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1. Imie i nazwisko
Dariusz Stegpinski

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe
Tytut zawodowy magistra

1992 r. — Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydzial Matematyki, Fizyki
I Chemii, Kierunek: Chemia (mgr chemii, specjalnos¢ — biochemia).

Stopien doktora

2000 r. — Uniwersytet £.odzki, Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi, Kierunek: Biologia
(doktor nauk biologicznych w zakresie biologii, specjalnos¢ — cytofizjologia).

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w placéwkach naukowych
2001 r.-obecnie — Uniwersytet £.0dzki, Katedra Cytofizjologii, adiunkt,
2000 r. (pazdz.)-2000 r. (grudz.) — Uniwersytet £.6dzki, Katedra Cytofizjologii, asystent,

1999 r.-2001 r. — Uniwersytet L.odzki, Katedra Cytofizjologii, starszy referent (stanowisko
naukowo-techniczne; niepelny wymiar godzin),

1995 r.-2000 r. — Uniwersytet £.0dzki, Stacjonarne Studium Doktoranckie Fizjologiczno-
Mikrobiologiczne, doktorant.

4. Wskazanie osiggniecia 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.)

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

,Morfologiczna i cytochemiczna analiza jaderek w komérkach merysteméw
korzeniowych siewek Glycine max poddanych dzialaniu stresu chlodu (10 °C) oraz
podczas przywrocenia optymalnej temperatury wzrostu (25 °C)”, cykl publikacji.

4.2. Wykaz autorskich publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

1. Stepinski D (2008) Nucleolar vacuolation in soybean root meristematic cell during
recovery after chilling. Biologia Plantarum 52 (3): 507-512.

2. Stepinski D (2009) Immunodetection of nucleolar proteins and ultrastructure of
nucleoli of soybean root meristematic cells treated with chilling stress and after
recovery. Protoplasma 235: 77-89.

3. Stepinski D (2010) Organization of the nucleoli of soybean root meristematic cells at
different states of their activity. Micron 41: 283-288.
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4. Stepinski D (2012) Immunofluorescent localization of ubiquitin and proteasomes in
nucleolar vacuoles of soybean root meristematic cells. European Journal of
Histochemistry 56: 71-77.

5. Stepinski D (2012) Nucleolin level in plant root meristematic cells under chilling
stress and recovery. Micron 43: 870-875.

6. Stepinski D (2012) Levels of DNA methylation and histone methylation and
acetylation change in root tip cells of soybean seedlings grown at different
temperatures. Plant Physiology and Biochemistry 61: 9-17.

7. Stepinski D (2012) Nucleolar chromatin organization at different activities of soybean
root meristematic cell nucleoli. Protoplasma DOI 10.1007/s00709-012-0456-9

Tab. 1. Wskazniki Impact Factor (podano wartosci wskaznikéw IF dla czasopism z roku wydania publikacji,
biezacy — z 2011r. oraz 5-letni), punkty MNiSW (podano warto$ci dla czasopism z roku wydania publikacji
oraz biezace — z 2012 r.) oraz liczba cytowan (na podstawie bazy Web of Science ze stycznia 2013 r.)
publikacji stanowiacych gléwne osiagniecie naukowe.

Wskaznik IF Punkty MNiSW
Nr Z roku Z roku Liczba
publikacji wydania Biezacy 5-letni wydania Biezace cytowan
publikacji publikacji
1 1,426 1,974 1,787 20 25 4
2 1,523 1,922 1,757 20 20 2
3 1,649 1,527 1,683 27 20 3
4 1,688 1,688 1,407 15 15 0
5 1,527 1,527 1,683 20 20 0
6 2,838 2,838 3,023 35 35 0
7 1,922 1,922 1,757 20 20 0
Suma 12,573 13,398 13,097 157 155 9
4.3. Omoéwienie celu naukowego powyzszych prac i osiggnietych wynikéw
Wstep
Jaderka sa najwickszymi i najlepiej widocznymi w mikroskopie $wietlnym

i elektronowym substrukturami wystepujacymi w jadrach interfazowych prawie wszystkich
komorek eukariotycznych. Nie sg one ograniczone zadng btong (Mao i wsp. 2011).

Jaderka powstaja na bazie aktywnych genoéw rybosomalnych, znajdujacych sie
w przewezeniach wtérnych chromosoméw jaderkotworczych, zwanych organizatorami
jaderkowymi (Roussel i wsp. 1996) i produktéw tych genéw, tj. transkryptow wytwarzanych
przez polimeraz¢ I RNA, a takze czynnikéw transkrypcyjnych oraz elementow bioracych
udzial w dojrzewaniu pre-rybosomalnego RNA, w tym biatek jaderkowych (Mélese i Xue 1995).

Nie wszystkie geny rDNA w genomie sg aktywne transkrypcyjnie (Grummt i Pikaard
2003). Czgs¢ genow rDNA, ktora nie ulega transkrypcji, pozostaje w stanie nieaktywnym
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w postaci chromatyny skondensowanej, najczeSciej jako heterochromatyna wokoétjaderkowa
(perinukleolarna) (Motte i wsp. 1991; Huang i wsp. 2006).

Z morfologicznego punktu widzenia jaderko ro$linne zbudowane jest z nast¢pujacych
sktadnikow ultrastrukturalnych: 1) centréw wioknistych (FC — Fibrillar Centre),
zawierajacych aktywne i nieaktywne geny rDNA oraz czynniki transkrypcyjne, 2) gestego
sktadnika wioknistego (DFC — Dense Fibrillar Component), w ktorym nastepuje dojrzewanie
pre-rRNA; wedlug wielu badaczy, najprawdopodobniej na granicy tych dwoch sktadnikow
odbywa sie transkrypcja rDNA (De Carcer i Medina 1999); 3) sktadnika ziarnistego (GC —
Granular Component), stanowigcego m.in. granule rybonukleoproteinowe w postaci
podjednostek rybosomowych oraz 4) wakuol jaderkowych, pojawiajacych sie w jaderkach
o zwigkszonej aktywno$ci metabolicznej (Risuefio i wsp. 1982).

Jaderka sg strukturami niezwykle dynamicznymi. Rozpadaja si¢ i odtwarzaja w cyklu
komoérkowym  (Hernandez-Verdun  2006), reaguja na wszelkie zmiany fizjologiczne
i $rodowiskowe (Sato i Yamada 1996; Baranova i wsp. 2011). Ponadto, migdzy jaderkiem
a nukleoplazmg pozajaderkowa nastepuje intensywna wymiana sktadnikéw (Lam i wsp. 2007).

Gltowng funkcja jaderek jest produkcja podjednostek rybosomowych. Na ten proces
sktadajg si¢: transkrypcja rybosomalnego DNA, obrobka pre-rybosomalnego RNA
(processing) oraz sktadanie matej i duzej podjednostki rybosomowej, w sktad ktorych
wchodzg odpowiednie rodzaje rRNA oraz bialka rybosomowe. Gotowe podjednostki
rybosomowe zostajg wyeksportowane z jaderek, poprzez nukleoplazme, do cytoplazmy (Leary
i Huang 2001; Raska i wsp. 2004). Wydajno$¢ biosyntezy rybosomow skorelowana jest
z aktywnoscig proliferacyjng komorek, tempem ich wzrostu i aktywnoscia metaboliczna
(Donati i wsp. 2012).

