13, nalezace do grupy acylotransferaz) (Rys.2). Udziat TGaz w procesie starzenia liScia nie byt
wczesniej badany. Poprzez zastosowanie specyficznie przeciwcial anty-TGaz w chloroplastach
starzejacych si¢ komoérek mezofilu, wykrytam obecnos¢ trzech polipeptydéw o masach: 33, 58 i 78kDa
(Sobieszczuk-Nowicka i in. 2009, publikacja 1 osiagni¢ecia naukowego). Wraz z postgpowaniem
procesu starzenia po 3 1 7 dniu w liSciach jeczmienia obnizat si¢ poziom dwoch z nich: 33 1 58 kDa, co
pozwala sadzi¢, Zze enzymy te zaangazowane s3 W procesy zwigzane z rozwojem rosliny,
prawdopodobnie uczestnicza w formowaniu si¢ gran oraz stabilizacji aparatu fotosyntetycznego
podczas jego niezaburzonego funkcjonowania (Sobieszczuk-Nowicka i1 in. 2009, publikacja 1
osiggniecia naukowego). TGaza 78 kDa wydawatla si¢ by¢ biatkiem zaangazowanym bezpo$rednio

w proces starzenia. Poziom polipeptydu 78 kDa byt nizszy w prébach inkubowanych z kinetyna, ktéra
8
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dodano do uktadu dla wywotania antystarzeniowego efektu. Kinetyna obnizala réwniez starzeniowo-
zalezng aktywno$¢ enzymu (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2009, publikacja 1 osiggniecia naukowego).
Badane TGazy nie wykazywaty aktywnosci w obecno$ci EGTA (chelator jonéw dwuwarto$ciowych),
co wskazuje réwniez na ich katalityczna zalezno$¢ od jonéw wapnia (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2009,
publikacja 1 osiagniecia naukowego). Srodowisko bogate w Ca* jest czgsto wymagane do tworzenia
wigzan krzyzowych (Sobieszczuk-Nowicka i Legocka 2014, publikacja 2 osiggnigcia naukowego).
Tego typu polaczenia begda zatem formowane w sytuacji, gdy wapn zostanie uwolniony

z wewnatrzkomérkowych rezerwuaréw, co ma miejsce w procesie $mierci komorki.

ETAP 1

SUBSTRAT
BIALKOWY

2o 1

GLUTAMINA

ETAP 2

Rys. 2. Schemat dwuetapowej reakcji katalizowanej przez transglutaminazy, ktérej wynikiem jest przylaczenie poliaminy
(PA) do biatka z wolng reszta glutaminy. Pierwszy etap reakcji katalizowanej przez TGazy polega na przylaczeniu enzymu do
reszty glutaminy w tancuchu biatkowym (akceptor). Utworzony zostaje kompleks biatko—enzym. Jednoczes$nie nastgpuje
odtgczenie amoniaku (lub aminy) od grupy y-karboksyamidowej aminokwasu. W drugim etapie wigzanie tioestrowe pomi¢dzy
biatkiem a TGaza zostaje rozerwane i w miejsce enzymu do biatkowego akceptora przylacza si¢ kolejny substrat (donor) —
pierwszorzedowa grupa aminowa PA i powstaje pochodna mono-(y-glutamylowa). Opisane wiazanie
N,N-bis(y-glutamyl)aminowe katalizowane przez TGaz¢ moze powstawaé w obrebie jednego biatka lub pomig¢dzy réznymi
biatkami dajac pochodne bis-(y-glutamylowe)PA.

Opierajac si¢ na wynikach wtasnych (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2007a i b, 2008, 2009 -
publikacja 1 osiggniecia naukowego) oraz pracach innych zespotéw badawczych, w pracy koncepcyjnej
Sobieszczuk-Nowicka i Legocka (2014, publikacja 2 osiagniecia naukowego) — ,,Plastid-associated
polyamines: their role in differentiation, structure, functioning, stress response and senescence” —
sformutowaly$my nowe zadania naukowe i uzasadnity§my potrzebe przeprowadzenia badan nad
udziatlem PA, gléwnie w funkcjonowaniu starzejacego chloroplastu/organu. W punkcie ,,Critical

Synthesis and Perspectives” w/w artykulu przedstawitam hipotezy badawcze, ktére zweryfikowatam