W ciggu ostatnich lat dowiedziono, ze jaderka biorg rowniez udzial w wielu innych,
waznych procesach komoérkowych takich jak: regulacja cyklu komorkowego (Cockell i Gasser
1999), kontrola starzenia komorkowego (Boisvert i wsp. 2007), regulacja supresji i aktywnosci
nowotworowej (Derenzini i wsp. 1998) oraz reakcja na infekcje wirusowe (Sirri i wsp. 2008).
Jaderka stanowig takze osrodki sensoryczne stresow komorkowych i koordynujg odpowiedz
na stres (Olson 2004; Boulon i wsp. 2010) oraz petnig inne, dodatkowe funkcje (Pederson 1998; Olson
i wsp. 2002).

Wrazliwo$¢ jaderek na czynniki biotyczne i abiotyczne objawia si¢ zmianami w ich
budowie morfologicznej oraz w zawartosci niektorych komponentdéw jaderkowych, dzigki

czemu struktury te moga stanowi¢ wskaznik niektorych standw patologicznych.
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Z cytologicznego punktu widzenia, jaderka sg strukturami dobrze widocznymi w mikroskopie
swietlnym po zastosowaniu prostych metod cytochemicznych, za pomocg ktérych mozna
okresli¢ stan funkcjonalny jaderek 1 komoérek. W zwigzku z waznymi funkcjami petnionymi
przez jaderka, istotne wydaje si¢ prowadzenie badan tych organelli na poziomie réznych
dyscyplin biologiczno-medycznych, w tym na poziomie cytologicznym i biochemicznym.

Jednym z zagadnien mojej rozprawy doktorskiej byta morfologiczno-fizjologiczna
charakterystyka zmian w jaderkach komorek merystematycznych korzeni soi podczas stresu
wywotanego chtodem (10 °C). Wyniki tych badan ujawnily wyrazne ultrastrukturalne réznice
W jaderkach ro$lin eksponowanych na chiéd, w stosunku do jaderek roslin hodowanych
w warunkach optymalnych dla wzrostu i rozwoju soi (25 °C). Wraz ze zmianami
morfologicznymi jaderek obserwowano znacznie obnizonag ich aktywno$¢ metaboliczng
w roslinach traktowanych chlodem, wyrazajaca si¢ bardzo zredukowang intensywnoscig
wlaczania radioaktywnego prekursora transkrypcji, *H-urydyny, do komorek, w tym do
jaderek, w pordwnaniu z wilaczaniem izotopu do komorek roslin kontrolnych (Stepinski
i Kwiatkowska 2003; Stepifiski 2004).

Uzyskanie interesujacych wynikow dotyczacych jaderek u soi oraz unikatowa rola
tych struktur w komoérkach eukariotycznych byly impulsem do kontynuowania badan tej

subdomeny jadrowej w ramach niniejszej rozprawy habilitacyjnej.

Obiekt badawczy

Soja to roslina o wielkim znaczeniu gospodarczym na $wiecie. Jest ona istotnym
zrédlem bialka i thuszczu wykorzystywanych przez cztowieka jako pozywienie oraz pasza dla
zwierzat. Jest to gatunek pochodzacy ze strefy klimatu subtropikalnego. Dlatego tez, wydaja
si¢ interesujgce badania rosliny wrazliwej na chléd w przedstawionym ponizej ukladzie
eksperymentalnym.

Materiat roslinny do badan stanowity siewki soi [Glycine max (L.) Merr.], odmiana
Aldana. Do eksperymentow wykorzystywano wierzchotkowe czgsci korzeni. Analizy
prowadzono na komoérkach i jaderkach pochodzacych ze stref merystematycznych korzeni.
Jaderka soi sa dogodnym obiektem badan tych struktur, gdyz jadra komodrkowe posiadaja
tylko po jednym, duzym jaderku.
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Uktad eksperymentalny

Wszystkie  badania  zostalty  przeprowadzone w  podobnych  uktadach
eksperymentalnych z niewielkimi modyfikacjami.

Nasiona soi kietkowano 3 dni w temperaturze optymalnej dla wzrostu i rozwoju soi, tj.
25 °C. Takie 3-dniowe siewki stanowity material kontrolny. Nast¢pnie 3-dniowe siewki
przenoszono do temperatury 10 °C na 4 dni. Te siewki stanowity materiat poddany stresowi
chtodu. Po 4-dniowym chtodzeniu, siewki przenoszono z powrotem do temperatury

optymalnej, 25 °C, na 24 godz. Takie rosliny okreslano jako materiat regenerowany.

Skrécony opis wynikow

Zaobserwowanie we wczesniejszych badaniach wyraznych zmian w ultrastrukturze
jaderek po dziataniu chiodu i po regeneracji siewek soi w poréwnaniu z jaderkami roslin
kontrolnych, zainspirowato mnie do podj¢cia precyzyjnej analizy sktadnikow
morfologicznych jaderek w komorkach merystemow wierzchotkowych korzeni soi
w przedstawionym uktadzie eksperymentalnym. Celem pracy byly morfometryczne badania
wielkosci oraz liczby poszczegolnych substruktur jaderkowych, tj. centrow wtoknistych (FC)
oraz gestego sktadnika wioknistego (DFC), w ktorych odbywaja si¢ kolejne etapy biosyntezy
rybosomow, tj. transkrypcja pre-rRNA oraz jego potranskrypcyjna obrobka (Huang 2002).
Analizy prowadzitem na obrazach mikroskopowoelektronowych przekrojow jaderek.
Najwigksza liczbe¢ FC oraz liczbe charakterystycznych domen odpowiadajacych osobnym
obszarom DFC obserwowalem w jaderkach rodlin regenerowanych, tj. w jaderkach
wykazujagcych najwyzsza aktywnos$¢ transkrypcyjng, mierzong intensywnoscig wiaczania
radioaktywnego prekursora transkrypcji, *H-urydyny, natomiast najmniejsza liczbe tych
substruktur — w jaderkach ro$lin poddanych stresowi chitodu, tj. w jaderkach
o0 najnizszej aktywnosci transkrypcyjnej. Ponadto, najwicksza powierzchni¢ FC przypadajaca
na jaderko obserwowatem w ro$linach regenerowanych, a najmniejsza — W roslinach
chtodzonych. W przypadku DFC sytuacja byta odwrotna — najwigkszg powierzchnie
obserwowalem w jaderkach roslin chtodzonych, a najmniejsza w jaderkach roslin kontrolnych
I regenerowanych. Mozna by si¢ spodziewa¢, ze w jaderkach roslin chtodzonych obszar
zajmowany przez DFC bedzie najmniejszy, skoro sg to jaderka mato aktywne, natomiast
w jaderkach ro$lin regenerowanych — bedzie to obszar najwickszy z powodu wysokiej

aktywnos$ci jaderek. Odwrotne rezultaty wynikaja z faktu, iz jaderka ro$lin poddanych
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stresowi chlodu powickszaja si¢, natomiast jaderka roslin regenerowanych posiadaja
dodatkowo duze wakuole jaderkowe, wptywajace na zmniejszenie powierzchni pozostatych
sktadnikow morfologicznych jaderka.

Wedtug ogdlnego pogladu, w aktywnie transkrybujacych jaderkach ro$linnych
wystepuja liczne FC o matych rozmiarach, natomiast w jaderkach mato aktywnych —
nieliczne 1 duze FC (Medina i wsp. 1983; Risuefio i wsp. 1982). W przypadku jaderek soi zawsze
obserwowalem podobng wielkos¢ FC, bez wzgledu na to, z ktdorego wariantu pochodzity
ro§liny. Odnotowalem natomiast réznice w liczbie FC w jaderkach z poszczegdlnych
wariantow eksperymentalnych, zgodng z przyjetym pogladem. W literaturze opisano gatunki
roslin, ktore roznig sie typem FC odbiegajacym od ogoélnego schematu, np. u pomidora
(Moreno Diaz de la Espina i wsp. 1992), czy buraka cukrowego (Acevedo i wsp. 1998) wystepuje jeden
typ FC, bez wzgledu na aktywno$¢ transkrypcyjng jaderek.

Uzyskane wyniki $wiadczg o dynamicznych zmianach zachodzacych w strukturze
jaderek i ich subkompartmentow w odpowiedzi na zmiany temperatury hodowli roslin soi.
Ponadto, badania te potwierdzajg poglad o wystgpowaniu cech morfologicznych gatunkowo
specyficznych. Mozna rowniez uznaé, ze liczba FC oraz liczba DFC moga by¢ wskaznikiem

aktywnosci transkrypcyjnej jaderek u roslin [p. 4.2. (3.)].

Funkcjonowanie jaderek, w tym produkcja rybosomoéw, wymaga wielu czynnikow,
m.in. charakterystycznych biatek jaderkowych. Fibrylaryna, nukleofosmina (biatko B23) oraz
nukleolina nalezg do kluczowych bialek jaderkowych, bioracych udziat w réznych etapach
biosyntezy rybosoméw, w tym transkrypcji genow rRNA i obrobece potranskrypcyjnej pre-
rRNA (Savkur i Olson 1998; Shaw i wsp. 1998; Ginisty i wsp. 1999). W zwigzku ze zrdéznicowang
aktywnoscig transkrypcyjng jaderek w odmiennych warunkach temperaturowych niniejszego
modelu eksperymentalnego, kolejnym etapem badan bylo sprawdzenie poziomu tych bialek
w jaderkach soi.

Metoda mikroskopii fluorescencyjnej, z zastosowaniem przeciwcial rozpoznajacych
fibrylaryne 1 nukleofosming, zbadatem ich lokalizacje i posrednio poziom w jaderkach
komorek wierzchotkow korzeni soi. Zaré6wno liczba 1 sumaryczna wielko§¢ domen
wykazujacych fluorescencje oraz intensywno$¢ fluorescencji moga by¢ wskaznikiem
wzglednego poziomu danego biatka w jaderku. Sygnaly immunofluorescencyjne dla obu
badanych biatek skupiaty si¢ w okraglych domenach na terenie jaderek. Te okragle obszary

odpowiadaty najprawdopodobniej DFC. W przypadku nukleofosminy obszary te byty nieco
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wigksze, niz dla fibrylaryny, jako ze nukleofosmina wyst¢puje dodatkowo w skladniku
ziarnistym jaderka (Spector i wsp. 1984), a fibrylaryna jest markerem tylko DFC (Kalmarova i wsp.
2007). Na kazde jaderko przypadato po kilka takich domen, rozdzielonych waskimi obszarami
pozbawionymi fluorescencji. Liczba tych domen i intensywno$¢ fluorescencji roznity sie
w  poszczegdlnych  wariantach  eksperymentalnych.  Najwigkszg liczbe  domen
i 0 najintensywniejszej fluorescencji obserwowatem w jaderkach roslin regenerowanych,
najmniejszg liczbe 1 o najstabszej fluorescencji — w jaderkach roslin poddanych dziataniu
chlodu. Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna wnioskowaé, ze najwigksza zawartos¢
zarodwno fibrylaryny, jak i nukleofosminy znajdowata si¢ w jaderkach roslin regenerowanych,
a najmniejsza — w jaderkach roslin poddanych stresowi chtodu.

Lokalizacj¢ 1 wzgledny poziom nukleoliny zbadalem technikag immunoztota
koloidalnego z zastosowaniem mikroskopii elektronowej. Specyficznos¢ uzytego
przeciwciala wzgledem nukleoliny potwierdzilem metoda Western blot. Najwigksza gestosé
wyznakowania, tj. liczbg ziaren ztota przypadajaca na jednostke powierzchni, obserwowatem
w jaderkach roslin regenerowanych, najmniejsza — w jaderkach ro$lin chtodzonych.
Poszczegdlne substruktury jaderek byly wyznakowane 2z rdzng intensywnoscia.
Najintensywniej byla wyznakowana granica migdzy FC a DFC, obszar, ktory uwaza si¢ za
najbardziej prawdopodobne miejsce transkrypcji rDNA i wczesnej obrobki pre-rRNA
(Gonzalez-Melendi i wsp. 2001). Obszarami o coraz stabszym wyznakowaniu byly odpowiednio
DFC, FC i GC. Nalezy zwroci¢ uwageg, ze zostaly zachowane proporcjonalne roznice
w intensywnosci wyznakowania tych obszaréw pomiedzy poszczegdlnymi wariantami
eksperymentalnymi. Najwicksze wyznakowanie tych regionéow bylo w jaderkach roslin
regenerowanych, najmniejsze — w jaderkach ro$lin poddanych stresowi chtodu, adekwatnie do
ich aktywnosci transkrypcyjne;.

Badania prowadzone w innych uktadach i obiektach eksperymentalnych wskazuja na
zachowanie zgodnosci miedzy zawarto$cig bialek jaderkowych i aktywno$cig funkcjonalng
jaderek. Ekspozycja komorek drozdzy na niska temperature powodowata obnizenie poziomu
mRNA kodujacego fibrylaryne, a w konsekwencji poziomu samego biatka (Girard i wsp. 1993).
Obnizony poziom fibrylaryny i homologu nukleoliny obserwowano w strefie FC-DFC i DFC
jaderek rzezuchy w warunkach stresu obnizonej grawitacji, co skutkowato uposledzeniem
aktywnosci jaderek (Sobol i wsp. 2006).

Rezultaty niniejszych badan §wiadcza o tym, ze w komorkach soi istnieje pozytywna

korelacja miedzy poziomem fibrylaryny, nukleofosminy i nukleoliny a aktywnoscia
8
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transkrypcyjng jaderek. Prawdopodobnie zawarto$¢ tych biatek jaderkowych jest raczej
regulowana poprzez syntez¢ de novo i degradacj¢, w zalezno$ci od potrzeb, tj. aktywnos$ci
transkrypcyjnej, a nie poprzez przemieszczanie si¢ ich miedzy poszczegdlnymi obszarami
jaderka. Wydaje si¢, ze zawarto$¢ badanych biatek jaderkowych, w niniejszym przypadku
mierzona liczbg domen immunofluorescencyjnych uzyskanych po zastosowaniu przeciwciat
skierowanych przeciwko fibrylarynie i nukleofosminie, jak tez liczbg ziaren zlota
sprz¢zonych z przeciwcialem wzgledem nukleoliny, moze rowniez by¢ wskaznikiem

aktywnosci jaderek [p. 4.2. (2.); p. 4.2. (5.)].