w kolejnych publikacjach wchodzacych w zakres mojego osiggni¢cia naukowego.
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Publikacja Sobieszczuk-Nowicka i in. (2015, publikacja 3 osiggnigecia naukowego) ,,.Dark-
induced senescence of barley leaves involves activation of plastid transglutaminase” uzupelnia nasza
wiedze dotyczacg udziatu PA w degradacji chloroplastu o mechanizm regulowany przez chloroplastowe
TGazy. W pracy tej proces starzenia badany byt w 7-dniowych siewkach jeczmienia,
u ktérych proces starzenia analizowano przez kolejne 12 dni. W starzejacych liSciach mimo znacznej
utraty chlorofilu aparat fotosyntetyczny, w 7 dniu inkubacji lici w ciemno$ci, wykazywal maksymalna
wydajno$¢ kwantowg proceséw fotochemicznych pomniejszong o 20% w stosunku do wartosci
poczatkowej. Dopiero miedzy 10-12 dniem starzenia wydajnos¢ kwantowa PSII spadata 0 95%, co moze
swiadczy¢ o niemal catkowitej degradacji anten fotosyntetycznych. Analiza Real-Time PCR wykazata,
ze ekspresja genu kodujacego HvPngl-like TGaz, (jeczmienny homolog AtPnglP Arabidopsis
zidentyfikowany przez nas w komoérkach mezofilu jgczmienia, opisany w pracy Sobieszczuk-Nowicka
iin. 2015 — publikacji 3 osiagniecia naukowego), wzrastata. Krzywa topnienia produktu sugerowata, ze
powstal jednorodny produkt bedacy wynikiem ekspresji pojedynczego genu. Gen ten moze jednak
kodowac rézne izoformy TGaz (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2009, publikacja 1 osiggni¢cia naukowego).
Profil ekspresji zidentyfikowanego genu hvPngI-like pokazywatl jego konstytutywna, niska ekspresje w
lisciu w czasie niezaburzonego wzrostu (analiza in silico na podstawie baz: Genelnvestigator
i PLEXdDb). Zatem wzrost jego ekspresji po umieszczeniu lisci w ciemno$ci wskazywal na starzeniowo-
zalezng indukcje. Praca Sobieszczuk-Nowicka i in. (2015, publikacja 3 osiggni¢cia naukowego) jest
uzupelniona o obszerny suplement, w ktérym po raz pierwszy scharakteryzowano sekwencje
jeczmiennej tranglutaminazy oraz przedstawiono jej analiz¢ poréwnawcza (nukleotydowa
i aminokwasowa). W publikacji tej opisano rowniez lokalizacje¢ chloroplastowych TGaz in situ i ich
potencjalny udziat w procesach oksydacyjnych zachodzacych w starzejacym si¢ chloroplascie.
Diaminopropan (DAP) jest produktem powstajagcym w wyniku utleniania Spd, Spm i posrednio Put.
Oznaczenie puli DAP, ktéra wzrastala wraz z zaawansowaniem starzenia $wiadczyt o zachodzeniu
oksydacji bedacej zrodtem reaktywnych form tlenu. Powstajacy w wyniku oksydacji PA H>O> moze
uruchamia¢ najpierw w chloroplastach, a pdzniej w innych kompartmentach komorki,
charakterystyczne dla starzenia liScia procesy lityczne. Dodatkowo pojawianie si¢ DAP
w chloroplastach byto skorelowane ze spadkiem bis-glutamylowych pochodnych Put i wzrostem jej
pochodnych mono-glutamylowych, ktére jak sugeruje si¢ w literaturze sg preferowanymi substratami
dla oksydaz aminowych (Sobieszczuk-Nowicka i in. publikacja 3 osiggni¢cia naukowego). W pracy
Sobieszczuk-Nowicka i in. (2015, publikacja 3 osiggniecia naukowego) zaproponowaliSmy zatem
udziat TGaz w oksydacyjnej deaminacji PA w starzejacym chloroplascie. Dodatkowo, weryfikacja
proteomiczna - identyfikacja MS/MS biatkowych substratéw chloroplastowych transglutaminaz, po
wczes$niejszym wyznakowaniu ich radioaktywng [*H]Put i [*H]Spd, wykazata, ze poliaminylacji
(modyfikacjom postranslacyjnym z udzialem PA i TGaz) w procesie starzenia licia indukowanego

ciemnoscig ulegajg biatka zaangazowane w: i. organizacj¢ aparatu fotosyntetycznego, ii. odpowiedz
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chloroplastu na stres oraz iii. procesy oksydacyjne (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2015, publikacja 3

osiggniecia naukowego).

Kolejno weryfikowatam czy w roélinie funkcjonuje okreslony program przedwczesnego
starzenia liscia, w ktory wiaczone sg poliaminy, w bardziej globalnym, wychodzacym poza chloroplast,
ujeciu  starzeniowo-zaleznych zmian w komdrce. W literaturze nie opisano wczesniej tak

kompleksowego podejscia do tego zagadnienia. Szukatam odpowiedzi na nastepujace pytania:

1. Czy anabolizm i/lub katabolizm poliamin potaczony jest z sekwencjg zmian fizjologicznych

obserwowanych w starzejacym organie?

2. Jakie mechanizmy regulujg wzrost/spadek puli poliamin uczestniczacych w omawianym procesie

(synteza de novo enzyméw uczestniczacych w metabolizmie PA, czy zmiany w ich aktywno$ci)?
3. Czy poliaminy s3 mediatorami starzenia, czy jedynie je kontroluja?
4. Ktéra forma poliamin: wolna, skoniugowana czy zwigzana reguluje ten proces?

5. Czy metabolizm PA wplywa na zmiany w obrebie innych Sciezek metabolicznych kontrolujacych
starzenie?

Pytania te przeformuowatam w hipotezy i zweryfikowatam eksperymentalnie. Wyniki tych
badan zostaly oméwione w publikacji Sobieszczuk-Nowicka i1 in. (2016, publikacja 4 osiagniecia
naukowego — ,.,From accumulation to degradation: reprogramming polyamine metabolism facilitates
dark-induced senescence in barley leaf cells”). Praca ta zostata opublikowana w Frontiers in Plant
Science, reasearch topic ,, Molecular mechanism underlying polyamines function in plants”,
mianowanego do nagrody ,.First Annual Spotlight Award”. Wyniki konkursu zostang rozstrzygnigte
niebawem.

Po indukcji starzenia wykazatam akumulacje wolnych PA, ktéra byta wynikiem wzmozonej ekspresji
gendéw szlakdéw ich biosyntezy, a takze podwyzszonej aktywno$ci nowosyntetyzowanych enzymow
(Sobieszczuk-Nowicka i in. 2016, publikacja 4 osiagni¢gcia naukowego). Starzenie jest procesem
wrazliwym na zmiany poziomu hormonéw, zwlaszcza cytokinin (Lim i in. 2007). Kinetyna dodana do
uktadu, traktowana jako czynnik op6zniajacy proces, po ciemnosciowej indukcji, blokowata akumulacje
PA. Na tej podstawie wnioskowatam, ze PA, jako takie, nie indukujg starzeniowo-zaleznych zmian,
a ich metabolizm jest regulowany przez inne czynniki ze szlaku sygnalizacji hormonalnej. Na wczesnym
etapie starzenia akumulacja wolnych PA moze by¢ rowniez odpowiedzia rosliny na pojawiajace si¢ w
procesach degradacyjnych wolne rodniki. Poliaminy moga funkcjonowaé¢ w tym uktadzie jako ich
»wymiatacze”. Funkcja PA w neutralizacji wolnych rodnikéw jest przypisywana ich kationowej naturze
oraz stosunkowo fatwej samooksydacji (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2016, publikacja 4 osiagnigcia