W komorkach eukariotycznych geny rybosomalne (rDNA) wystepuja pod postacig
euchromatyny, jako geny aktywne transkrypcyjnie, a nieaktywna cze$¢ genow rRNA — jako
chromatyna skondensowana, zlokalizowana wokoét jaderek oraz w centrach wildknistych
(Risuefio i wsp. 1982; Motte i wsp. 1988). Uwaza si¢, ze nie ulegajace transkrypcji geny rRNA
ulokowane w centrach wtoknistych (FC) moga zosta¢ aktywowane w sytuacji zwigkszonej
aktywnosci metabolicznej komoérek lub aktywne w danym momencie geny rybosomalne
moga by¢ wylaczone z aktywno$ci transkrypcyjnej w warunkach zmniejSzonego
zapotrzebowania na rybosomy (Risuefio i wsp. 1982). Stad kolejnym celem pracy bylo
sprawdzenie czy wraz ze zmiang aktywnosci transkrypcyjnej jaderek zmienia si¢ zawarto$¢
skondensowanej chromatyny w jaderkach komorek merystematycznych korzeni soi roslin
chtodzonych, regenerowanych oraz kontrolnych, co sugerowatoby mozliwos$¢ regulacji
zawartosci chromatyny aktywnej i1 nieaktywnej transkrypcyjnie.

Do zrealizowania tego zadania wykorzystatem metode NAMA-Ur (sodium hydroxide
methylation-acetylation plus uranyl acetate) ujawniajaca chromatyne jadrowa w mikroskopie
elektronowym (Testillano i wsp. 1991). Wzgledng zawartos¢ skondensowanej chromatyny
oszacowatem na podstawie pomiaréw powierzchni skondensowanej chromatyny widocznej
na przekrojach jaderek. Chromatyna ta byta gtoéwnie zlokalizowana w FC. Pomiary wykazaty,
ze chromatyna skondensowana, znajdujaca si¢ w jaderkach roslin poddanych stresowi chtodu
zajmowala najwieksza sumaryczng powierzchnig, natomiast najmniejszg — w jaderkach roslin
regenerowanych.

Zmiany zawarto$ci skondensowanej chromatyny obserwowano takze u innych
gatunkow roslin poddanych réZznym czynnikom stresowym. W warunkach niedotlenienia
w jaderkach bobiku (Yamada i Sato 1996) oraz podczas inaktywacji jaderek grochu chtodem

(Mineur i wsp. 1998) obserwowano tworzenie si¢ skondensowanej chromatyny w FC. Natomiast
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wraz ze wzrostem aktywnoS$ci transkrypcyjnej jaderek obserwowano stopniowa dyspersje
chromatyny znajdujacej sie w FC, przechodzacej ze stanu nieaktywnego w stan
transkrypcyjnie aktywny (Highet i wsp. 1993). Uwaza si¢, ze skondensowana chromatyna
rybosomalna zlokalizowana w FC moze stanowi¢ rezerwuar genéw rRNA aktywowanych
podczas zwigkszonego zapotrzebowania na rybosomy (Risuefio i wsp. 1982).

Uzyskany wynik sugeruje, ze rowniez w jagderkach komorek soi zawarto$¢ chromatyny
skondensowanej moze si¢ zmienia¢ w zaleznosci od ich aktywnosci transkrypcyjnej. Ponadto,
taki rezultat wskazuje, ze liczba aktywnych genow rRNA moze by¢ regulowana w zalezno$ci
od zapotrzebowania na maszyneri¢ produkujaca biatka — rybosomy. Mniejsza liczba
aktywnych genow rRNA funkcjonowataby podczas stresu spowodowanego chtodem, gdy
metabolizm jest spowolniony, natomiast wigksza liczba aktywnych genow — podczas

regeneracji, gdy organizm dazy do nadrobienia strat spowodowanych stresem [p. 4.2. (7.)].

Waznym potwierdzeniem wyniku przedstawionego powyzej, wskazujacym na to, ze
zawarto$¢ chromatyny luznej i skondensowanej moze si¢ zmienia¢ w komorkach soi, byly
badania immunofluorescencyjne z uzyciem przeciwciat rozpoznajacych markery chromatyny
aktywnej transkrypcyjnie - euchromatyny i nieaktywnej - heterochromatyny (Struhl 1998;
Lawrence i wsp. 2004; Roudier i wsp. 2009). Do zrealizowania tego celu badawczego uzylem
przeciwcial skierowanych przeciwko metylowanej cytozynie w DNA oraz przeciwcial
wzgledem odpowiednio zmodyfikowanych histonow. Wykonatem poréwnawcze pomiary
intensywnos$ci immunofluorescencji w jadrach komorek wierzchotow korzeni w trzech
wariantach eksperymentalnych: podczas stresu chtodu, podczas regeneracji i w roslinach
kontrolnych. Ponadto, wykonalem pomiary wielkosci chromocentrow, tj. grudek
heterochromatynowych w jadrach komorek wierzchotéw korzeni soi w powyzszym uktadzie
eksperymentalnym.

Najintensywniejsza fluorescencje markerow euchromatyny, tj. H3K4met3 (potrdjnie
metylowana lizyna 4. w histonie H3), H4K12acetyl (acetylowana lizyna 12. w histonie H4),
H3K9acetyl (acetylowana lizyna 9. w histonie H3) oraz najstabszg immunofluorescencj¢ dla
metylowanego DNA obserwowatem w jadrach komorek roslin poddanych regeneracji po
stresie chtodu, tj. w komorkach o zwigkszonej aktywno$ci metabolicznej. Odwrotna zalezno$¢
wystepowata w przypadku ro$lin chlodzonych — tu odnotowalem najnizszag wartos$¢
intensywnos$ci fluorescencji dla tych markerow, natomiast najwyzsza wartos¢ - dla

metylowanego DNA.
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W  przypadku markeréw nieaktywnej transkrypcyjnie heterochromatyny, tj.
metylowanego DNA oraz H3K9met2 (podwodjnie metylowana lizyna 9. w histonie H3),
najintensywniejszg immunofluorescencjg charakteryzowaty sie jadra roslin chtodzonych,
a najnizsza — jadra roslin poddanych regeneracji.

Liczba chromocentréw byta identyczna we wszystkich jadrach ros$lin w trzech
wariantach eksperymentalnych, natomiast wystepowaly zmiany ich wielkosci. Ogolnie —
najmniejsze chromocentry obserwowatem w jadrach komorek ro$lin regenerowanych,
najwigksze — w jadrach roslin chtodzonych.

Ponadto, w celu potwierdzenia wyniku wskazujacego na to, ze w jadrach komorek soi
moga zachodzi¢ zmiany w modyfikacji DNA oraz histonow, zastosowatem inhibitor metylacji
DNA (5-aza-deoxycytydyne) oraz inhibitor deacetylacji histonéw (maslan sodu, NaBu).
Obserwowatem oczekiwane zmiany intensywnosci fluorescencji jader w ro$linach
traktowanych inhibitorami po zastosowaniu przeciwcial do metylowanego DNA oraz do
acetylowanych histonéw w stosunku do intensywnosci fluorescencji jader ro$lin nie
poddanych dziataniu inhibitorow. Odpowiednie zmiany intensywnos$ci fluorescencji po
potraktowaniu siewek powyzszymi inhibitorami obserwowalem rowniez w typowym dla
moich badan uktadzie eksperymentalnym, tj. podczas stresu i podczas regeneracji, ktore
dodatkowo wplywaly na zmiany intensywnosci fluorescencji jader.

Epigenetyczne modyfikacje chromatyny w odpowiedzi na stres obserwowano réwniez
u innych gatunkow roslin (Boyko i Kovalchuk 2008), w tym modyfikacje histonow 1 zmiany
w poziomie metylacji DNA, jako reakcja na czynniki biotyczne (van den Burg i Takken 2009) oraz
abiotyczne (Kravets i wsp. 2010; Granot i wsp. 2009), w tym na chtéd w procesie wernalizacji (Sung
i Amasino 2004) i aklimatyzacji (zhu i wsp. 2008). Uwaza sie, ze modyfikacje histonow i zmiany
poziomu metylacji DNA przyczyniaja si¢ do modulacji aktywnosci transkrypcyjnej genow
poprzez zmiany struktury chromatyny (Johnson i wsp. 2002; Reyes i wsp. 2002), W tym chromatyny
rybosomalnej (Ellis i wsp. 1989).

Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz danych literaturowych mozna potwierdzi¢
wniosek, ze chromatyna jadrowa w komodrkach soi moze ulega¢ zmianom strukturalnym
(remodelingowi) w zalezno$ci od warunkéw fizjologiczno-srodowiskowych, co wptywa na
zmiany kondensacji chromatyny, tj. na zawarto$¢ chromatyny luznej i zwartej, CO

w konsekwencji moze skutkowa¢ aktywacja lub represja genow, w tym genéw rRNA
[p. 4.2. (6.)].
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Interesujacym obszarem w jaderkach komorek merystematycznych korzeni soi wydaja
si¢ by¢ wakuole jaderkowe. Sg to domeny charakterystyczne dla roslin, rzadko pojawiajg si¢
w jaderkach zwierzecych. Wakuole te tworzg si¢ w jaderkach aktywnych (Moreno-Diaz de la
Espina i wsp. 1980), najprawdopodobniej na skutek intensywnego eksportu podjednostek
rybosomowych do cytoplazmy, stad najwigcej ich obserwowatlem w jaderkach roslin
poddanych regeneracji po stresie chtodu. Celem badan byto przesledzenie powstawania tych
domen w jaderkach roslin regencrowanych. Wyniki badan wykazaty, ze tworzg si¢ one od
pierwszych godzin regeneracji, najpierw jako mate wakuole w liczbie od jednej do kilku
w jaderku. W miar¢ uptywu czasu regeneracji stopniowo powigkszaja si¢ i ulegaja fuzji. Po
24 godzinach regeneracji w 40% jaderek obserwowatem juz tylko pojedyncze, duze,
centralnie potozone wakuole, podczas gdy w komoérkach roslin kontrolnych bylo ok. 18%
zwakuolizowanych jaderek, natomiast w komoérkach roslin chtodzonych - tylko 5%.
Rownolegle, w analogicznym uktadzie eksperymentalnym, przeprowadzitem badania
autoradiograficzne z uzyciem radioaktywnego prekursora transkrypcji, 3H-urydyny, stosujac
1) 20-min inkubacj¢ w izotopie oraz 2) 80-min post-inkubacje w Srodowisku
nieradioaktywnym. Badania wykazaty, ze podczas postinkubacji, w miar¢ uptywu czasu
regeneracji, gdy pojawialo si¢ coraz wigcej zwakuolizowanych jaderek z coraz wigkszymi
wakuolami, znacznie bardziej wzrastalo wyznakowanie cytoplazmy niz jaderek,
w porownaniu z wyznakowaniem tych regionow podczas inkubacji w izotopie. Taki wynik
swiadczy o intensywnym transporcie wyznakowanych podjednostek rybosomowych z jaderka
do cytoplazmy.

Funkcja wakuol jaderkowych nie zostala jednoznacznie okreslona. Prawdopodobnie
odgrywaja rozne role w zaleznosci od aktualnej sytuacji fizjologicznej komorek (Mineur i wsp.
1998). Sugeruje si¢, ze stanowig one mikrosrodowisko do aktywacji genéw rybosomalnych
(Deltour i wsp. 1986) oraz utatwiaja wymian¢ sktadnikéw, w tym rybonukleoprotein, mi¢dzy
jaderkiem a nukleoplazma (Moreno-Diaz de la Espina i wsp. 1980; Deltour i De Barsy 1985).

Uzyskany wynik zdaje si¢ potwierdza¢ powyzsza hipoteze¢ dotyczaca powstawania
wakuol jaderkowych oraz wskazuje, tak jak wczesniej przypuszczano, ze nowo powstajace
wakuole jaderkowe moga by¢ elementem wzmagajacym synteze i transport rRNA. Czestosé
wystepowania zwakuolizowanych jaderek w danej tkance lub organie 1 wielko$¢ wakuol
jaderkowych moga by¢ dodatkowym wskaznikiem aktywno$ci metabolicznej jaderek

roslinnych. Ponadto, jaderka u soi moga by¢ doskonalym modelem badawczym wakuol
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jaderkowych, ze wzgledu na tatwo$¢ ich "otrzymywania" oraz wzglednie duze rozmiary

[p. 4.2. (1)].

U roélin system ubikwityna-proteasom (UPS) bierze udziat w ochronie przed
patogenami (Devato i wsp. 2003), stresami abiotycznymi (Belknap i Garbarino 1996), W tym przed
szokiem termicznym (Ortiz i Cardemil 2001), uszkodzeniami, jak tez w procesach starzenia
(Bahrami i Gray 1999). Ponadto, ostatnio sugeruje si¢, ze UPS uczestniczy w prawidtowym
funkcjonowaniu jaderek, w tym w biogenezie rybosoméw u ssakow (Stavreva i wsp. 2007).
W jaderkach zlokalizowano ubikwitynowane czynniki biorgce udziat w dojrzewaniu pre-
rRNA (Shcherbik i Pestov 2010). Ponadto, gtéwne biatka jaderkowe, fibrylaryna i nukleofosmina
rowniez podlegaja ubikwitynacji (Chen i wsp. 2002; ltahana i wsp. 2003). Nie zidentyfikowano
natomiast proteasomow w jaderkach w normalnych, fizjologicznych warunkach (Rockel i wsp.
2005).

W S$wietle tych informacji postanowilem przeprowadzi¢ immunofluorescencyjne
badania lokalizacji ubikwityny i proteasoméw w komoérkach merysteméw wierzchotkowych
korzeni siewek soi. Wynik okazat si¢ zaskakujacy, nie odnotowany dotychczas, gdyz oprocz
zlokalizowania immunosygnatow w cytoplazmie i jadrze komorkowym, ich obecno$é
stwierdzono na terenie jaderek, a $cislej — tylko w wakuolach jaderkowych. Najwiekszy
odsetek jaderek z immunosygnatami zanotowatem w roslinach poddanych regeneracji, ktore
charakteryzujg si¢ intensywnym powstawaniem zwakuolizowanych jaderek.