naukowego). Wzrost poziomu transkryptow gendéw enzyméw szlaku rozktadu PA i korespondujacy
11
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z nimi wzrost aktywno$ci enzymatycznej byt kolejnym zdarzeniem zaobserwowanym w procesie
starzenia liscia. Z uwagi na obserwowane obnizanie poziomu PA w toku procesu starzenia podjetam si¢
weryfikacji roli ich katabolizmu. W badaniach wykazatam, ze Spd i Spm sg produkowane z Put
w cytozolu i transportowane do apoplastu. Wynikiem ich oksydacyjnej deaminacji w apoplascie jest
produkcja nadtlenku wodoru (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2016, publikacja 4 osiggnigcia naukowego).
W literaturze w reakcji nadwrazliwosci opisywana jest sekrecja Spd do apoplastu, ktéra jest
katabolizowana przez oksydaze poliaminowa do H»O,, ktéry propaguje $mier¢ komoérki (Yoda i in.
2003, 2006). Czesto opisywany mechanizm poprzedza, albo rownolegle wspiera, intensywna synteza
Spd, ktéra ma réwniez miejsce w modelu starzeniowym (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2016, publikacja 4
osiggnigcia naukowego). Katabolizm Spd i/lub Spm przez oksydazy poliaminowe z uwagi na produkcje
wolnych rodnikow zostat przeze mnie zaproponowany jako wazne zjawisko sprzyjajace starzeniu
(Sobieszczuk-Nowicka i in. 2016, publikacja 4 osiagni¢cia naukowego). Znaczenie katabolizmu PA,
w regulowaniu procesu starzenia podkreslity analizy z uzyciem guazatryny, inhibitora aktywnosci
oksydaz poliaminowych (PAO) przy jednoczesnym monitorowaniu stanu fizjologicznego liScia’.
Zahamowanie aktywnosci PAO redukowato akumulacj¢ Put i podnosito poziom Spd i Spm, co byto
efektem spodziewanym, ale byt to takze efekt, ktory prowadzit do spowolnienia degradacji chlorofilu
1 ograniczenia produkcji H>O», spowalniajac tym samym proces starzenia. Apoplastyczny poziom Put
w starzejagcym lisciu byt marginalny i nieznacznie wzrastat w trakcie procesu. Wykazatam, ze Put
dominuje w starzeniu jako wolna cytoplazmatyczna amina, ktéra na dalszym etapie procesu tworzyta
koniugaty (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2016, publikacja 4 osiggni¢cia naukowego). Koniugatom Put
przypisuje role metabolitu bioracego udziat w remobilizacji azotu i wegla. Fakt, ze PA mogg by¢ dla
ro$liny zrédtem organicznego N i uczestniczg w jego obrocie metabolicznym opisal po raz pierwszy
Mattoo i in. (2006). Innym, interesujagcym zdarzeniem metabolicznym, ktére angazuje PA w procesie
starzenia jest udziat katabolizmu Put w produkcji kwasu y-amino mastowego (GABA) (Sobieszczuk-
Nowicka i in. 2016, publikacja 4 osiggnigcia naukowego) (Rys.1). Profilowanie, na podstawie analizy
mikromacierzowej, ekspresji genu dekarboksylazy glutaminianu sugeruje, ze synteza GABA
z glutaminianu w indukowanym ciemnos$cia starzeniu zostaje zahamowana (Sobieszczuk-Nowicka i in.
2016, publikacja 4 osiggni¢cia habilitacyjnego). Utlenianie Put moze stanowi¢ alternatywne zrdédio
GABA. Blokowanie tej Sciezki katabolicznej przyspiesza proces starzenia, a podanie GABA razem
z inhibitorem oksydazy diaminowej, aminoguanidyng, przywraca starzeniu kontrolowany bieg. Wynik
ten podkresla jednoczesnie role GABA jako istotnego metabolitu procesu starzenia. W procesie
starzenia rownie waznym elementem regulacji hormonalnej, zaleznej od PA, jest synteza etylenu. Jest

wiele publikacji, ktore sugeruja, ze PA dziataja antystarzeniowo poprzez inhibicj¢ etylenu. Oba

2 Monitorowano proces fotosyntezy poprzez analize parametréw indukcji fluorescencji chlorofilu a, jak réwniez indeksy chl
(chlorofil), flv (flawonoidy) oraz NBI (z ang. Nitrogen Balance Index).
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metabolity etylen i Spd dzielg ten sam prekursor S-adenozylometioning (Fig. 1). W pracy Sobieszczuk-
Nowicka i in. (2016, publikacja 4 osiagnigcia naukowego) pokazuj¢, ze w procesie starzenia synteza

obu metabolitéw przebiega rdwnolegle.

PODSUMOWANIE

Eksperymentalna weryfikacja koncepcji, ktére sformowalam na poczatku swoich badan
umozliwita przedstawienie syntetycznego obrazu udzialu PA w indukowanym ciemno$cia starzeniu
liscia. W publikacji Sobieszczuk-Nowicka (2017, publikacja 5 osiagniecia naukowego)
— ,,Polyamine catabolism adds fuel to leaf senescence” (invited submittion) zaproponowatam model
dziatania PA w procesie starzenia li§cia. Ponizej wymieniam najwazniejsze dane odnoszace si¢ do tego

modelu:

1. Zr6znicowany poziom PA zwigzanych z tylakoidami (wzrost pozioméw Put i Spd oraz obnizenie
poziomu Spm, podczas degradacji chloroplastéw) sugeruje odmienne role poszczegélnych PA
w starzeniu liscia. Wzrost poziomu Put-Spd jest skorelowany ze wzrostem aktywnoSci
chloroplastowych TGaz. Obnizanie przez kinetyn¢ puli Put i Spd oraz aktywnosci TGaz,
indukowanych ciemnos$cia, wskazuje na dotad nie opisany mechanizm dzialania cytokinin

w procesie opdzniania starzenia lisci.