Wynik ten sugeruje, ze UPS moze funkcjonowa¢ m.in. w jaderkach ro$lin
regenerowanych po stresie jako mechanizm degradacji biatek uszkodzonych podczas stresu,
nadmiaru bialek jaderkowych wyprodukowanych w jaderkach o zwigkszonej aktywnosci (Lam
i wsp. 2007) lub UPS moze przyczynia¢ si¢ do powigkszania si¢ wakuol jaderkowych poprzez
degradacj¢ biatek jaderkowych. Z drugiej strony wakuole jaderkowe moga shuzy¢ jako
miejsce magazynowania lub sekwestracji niektorych metabolitow czy komponentoéw (Costanzo
i wsp. 2011; Rose i wsp. 1972; Moreno-Diaz de la Espina i wsp. 1980), W tym proteasomow, ubikwityny
i ubikwitynowanych biatek, uwalnianych i wykorzystywanych w razie potrzeby. Badania te
beda kontynuowane z uzyciem inhibitoréw aktywnosci proteolitycznej proteasomow w celu
weryfikacji uzyskanych wynikow. Jak dotad, elementow systemu UPS nie obserwowano
w jaderkach roslinnych [p. 4.2. (4.)].
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Podsumowujac wyniki ze zrealizowanych celow mojej rozprawy habilitacyjnej, za

najwazniejsze osiggnigcia uwazam:

1. Scharakteryzowanie morfologicznych zmian, jakie zachodza w jaderkach komorek soi
podczas silnie zredukowanej oraz wzmozonej aktywnos$ci transkrypcyjnej jaderek,
spowodowanych obnizeniem temperatury hodowli ros$lin (stres chtodu) oraz po
przywrdceniu temperatury optymalnej wzrostu soi (regeneracja). Wykazanie, ze
ultrastrukturalne sktadniki jaderek soi zachowujg si¢ odmiennie, niz substruktury
jaderkowe innych gatunkéw ros$lin w jaderkach o =zrdznicowanej aktywnosci
transkrypcyjnej, $§wiadczac o gatunkowo specyficznych cechach domen jaderkowych.

Odmiennos¢ ta moze wynikac z faktu, iz soja jest rosling wrazliwg na chtéd.

2. Scharakteryzowanie morfologicznych i1 biatkowych czynnikéw jaderkowych, mogacych

stuzy¢ jako parametry do okreslania aktywno$ci metabolicznej jaderek.

3. Wykazanie, ze w jadrach komorek soi zachodzi remodeling chromatyny, jako odpowiedz
ros$liny na zmienne warunki temperaturowe hodowli, skutkujacy zmiang kondensacji
chromatyny, co moze stanowi¢ czynnik kontrolujacy liczbe aktywnych gendéw, w tym

genoéw rRNA.

4. Opisanie modelu powstawania wakuol jaderkowych w komorkach roslinnych, jako domen
petnigcych funkcje w magazynowaniu i sekwestracji niektorych metabolitow i czynnikow,

w tym elementdéw systemu ubikwityna-proteasom.

W mojej opinii przedstawione wyniki stanowig nowatorski wklad do badan
podstawowych, dotyczacych morfologii i funkcjonowania jaderek roslinnych, nie tylko
w odniesieniu do warunkow stresowych, ale 1 fizjologicznych. Zaprezentowany przeze mnie
uktad eksperymentalny jest oryginalny, doskonale nadajacy sie do badan porownawczych
dziatania wielu czynnikow w réznych obiektach biologicznych. Ponadto, jak dotad, jaderka,
tym bardziej soi, nie byty obiektem badawczym w aspekcie wrazliwosci na chtod i fakt taki
nie zostal odnotowany w literaturze, z wyjatkiem opublikowanych wcze$niej prac,

zawierajacych wyniki uzyskane w ramach mojej rozprawy doktorskiej.
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Powyzsze wyniki badan, stanowigce gléwne osiggnigcie naukowe postepowania
habilitacyjnego, przedstawilem na posiedzeniu Rady Instytutu Biologii Eksperymentalnej
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu L.odzkiego w dniu 8 stycznia 2013r.

Tezy te zostaly przyjete jednomyslnie poprzez glosowanie.
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5. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

(zgodnie z §4 Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 1 wrze$nia 2011 r. w sprawie
kryteriow oceny osiggni¢¢ osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego)

5.1. Dziatalnos$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Pomimo, iz jestem absolwentem kierunku chemia na Wydziale Matematyki, FizyKi

1 Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, to moje zainteresowania skupiaty si¢

wokot biologii. Dlatego tez, postanowitlem wykonywaé prace magisterska w Katedrze

Biochemii Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi tego samego uniwersytetu pod opieka prof. dr

hab. Michala Komoszynskiego. Tytul tej pracy brzmial: ,,Udziat enzymoéw hydrolitycznych

w regulacji poziomu wolnego IAA we wczesnych stadiach rozwojowych kukurydzy”.
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Przeprowadzenie badan potwierdzajacych enzymatycznie regulowany rozpad indolilo-3-
acetylo-mio-inozytolu (IAlnos) wydawato si¢ bardzo wazne z fizjologicznego punktu
widzenia, gdyz zarowno kwas indolilo-3-octowy (IAA), jak i inozytol peinig znaczaca funkcje
w metabolizmie komorek. IAA jest hormonem ro$linnym, natomiast inozytol wystepuje jako
wazny sktadnik bton biologicznych. Ponadto, wolny inozytol moze by¢ substratem do syntezy
fosforanow tego zwigzku, bedgcych waznymi przekaznikami informacji w komoérce. Dlatego
tez celem mojej pracy byla chemiczna synteza IAA-mio-inozytolu oraz zbadanie w jakich
cze$ciach roslin 1 w jakich warunkach zachodzi enzymatyczna hydroliza tego zwiazku.
Efektem tej pracy bylo 1) opracowanie wydajnej i stabilnej metody syntezy IAlnos, 2)
opracowanie metody iloSciowej 1 jakosciowej analizy [Alnos i produktéw jego hydrolizy
z zastosowaniem rozdzialu HPLC w odwréconej fazie, 3) wykazanie, ze w kielkach
i korzeniach kukurydzy zachodzi enzymatyczna hydroliza IAInos, natomiast w bielmie
I tarczkach zarodkowych — nie, 4) wykazanie, ze optimum pH hydrolizy IAlnos przez
ekstrakty z siewek kukurydzy jest zblizone do oboje¢tnego oraz 5) wykazanie, ze w pH > 8
zachodzi nieenzymatyczna hydroliza IAInos. Wyniki mojej pracy zostaty zaprezentowane na
Zjezdzie PTBioch [p. 7.2. (1.)].

Zainteresowania biologia eksperymentalng kontynuowalem w ramach Stacjonarnego
Studium Doktoranckiego Fizjologiczno-Mikrobiologicznego na Wydziale Biologii i Nauk
0 Ziemi Uniwersytetu Lodzkiego. W Katedrze Cytofizjologii, pod kierunkiem prof. dr hab.
Marii Kwiatkowskiej, prowadzitem fizjologiczno-morfologiczne badania nad wptywem stresu
chtodu na rozwdj siewek soi. Moja rozprawa doktorska dotyczyta kilku watkéw zwigzanych
z tym zagadnieniem i obejmowala: 1) fizjologiczny aspekt kietkowania nasion soi i wzrost
siewek w warunkach optymalnych 1 w chlodzie, 2) wplyw niskiej temperatury na cykl
komorkowy w komorkach merysteméw korzeni soi, 3) wplyw chlodu na proces
endoreplikacji jadrowego DNA we wtosnikach korzeniowych i w komoérkach z roznych stref
korzenia soi, 4) aspekt tworzenia brodawek korzeniowych w niskiej temperaturze oraz
5) jaderko i1 produkcje rybosoméw w warunkach stresu chtodu. Stad tytul mojej rozprawy
doktorskiej brzmiat: ,,Cytofizjologiczne obserwacje zmian spowodowanych dzialaniem
niskiej temperatury w korzeniach soi (Glycine max (L.) Merr., odm. Aldana)”.