2. Starzeniowo-zalezne, metaboliczne i strukturalne zmiany w chloroplastach moga by¢ zwigzane
z poliaminowa modyfikacja, przy udziale TGaz, biatek chloroplastowych. Wzrost poziomu i
aktywnosci TGaz, ktére znajduja odniesienie we wzroscie ekspresji genu HvPng I -like (jeczmienny
homolog AtPngi1P TGazy z Arabidopsis) regulowany jest z poziomu transkrypcji. Potranslacyjnie
modyfikowane przez PA (z udzialem TGaz) biatka plastydowe sa zaangazowane w odpowiedz
komérki na indukowane ciemno$cig starzenie — wlaczajac odpowiedz na stres, hamowanie

fotosyntezy, Smier¢ komorki.

3. W starzeniu-indukowanym ciemno$cia obserwowano poczatkowa, intensywng akumulacje
wolnej formy wszystkich badanych PA (Put, Spd, Spm), po ktérej nastgpowat spadek ich miana.
Trend ten jest zwigzany z ekspresja genéw zaréwno biosyntezy jak i katabolizmu PA oraz
wzrostem aktywnosci enzyméw uczestniczacych w tych dwdéch szlakach metabolicznych. Spd
i Spm syntetyzowane w cytoplazmie z Put sg transportowane do apoplastu i tam utlenianie do
H>0> oraz diaminopropanu — metabolitéw napedzajacych procesy degradacyjne. Zahamowanie
oksydacji Spd i Spm opdznia starzenie lisci. Poziom samej Put w apoplascie w starzejacym lisciu
jest niski. Put dominuje w starzeniu jako wolna cytoplazmatyczna amina i formuje koniugaty
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kumulowane w starzejacym si¢ organie. Oksydacja wolnej Put, prowadzacg do produkcji GABA,
kontoluje tempo przebiegu procesu starzenia Zastosowanie inhibitora DAO hamujacego

utlenianie Put przyspiesza starzenie.

WYKORZYSTANIE OTRZYMANYCH WYNIKOW

Prezentowane badania maja charakter badan podstawowych, ktére wnoszg nowe informacje na
temat udziatu poliamin in vivo w mechanizmie/mechanizmach indukowanego ciemno$cia starzenia
liscia, a otrzymane wyniki moga by¢ pomocne w realizacji projektéw o bardziej praktycznym
zastosowaniu. W ramach programéw ulepszania zb6z dla zréwnowazonego rolnictwa, czy
w programach rozwoju nowych technologii rozwaza si¢ juz stosowanie poliamin w celu zwigkszenia
odpornosci roélin na stresy biotyczne i abiotyczne, co ma przetozy¢ si¢ na jako$¢ plonu. Pogtebienie
wiedzy dotyczacej roli PA w starzeniu powinno doprowadzi¢ do lepszego zrozumienia mechanizméw
tego procesu oraz dostarczy¢ nowej wiedzy na temat ich kontrolowania. Mechanizmy regulujace §mierc
komérkowa u ro$lin i zwierzat (wlaczajac w to ludzi), radykalnie rézniacych sie anatomia
1 fizjologia, ukazuja PA jako uniwersalne bioregulatory tego procesu we wszystkich kroélestwach.
Wiyniki takich badan mogg przyczyni¢ si¢ nawet do opracowan nowych strategii dotyczacych ludzkiego
zdrowia.
We wspétpracy z dr Per L Gregersenem z Aarhus Univeristy (Slagelse, Dania) i dr Autarem Matto
z United States Department of Agriculture (Maryland, USA) — pracujemy nad projektem ‘“Polyamines
cross talk with leaf cell senescence — developing a molecular basis to produce resilient crops for the
future” w oparciu o transgeniczne linie jeczmienia z wyciszonymi genami metabolizmu PA. Ponadto,
moje dalsze plany naukowe dotycza weryfikacji hipotezy czy PA w starzeniu liSci, ktére angazuje
mechanizmy autofagii, mogg mie¢ wptyw na ,,przeprogramowanie” metaboliczne, ktére prowadzi do
$mierci komodrki lub jej przezycia. Stawiam bowiem hipoteze, ze PA reguluja S$ciezki
TOR i autofagii. Sciezka sygnalna kinazy TOR (z ang. Target of Rapamycin) ma znaczenie
w kontrolowaniu poziomu odzywienia komérki eukariotycznej i jej prawidlowego funkcjonowania,
a u roslin dodatkowo jej statusu energetycznego (Ren i in. 2012). Kinaza TOR byta najpierw poznana
jako negatywny regulator autofagii u drozdzy i zwierzat (Dann i Tomas 2006). U ro$lin negatywna
regulacje autofagii przez kinaze TOR opisali po raz pierwszy Liu and Bassham (2010). W uktadach
zwierzecych, np. komérkowych liniach nowotworowych, kinaze TOR blokuja dodawane do uktadu PA,
ktére wprowadzaja komdrki nowotworowe na droge autofagii (Madeo i in. 2010). Ren i in. (2012) po
raz pierwszy zasugerowali rowniez udziat PA w regulacji kinazy TOR u roslin. Temat ten nie zostat

jednak rozwinigty, dlatego moje plany badawcze koncentruja si¢ nie tylko wokol poznania
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molekularnych mechanizméw kontroli procesu starzenia przy udziale poliamin, ale réwniez wokoét tego
zagadnienia®.

3 Podje¢tam préby pozyskania wsparcia finansowanego na planowane badania: 1. ERA-CAPS Third Joint Call, Project:
,Polyamines cross talk with leaf cell senescence. Developing a molecular basis to produce resilient crops for the future”. Ref:
SO 1599/1-0, planowany okres realizacji 2018-2021, nie finansowany, leader konsorcjum; 2. NCN Opus NZ3, ,.Blokowanie

szlakéw autofagicznych przez poliaminy jako "anty-starzeniowy" mechanizm ich dzialania w komoérkach liScia Arabidopsis

thaliana”, nr rejestracyjny 2016/23/B/NZ3/00743, planowany okres realizacji 2017-2020, nie finansowany, kierownik; ktére
beda ponowione.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

W moim pozostatym dorobku naukowym znajduja sie publikacji réwniez zwiazane
z tematyka mojego  osiagniecia  habilitacyjnego. Sa to  prace: Chojnacka
i Sobieszczuk-Nowicka (2009) — ,,Poliaminy w programowanej $mierci komérki”, Samelak i in. (2010)
— ,,Iransglutamnazy i ich biologiczne funkcje”, Zmienko i in. (2015a) — ,,Selection of reference genes
for gPCR- and ddPCR-based analyses of gene expression in senescing barley leaves” oraz Zmienko i
in. (2015 b) — ,,Time course transcriptional profiling of senescing barley leaves” (invited submittion),
Cai i in. (2015) — ,,Polyamines are common players in different facets of plant programmed cell death”
(invited submittion). Publikacje te maja albo charakter przegladowy (w publikacjach tych omawiane sa
zagadnienia udzialu poliamin w procesach starzenia i programowanej $mierci) albo metodyczny. Duza
warto$¢ stanowi praca Zmienko i in. 2015a bowiem znalezienie wtasciwych genéw referencyjnych do
normalizacji eksperymentéw qPCR jest sprawg kluczowa. Wszelkie obserwowane zmiany w poziomie
ekspresji gendw, nie wynikajace z przyczyn technicznych, a bedace odzwierciedleniem rzeczywistych
zmian w poziomie ich ekspresji, moga zafatszowa¢ wyniki dla wtasciwych genéw badanych i utrudnié
biologiczng interpretacje eksperymentu. Badany przez mnie proces (starzenie liSci jeczmienia
indukowane ciemnoscia) indukuje procesy degradacji RNA. Kwestia identyfikacji gendéw o stosunkowo
stabilnym poziomie ekspresji byla niezwykle istotnym zadaniem, i jak si¢ okazato, o wysokim stopniu
trudnosci. Panuje do§¢ powszechne przekonanie o mozliwo$ci uniwersalnego wykorzystania genéw 18S
RNA oraz genu aktyny jako genéw referencyjnych. Jednakze, jak pokazaly wyniki naszych
do$wiadczen geny te nie moga by¢ wykorzystywane jako geny referencyjne w badaniach na
indukowanym ciemnos$cig procesie starzenia. Pierwotnie wyboru genéw referencyjnych dokonano na
podstawie danych literaturowych. Dodatkowo w pracy rozwazano dwa kolejne geny referencyjne: YLSS
oraz PP2AA3 sugerowane w publikacjach, w ktérych analizowano procesy starzenia (Zmienko i in.
2015a). Przyczynami odrzucenia powyzszych kandydatow na geny referencyjne byty: zbyt niska
wydajnos¢ reakcji qPCR dla genu 18S RNA, zbyt wysoka wydajnos¢ reakcji gPCR dla genu aktyny
oraz PP2AA3. W przypadku genu YLS8 oczekwiany produkt amplifikacji powstawal w bardzo
znikomych ilodciach. Ze wzgledu na przedstawione powyzej trudno$ci konieczne okazato sig
wyszukanie genéw referencyjnych dla badanego procesu stosujac inne podejscie metodyczne.
Narzedziem czesto wykorzystywanym do tego typ zadan jest oprogramowanie RefGenes zintegrowana
z baza danych Genevestigator (http://www.refgenes.org/rg/). Program ten pozwala wyszukaé geny o
mozliwie najwickszej stabilnosci ekspresji w obrebie wybranego zestawu probek na podstawie danych
mikromacierzowych zebranych z 15 réznych gatunkéw. Niestety, sposrdd 1625 probek dostepnych dla
jeczmienia w bazie Genevestigator, zadna nie odpowiadala warunkom planowanych przez nas
doswiadczen. Dlatego tez do sporzadzenia wilasnej listy potencjalnych gendéw referencyjnych uzyto

danych uzyskanych z analizy mikromacierzowe;j. Przebieg eksperymentu mikromacierzowego opisano
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w pracy Zmienko i in. (2015b). W ten sposéb wyselekcjonowano pie¢ potencjalnych gendw
referencyjnych dla badanego procesu. Dla genéw tych przeprowadzona zostala reakcja qPCR,
a w p6zniejszym etapie réwniez ddPCR. Analiza zmian poziomu mRNA dla tych genéw w czasie
starzenia pokazala, ze poziom poszczegblnych transkryptéw nie jest mocno zmienny i zazwyczaj
oscyluje okoto 1-1,5 krotno$ci. Podobienstwo pozioméw ekspresji w poszczegdlnych probkach
wskazuje na to, ze ewentualne zmiany w poziomie produktu w poréwnaniu z czasem 0 s3 raczej
techniczne. Indywidualne wyjatki od tej reguly (jak gen Ref05) uzmystawiaja nam, ze w biologii
uniwersalne geny referencyjne nie istniejg i zastosowanie wigcej niz jednego jest jedynym skutecznym
zabezpieczeniem przed omytkowym zafalszowaniem wynikow z powodu niespodziewanej zmiany

ekspresji genu uznanego za referencyjny.