Wyniki uzyskane z przeprowadzonych eksperymentéw upowaznity mnie do

sformutowania nastgpujacych, gtownych wnioskow:
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1)

2)

3)

4)

5)

dynamika syntezy DNA w merystemach wierzchotkowych korzeni soi jest bardziej
obnizona w warunkach szoku spowodowanego chtodem (3 godz. w 10 °C), niz po
4-dniowej aklimatyzacji w 10 °C, w wyniku ktorej nastepuje przystosowanie
mechanizmoéw odpowiedzialnych za replikacj¢ DNA do niskiej temperatury,
ograniczenie rozwoju systemu korzeniowego soi przyczyniajace si¢ do zmniejszenia
obszaru dostepu dla bakterii symbiotycznych oraz obnizony poziom zrdéznicowanej
endoreplikacji w jadrach komodrek kory korzenia 1 wiosnikow pod wplywem niskiej
temperatury, moze prowadzi¢ do zmniejszenia liczby gendw odpowiedzialnych za
ekspresje  sygnatow  warunkujacych oddziatywania symbiotyczne 1 proces
brodawkowania oraz moze stanowi¢ jeden z czynnikdw utrudniajacych rozwoj soi
w warunkach naszego klimatu,

4-dniowy stres chlodu obniza w wickszym stopniu tempo dojrzewania pre-rRNA
i transportu podjednostek rybosomowych do cytoplazmy, niz dynamike syntezy
rRNA, w rezultacie czego nastepuje gromadzenie si¢ rRNA w jaderku, przejawiajace
si¢ nietypowym dla jaderek mato aktywnych powigkszeniem si¢ tych organelli,
kumulowanie pre-rRNA w jaderkach roslin chtodzonych moze by¢ mechanizmem
zabezpieczajagcym pierwotne transkrypty przed degradacja przez RNaze, ktorej
aktywno$¢ wzrasta pod wptywem chiodu,

ultrastrukturalne zmiany jaderek spowodowane dzialaniem chitodu wskazuja, ze
zmniejszenie szybkoSci produkcji rybosomoOw przejawia si¢ zwigkszeniem ilosci
sktadnika ziarnistego jaderek; specyficzny uktad tych ziarnisto$ci, przypominajacy
skondensowane  kompleksy transkrypcyjne  (,,Christmas trees”), nasuwa
przypuszczenie, ze u soi sa to rybosomy in statu nascendi, podlegajace

kotranskrypcyjnemu dojrzewaniu w spowolnionym tempie,

6) badania autoradiograficzne i ultrastrukturalne dowodza, ze chtod (10 °C) nie powoduje

destrukcji aparatu odpowiedzialnego za produkcj¢ rybosomow, gdyz po przywrdceniu
temp. 25 °C procesy syntezy i dojrzewania pre-rRNA przebiegaja nawet z wyzsza
dynamika, niz przy stalym utrzymywaniu optymalnych warunkéw temperatury
hodowli soi (kontrola); przeniesienie siewek soi z chtodu do temperatury optymalne;j
prowadzi rownoczesnie do redukcji aktywno$ci rybonukleazy do poziomu

kontrolnego.
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Recenzentami mojej rozprawy doktorskiej byli: prof. dr hab. Krystyna Janas
z Uniwersytetu Lodzkiego oraz prof. dr hab. Witadystaw Golinowski ze Szkoly Gtownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Na wniosek recenzenta praca zostata nominowana

1 uzyskata wyrdznienie.

5.2. Dziatalnos$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora
5.2.1. Wykaz prac opublikowanych w recenzowanych czasopismach polskich

i zagranicznych
(ponizszy wykaz nie obejmuje prac stanowigcych gtdéwne osiggniecie naukowe)

5.2.1.1. Oryginalne prace eksperymentalne

1. Stepinski D (2002) Ribonuclease activity in roots of soybean seedlings subjected to
chilling stress and recovery. Acta Physiologiae Plantarum 24: 297-301.

2. Stepinski D, Kwiatkowska M (2003) Autoradiographic and ultrastructural studies of
the influence of chilling on soybean root meristem nucleoli. Acta Biologica
Cracoviensia, Series Botanica 45/2: 35-42.

3. Stepinski D (2003/2004) Effect of chilling on DNA endoreplication in root cortex
cells and root hairs of soybean seedlings. Biologia Plantarum 47(3): 333-339.

4. Stepinski D (2003) Effect of short- and long-lasting chilling on pre-rRNA synthesis
and transport in root meristematic cells of three soybean cultivars. Acta Societatis
Botanicorum Poloniae 72(4): 319-324.

5. Stepinski D (2004) Ultrastructural and autoradiographic studies of the role of
nucleolar vacuoles in soybean root meristem. Folia Histochemica et Cytobiologica
42(1): 45-49.

6. Poptonska K, Kwiatkowska M, Stepinski D, Gosek A, Wojtczak A (2004)
Immunocytochemical localization of ubiquitin and proteasome in spermatids during
spermiogenesis of Chara vulgaris (Charophyceae). European Journal of Phycology
39: 309-315.

7. Kwiatkowska M, Poptonska K, Kazmierczak A, Wojtczak A, Stepinski D, Gosek A,
Teodorczyk M (2004) Spermatid differentiation process in Chara vulgaris and Chara
tomentosa. International Research Group on Charophytes (IRGC) News 15: 8-9.

8. Kazmierczak A, Stepinski D (2005) GA; content in young and mature antheridia of
Chara tomentosa estimated by capillary electrophoresis. Folia Histochemica et
Cytobiologica 43: 65-67.

9. Kwiatkowska M, Poptonska K, Stepinski D (2005). Actin filaments connected with
microtubules of lipotubuloids that are cytoplasmic domain rich in lipid bodies and
microtubules. Protoplasma 226:163-167.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Kwiatkowska M, Poptonska K, Stepinski D, Hejnowicz Z (2006) Microtubules with
different diameter, protofilament number and protofilament spacing in Ornithogallum
umbellatum ovary epidermis cells. Folia Histochemica et Cytobiologica 44: 13-138.

Kwiatkowska M, Poptonska K, Kazmierczak A, Stepinski D, Rogala K, Polewczyk K
(2007) Role of DNA endoreduplication, lipotubuloids, and gibberellic acid in
epidermal cell growth during friut development of Ornithogalum umbellatum. Journal
of Experimental Botany 58(8): 2023-2031.

Kwiatkowska M, Stepinski D, Poptonska K (2009) Diameters of microtubules change
during rotation of the lipotubuloids of Ornithogalum umbellatum stipule epidermis as
a result of varying protofilament monomers sizes and distance between them. Cell
Biology International 33: 1245-1252.

Kwiatkowska M, Stepinski D, Poptonska K, Wojtczak A, Polit J. (2010) ,,Elaioplasts”
of Haemanthus albiflos are true lipotubuloids: cytoplasmic domains reach in lipid
bodies entwined by microtubules. Acta Physiologiae Plantarum 32: 1189-1196.

Kwiatkowska M, Stepinski D, Polit JT, Poptonska K, Wojtczak A. (2011)
Microtubule heterogeneity of Ornithogalum umbellatum ovary epidermal cells: non-
stable cortical microtubules and stable lipotubuloid microtubules. Folia Histochemica
et Cytobiologica 49(2): 285-290.

Kwiatkowska M, Stepinski D, Poptonska K, Wojtczask A, Polit JT (2011)
“Elaioplasts” identified as lipotubuloids in Althaea rosea, Funkia Sieboldiana and
Vanilla planifolia contain lipid bodies connected with microtubules. EM and
immunogold investigations. Acta Societatis Botanicorum Poloniae 80(3): 211-219.

16. Kwiatkowska M, Poptonska K, Polit JT, Wojtczak A, Stepinski D, Paszak KM (2011)

17.