Obok badan nad rola PA w przebiegu procesu starzenia liscia zaangaZowana bylam
w kontynuacje¢ badania nad rola poliamin w stymulowanym przez cytokinine procesie rozwoju
chloroplastéw w liscieniach ogérka bedacego przedmiotem mojej rozprawy doktorskiej.
Publikacje Sobieszczuk-Nowicka i in. (2007a) - ,,Plastid membranes associated polyamines and
thylakoid transglutaminases during etioplast-to-chloroplast transformation stimulated by kinetin”,
Sobieszczuk-Nowicka i in. (2007b) —,,Polyamine metabolism and S-adenosylmethionine decarboxylase
gene expression during the cytokinin-stimulated greening process” i Sobieszczuk-Nowicka i in. (2008)
— “Transglutaminases and their substrates in kinetin stimulated etioplast-to-chloroplast transformation
in cucumber cotyledons”, ktére powstaty we wspdtpracy z Instytutem Genetyki Ros$lin PAN w Poznaniu
oraz Uniwersytetem Bolonskim, przyblizaja fizjologiczna role¢ PA w procesie zazieleniania. Frakcja
wzbogacona w cialo prolamellarne i protylakoidy wyizolowana z etioplastow liScieni ogoérka
charakteryzowata si¢ wysokim poziomem PA oraz wysokim poziomem i aktywnosciag TGaz.
ZasugerowaliSmy, ze PA moga mie¢ swdj udzial w formowaniu si¢ heksagonalnej struktury ciata
prolamellarnego. Immunolokalizacja TGazy in situ w r6znicujacych sie chloroplastach liScieni ogorka
przy uzyciu czasteczek ztota koloidalnego pokazala wyznakowane bloniaste struktury ciata
prolamellarnego. Etioplasty sa organellami, ktérych charakterystyczna cechg jest jedno lub kilka ciat
prolamellarnych stanowiacych silnie rozbudowang, przestrzennie parakrystaliczng sie¢ btoniastych
rurek. Ekspozycja etiolowanej siewki na $wiatto prowadzi do reorganizacji bton jednostek tubularnych
1 tylakoidow pierwotnych w kierunku dojrzatego systemu tylakoidowego z funkcjonalnym aparatem
fotosyntetycznym. Ostatecznym rezultatem tej strukturalnej i funkcjonalnej reorganizacji jest
uksztattowanie si¢, w naszym przypadku po okoto dobie ekspozycji siewki na $wiatlo, w pelni
dojrzatych chloroplastéw identycznych z tymi, jakie mogg si¢ formowac z plastydéw przedgranowych
w zielonych lisciach. W omawianych pracach wykazano, ze w czasie rozwoju chloroplastow
z etioplastow znaczaco obnizat si¢ poziom PA. Mozna bylo zalozy¢, ze PA zwigzane z cialem
prolamellarnym w trakcie procesu transformacji ulegaja rozktadowi. Wyrazem tego jest wzrastajaca

w czasie réznicowania si¢ chloroplastow aktywnos$¢ oksydaz — DAO i PAO. Utleniane PA moga by¢
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zrédlem azotu w biosyntezie bialek chloroplastowych i chlorofilu, gdyz PA sa donorami grup
aminowych dla a-ketokwaséw. Ponadto, grupy aminowe Put moga by¢ przytaczone do kwasu
o-ketoglutarowego i moga uczestniczy¢ w tworzeniu kwasu glutaminowego, ktory z kolei jest
prekursorem chlorofilu. W naszych pracach szczeg6lna uwage zwrdéciliSmy na Spd. WykazaliSmy
preferencyjne wigzanie Spd do biatek bton tylakoidowych (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2007a). Wynik
ten potwierdzit nasze zatozenia o roli Spd jako waznego komponentu finalnej struktury chloroplastu.
Poniewaz tylakoidy sa strukturg o znacznym stopniu heterogenicznosci strukturalnej i funkcjonalnej,
wyizolowaliSmy najobficiej reprezentowany w systemie blon tylakoidowych kompleks PSIa
i oznaczyliSmy w nim poziom zwigzanych PA. W wyodrgbnionej strukturze poziom Spd i Spm wzrastat
w czasie. Na wczesnym etapie réznicowania chloroplastéw aktywno$¢ i poziom, takze in situ,
chloroplastowej TGazy byt znacznie wyzszy anizeli w dojrzatych chloroplastach. Obnizenie poziomu
i aktywnosci enzymu w 24 godz. inkubacji liScieni na $wietle sugeruje, ze kiedy rozwdj chloroplastu
jest prawie zakonczony réwniez wiazanie si¢ PA do struktur chloroplastu, katalizowane przez TGaze,
zostaje wyltaczone (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2007a, 2008). Nasze doniesienia byty takze pierwszymi
opisujacymi cross-talk cytokininy-poliaminy w regulacji zazieleniana. Postawiono pytanie, na jakim
poziomie moze cytokinina regulowac ten metabolizm? Poprzez analiz¢ wynikéw hybrydyzacji mRNA
typu Northern kluczowego enzymu szlaku biosyntezy Spd - SAMDC oraz analize aktywnoS$ci tego
enzymu w komorkach liscieni ogoérka wykazaliSmy, ze kinetyna reguluje ekspresje tego genu.
StwierdziliSmy ponadto, ze Swiatlo tez wptywa na jego ekspresje. Wysoki poziom transkryptu SAMDC
stymulowany kinetyna nie byt jednak wyrazony wysoka aktywno$cia tego enzymu w cytoplazmie.
Nizsza aktywno$¢ dekarboksylazy w liscieniach inkubowanych z cytokining w poréwnaniu do wariantu
kontrolnego byta skorelowana z nizszg pula Spd. ZasugerowaliSmy wigc stymulowany przez kinetyng
transport PA z cytoplazmy do etioplastu/chloroplastu, cho¢ syntezy Spd de novo w samym chloroplascie
nie mozemy wykluczy¢ (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2007b). Dodatkowo analizy przeprowadzone
z wykorzystaniem inhibitoréw biosyntezy PA wykazaty, ze uzycie inhibitoréw opdznia/blokuje proces
zazieleniania. Uzyto antyleukemicznego zwigzku metyloglyoksal-bis-guanylu hydrazyny (MGBG),
ktéry jest kompetetywnym inhibitorem SAMDC, ale moze niespecyficznie obniza¢ tez aktywno§¢ ADC
i PAO oraz dicykloheksylaminy (DCHA), ktéra jest kompetetywnym i odwracalnym inhibitorem
syntazy Spd/Spm (Sobieszczuk-Nowicka i in. 2007b). Powyzej opisane prace oryginalne uzupetniono
o publikacje o zblizonej tematyce, ktére maja charakter przegladowy i zostaly wydrukowane
w Postgpach Biologii Komoérki: Legocka 1 Sobieszczuk-Nowicka (2004) - ,,Poliaminy
w chloroplastach”, Sobieszczuk-Nowicka i in. (2005) — ,,Ro$linne transglutaminazy” i Sobieszczuk-
Nowicka i Legocka (2007) — ,,Nowe podej$cia w badaniach nad rolg poliamin w komorce ro$linnej”.
W obszarze regulacji procesu zazieleniania, stymulowanego cytokinina, pozostaje réwniez jeszcze
jedna praca, w ktorej jestem wspétautorka, moéwiaca o regulacji syntezy chlorofilu i LHCPII

przez endogenny poziom wapnia. Endogenny poziom wapnia wptywa na dziatanie cytokininy na te
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procesy (Legocka i Sobieszczuk-Nowicka 2014 — ,,Calcium variously mediates the effect of cytokinin

on chlorophyll and LHCPII accumulation during greening in barley leaves and cucumber cotyledons”).

Poliaminy, odgrywajq takze istotng role w odpowiedzi roslin na stresy srodowiskowe. To
ujecie dzialania PA jest, miedzy innymi, zainteresowaniem naukowym Pani Profesor Jolanty
Legockiej. Nasza wspolpraca w tym temacie zaowocowala oryginalnymi pracami badawczymi:
Legocka i Sobieszczuk-Nowicka (2012) — ,,Sorbitol and NaCl stresses affect free, microsome-associated
and thylakoid-associated polyamine content in Zea mays and Phaseolus vulgaris”), Legocka i in. (2015)
— ,,Lead-stress induced changes in the content of free, thylakoid-and chromatin-bound polyamines,
photosynthetic parameters and ultrastructure in greening barley leaves” oraz rodzialem Legocka
1 Sobieszczuk-Nowicka (2010) ,,Udziat fitohormonéw i poliamin w reakcjach komoérek roslin na
czynniki stresowe” w monografii ,,Reakcje komoérek roslin na czynniki stresowe”, [red] Wozny
i Gozdzicka-J6zefiak. W pracach tych opisana jest korelacja pomiedzy endogenng pulg PA a ich
ochronna funkcja po zadziataniu czynnika stresowego (zasolenie, metale cigezkie). W pracy Legocka
i Sobieszczuk-Nowicka (2012) opisano PA jako bioindykatory stresu osmotycznego
i zasolenia. Zmieniajace si¢ miano ich form wolnych i zwigzanych z btonami tylakoidéw
i mikrosomami w reakcji na stres osmotyczny i solny pokazuje, ze gatunki wrazliwe na stres
charakteryzuja si¢ obnizanym poziomem PA wszystkich frakcji w przeciwienstwie do gatunkéw
odpornych, ktére utrzymuja miano PA na wysokim poziomie. Praca Legocka i in. (2015) opisuje
angazujace PA mechanizmy obronne komorek lisci, eksponowane na dziatanie otowiu w trakcie procesu
rozwojowego (zazieleniania). W badaniach wykazaliSmy ochronny efekt wywierany przez PA,
a w szczegblnosci Spm. Suplementacja stresowanych lisci jeczmienia Spm powodowata obnizenie
zawartosci nadtlenku wodoru oraz stopnia peroksydacji zwiazkoéw lipidowych, bedacego miarg
nasilenia stresu oksydacyjnego. Jednocze$nie obserwacje ultrastruktury komoérek i analiza zawartosci
PA zwiazanych z frakcja chromatyny sugeruja ochronny udziat Spm w jadrze komérkowym na DNA

zapobiegajacy uszkodzeniom oksydacyjnym chromatyny.

Jestem réwniez wspoltautorka prace z zakresu dydaktyki biologii — Rybska, Sobieszczuk-
Nowicka (2015) — ,,Neurobiologia ro§lin - nauczanie z zastosowaniem debaty oksfordzkiej przy
realizacji treSci budzacych kontrowersje” oraz z zakresu dydaktyki szczegélowej realizowanej we
wspélpracy z Wydzialowa Pracownig Dydaktyki i Ochrony Przyrody UAM. Praca Rybska
i Sobieszczuk-Nowicka (2015) stanowi przyktad koncepcyjnego ujgcia tematu w ramy debaty, podczas
ktérej uczestnicy wymieniajagc si¢ argumentami mogg opowiada¢ si¢ za jednym badz drugim
stanowiskiem. W pozostatych pracach z zakresu dydaktyki biologii moja uwaga skierowana byla na
mozliwosci dokonywania zmian koncepcyjnych w wiedzy osobistej ucznidéw i studentéw. Punktem
wyijscia do takich zmian jest poznanie btgdnych przekonan, jakie istnieja w umystach uczniéw czy
studentow 1 udzielenie odpowiedzi na pytanie: czy istniejagce problemy w rozumieniu pojec

1 mechanizméw zwigzanych z biologig roslin taksowane u studentéw moga mie¢ swoje podloze
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w niezweryfikowanych w toku ksztalcenia przed-akademickiego btednych mniemaniach. Takie naiwne,
zdroworozsadkowe koncepcje (z ang. misconceptions) sg niekiedy trwalsze niz wiedza naukowa. Zdarza
sie, ze podregczniki szkolne upraszczajac opis zjawisk wspieraja istnienie btednych przekonan
w umystach uczacych si¢. Badania nad problemami w rozumieniu zjawisk pobierania wody przez
komérke roSlinna i1 ruchéw ro$lin sg marginalnie traktowane w analizach jakosciowych
przeprowadzanych przez dydaktykéw szczegdtowych, dlatego sami podjeliSmy ten temat
(Jedryczkowski i in. 2014 — ,Diagnoza miskoncepcji z obszaru ruchéw ro$lin wérdd studentéw
biologii”, Malifiska i in. 2014 — ,,Osmoza dotyczy wody, a dyfuzja innych czgsteczek. Czyli biednie
mniemanie studentéw o procesach dyfuzji i osmozy”, Malifiska 1 in. 2016 — ,,Teaching about water
welations in plant cells: an uneasy struggle”). Diagnozy opierano na badaniach sondazowych,
ilosciowo-jakosciowych o charakterze eksploracyjnym i przeprowadzano je w dwoch etapach (przed
rozpoczeciem i po zakonczeniu bloku ¢wiczeniowego — kurs fizjologia roslin). Diagnozowalismy
alternatywne koncepcje z obszaru ruchéw roslin i proceséw dyfuzji, osmozy i plazmolizy. Badania
pozwalaja wnioskowac, ze wigkszo$¢ uczniow, opuszczajac szkote srednig, ma tak silnie zakorzenione
btedne mniemanie o tych procesach, ze w toku edukacji akademickiej nie zostaje ono weryfikowane
1 najprawdopodobniej stanowi bariere w definiowaniu i rozumieniu tych poje¢ w sposéb naukowy.
Studenci na wczesniejszych etapach edukacji ksztaltujg swoja osobista wiedze o biologii roslin btednie.
Jesli btedy te nie zostang zdiagnozowane i wyeliminowane beda wywiera¢ niekorzystny wplyw na
rozumienie realizowanego materialu. Wynika z tego, ze student, ktéry gromadzi na wykladach czy
zajeciach laboratoryjnych lub poprzez nauke wilasna z podrecznikéw merytoryczne informacje, ktore sa
obrazowane odpowiednio dobranymi do prezentowanego zjawiska do$wiadczeniami, nie potrafi
poprawnie interpretowa¢ badanego zjawiska. Pomimo tego, Ze student nie zaniedbat swoich
obowigzkéw i nauczyl si¢ wymaganej definicji, nie rozumie jej jednak w uktadzie przyczynowo-
skutkowym. Z przeprowadzonych badan wynika przede wszystkim, ze wiedza studentéw nie jest
ustrukturalizowana (obecne w umystach studentéw konstrukty myslowe nie tworza spdjnej
reprezentacji omawianych zjawisk, czego efektem jest uzywanie pelnych poje¢, ale bez rozumienia).
Owszem, studenci posiedli jakie$§ informacje, czesto po kursie z fizjologii roslin zaséb tych informacji
jest bogatszy, znaja terminy naukowe, ale nie sg gotowi uzywac tych wiadomosci w sposob swiadomy
1 przetwarza¢ ich celem np. rozwigzywania probleméw czy nawet rozumienia zjawisk.
W przeprowadzonym badaniu wida¢ wyraznie to, co po raz pierwszy zauwazyli Osborne
1 Wittrock (1983), a mianowicie proste dodawanie informacji do juz istniejagcej wiedzy nie zmienia
istniejacych konstruktow myslowych u adresatéw procesu edukacyjnego. Studenci maja wiec wiedzg
fragmentaryczna, nie weryfikuja swoich biednych przekonan, tylko budujg nowe. W efekcie, po
zajeciach studenci mieli wigcej blednych mnieman niz przed zajeciami. Jesli si¢ nie zainterweniuje, to
znieksztatcona definicja poje¢ zwiazanych z biologia roSlin, ktéra jest w umysle studenta i powstata
wraz z konstruowang przez niego wiedza osobista (jest jego immanentng cze$cia), stanowi bariere do

definiowania i rozumienia omawianych zagadnien w sposéb akademicki, co jest réwnowazne
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z brakiem efektu ksztatcenia. Zdiagnozowane, przyktadowe bledne koncepcje z badanego zakresu tresci

to np.:

a. dotyczace ruchéw roslin: fototaksja, fotonastia i fototropizm to pojecia tozsame, grawitropizm
utrzymuje rosling w podtozu/ dobrze ja ukorzenia/odzywia ja, fototropizm stuzy roélinie do pobierania
energii stonecznej, fototropizm to ruch chloroplastow;

b. dotyczace osmozy: osmoza dotyczy wody, a dyfuzja innych czasteczek, osmoza zachodzi tylko

w komorkach zwierzecych, osmoza zachodzi tylko w komérkach roslinnych.

W moim dorobku znajduja si¢ rowniez publikacje, ktére sa poktosiem realizacji prac
dyplomowych. Publikacje Strézycki i in. (2002) — “Differential expression and evolutionary analysis of
three-member ferritin gene family in legume plant Lupinus luteus” i Strézycki i in. (2003) — “Iron
managment in legume plant development and nodulation”, to nurt badan dotyczacych gospodarki
zelazem w roSlinnach. W pracach tych prezentowana jest gldwnie analiza, na poziomie sekwencji,
ekspresji genu i zawarto$¢ biatka oraz lokalizacji tkankowej trzech zidentyfikowanych klas ferrytyn
u tubinu zoéitego. Natomiast, publikacja Sobieszczuk i Raszka (2001) — ..Srodowisko przyrodnicze
Wielkopolskiego Parku Narodowego, jako obiekt uzytkowania turystycznego i dydaktycznego”,
charakteryzuje obszar Wielkopolskiego Parku Narodowego w aspekcie przystosowania go do funkcji
turystyki krajoznawczej. W moim dorobku wykazuje takze publikacje poruszajaca zagadnienia
popularnonaukowe takie jak: ,,Co rosliny robig zima?” — rzecz o fizjologii ro$lin zimozielonych

(Wojtyla i in. 2015).

Poprzez powyzszy opis osiggnigcia habilitacyjnego i dorobku naukowego oraz wykaz
opublikowanych prac naukowych i wskaznikéw dokonan naukowych, przedstawionych szczegbétowo
w zalagczniku 6, ktére sa podstawa o ubieganie si¢ o stopien doktora habilitowanego, podsumowatam

moja aktywnos$¢ naukowa.
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