18.

19.

Lipid bodies in lipotubuloids of Ornithogalum umbellatum ovary epidermis contain
diacylglycerol acyltransferase 2 (DGAT2) and lipase, incorporate “H-palmitic acid and
are connected with cuticle synthesis. Trends in Cell and Molecular Biology 6: 97-108.

Kwiatkowska M, Poptonska K, Wojtczak A, Stepinski D, Polit JT (2012) Lipid body
biogenesis and the role of microtubules in lipid synthesis in Ornithogalum umbellatum
lipotubuloids. Cell Biology International 36: 455-462.

Kwiatkowska M, Stepinski D, Poptonska K, Wojtczak A, Polit JT (2012) DGAT2
revealed by immunogold technique in Arabidopsis thaliana lipid bodies associated
with microtubules. Folia Histochemica et Cytobiologica 50(3): 427-431.

Kwiatkowska M, Polit JT, Poptonska K, Stepinski D, Wojtczak A (2013)
Immunogold method evidences that kinesin and myosin bind to and couple
microtubules and actin filaments in lipotubuloids of Ornithogalum umbellatum ovary
epidermis. Acta Physiologiae Plantarum. DOI: 10.1007/s11738-013-1235-8.
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5.2.1.2. Prace przeglagdowe

20. Kwiatkowska M, Poptonska K, Stepinski D, Wojtczak A. (2009) Lipotubuloidy —
domeny cytoplazmy bogate w kule lipidowe oplecione systemem mikrotubul, aktywne
w syntezie lipidow. Postepy Biologii Komorki 36: 331-341.

20a. Kwiatkowska M, Poptonska K, Stepinski D, Wojtczak A (2009) Lipotubuloids —
domains of cytoplasm rich in lipid bodies entwined by microtubule system, active
in lipid synthesis. Advances in Cell Biology Doi: 10.2478/v10052-009-0001-y.

5.2.1.3. Rozdziat w ksigzce

21. Kwiatkowska M, Poptonska K, Stepinski D, Wojtczak A, Polit JT, Paszak K (2012)
Lipotubuloids - structure and function; in Advances in Selected Plant Physiology
Aspects; ed. Montanaro G, Dichio B; Intech pp. 365-388.

Tab. 2. Wskazniki Impact Factor (podano wartosci wskaznikow IF dla czasopism z roku wydania publikacji,
biezacy — z 2011r. oraz 5-letni), punkty MNiSW (podano wartosci dla czasopism z roku wydania publikacji
oraz biezace — z 2012 r.) oraz liczba cytowan (na podstawie bazy Web of Science ze stycznia 2013 r.)
publikacji wydanych po uzyskaniu stopnia doktora (wykaz nie obejmuje prac stanowigcych glowne
osiggniecie naukowe).

Wskaznik IF Punkty MNiSW
Nr Z roku Z roku Liczba
publikacji wydania Biezacy 5-letni wydania Biezace cytowan
publikacji publikacji
1 0,446 1,639 1,533 20 25 2
2 0,205 0,565 0,796 13 20 7
3 0,744 1,974 1,787 20 25 0
4 0,338 0,360 0,476 0 15 0
5 0,789 0,807 1,245 10 15 7
6 2,506 1,828 2,193 32 30 2
7 0 0 0 2 2 0
8 0,789 0,807 1,245 10 15 1
9 1,573 1,922 1,757 20 20 7
10 0,897 0,807 1,245 10 15 4
11 3,917 5,364 5,480 24 45 10
12 1,800 1,482 1,610 13 15 4
13 1,344 1,639 1,533 20 25 3
14 0,807 0,807 1,245 13 15 2
15 0,360 0,360 0,476 13 20 1
16 0 0 0 2 2 0
17 1,482 1,482 1,600 15 15 0
18 0,807 0,807 1,245 15 15 0
19 1,639 1,639 1,533 25 25 0
20 0 0,073 0 9 15 0
2a 0 0 0 2 2 0
21 0 0 0 4 4 0
Suma 20,443 24,362 26,999 292 380 50
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5.2.1.4. Prace w redakcjach po pierwszych recenzjach

1. Kwiatkowska M, Wojtczak A, Poptonska K, Polit JT, Stepinski D, Dominguez D,
Heredia A. EM-immunogold research suggests that in Ornithogalum umbellatum
ovary epidermis synthesis of cutin takes place in lipotubuloids and is mediated by
cutinsomes. Planta.

5.3. Omowienie wynikéw i osiggnie¢ naukowych zawartych w powyiszych pracach
(tematycznie)

Wyniki uzyskane z badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej
stanowig cykl publikacji wydanych po uzyskaniu stopnia doktora w czasopismach z listy
filadelfijskiej. Wyniki zamieszczone w dwoch z tych publikacji [p. 5.2.1.1. (1.)] i [p. 5.2.1.1.
(2.)] zostaly w pelni uzyskane podczas wykonywania badan do rozprawy doktorskie;j.
Pozostale - uzupehitem o rezultaty uzyskane z eksperymentow prowadzonych po otrzymaniu
stopnia doktora.

Dodatkowe badania autoradiograficzne z uzyciem 3H-urydyny, wiaczanej do komoérek
korzeni siewek soi poddanych regeneracji po stresie chtodu w uktadzie eksperymentalnym
obejmujacym inkubacje w izotopie i postinkubacje w S$rodowisku nieradioaktywnym
wykonatem w celu sprawdzenia, czy radioaktywne czastki pojawia si¢ na terenie wakuol
jaderkowych. Obecnos¢ ziaren autoradiograficznych nad wakuolami jaderkowymi, glownie
podczas postinkubacji, moze wskazywaé na to, ze wakuole jaderkowe mogg intensyfikowac
transport podjednostek rybosomowych poza jaderko [p. 5.2.1.1. (5.)].

Uzupetniajagce badania z wuzyciem radioaktywnego prekursora syntezy DNA,
3H-tymidyny, przeprowadzitem na wtos$nikach korzeniowych siewek soi. Brak wlaczania tego
prekursora do wlosnikow w danej fazie ich rozwoju potwierdza wczesniejsze
cytofotometryczne badania zawartosci DNA wykazujagce, ze w jadrach komorek
wlo$nikowych mogla zaj$¢ zroznicowana replikacja DNA. Ponadto, analiza liczby 1 wielkosci
chromocentréw w komorkach miekiszowych kory korzeni siewek soi potwierdza obecnos$¢
w nich jader poliploidalnych [p. 5.2.1.1. (3.)].

Poréwnawcze badania autoradiograficzne z uzyciem *H-urydyny oraz morfometryczne
badania wielkosci jaderek trzech innych odmian soi poddanych dziataniu chtodu wykonatem
w celu oceny wrazliwosci tych odmian na niska, ale dodatnig temperature (10 °C). Uzyskane
wyniki wykazaly, ze wszystkie badane odmiany charakteryzuje podobna wrazliwo$¢ na temp.
10 °C, przynajmniej w odniesieniu do proceséw odpowiedzialnych za produkcje rybosomow

1 objawia si¢ znacznie obnizong intensywno$cig wilgczania radioaktywnego prekursora
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transkrypcji do komoérek merystematycznych korzeni soi oraz znacznie bardziej
uposledzonym transportem pre-rybosomow z jaderka do cytoplazmy. Stad obserwowano
wzrost wielkosci jaderek w komoérkach merysteméw korzeniowych réwniez u tych

wszystkich badanych odmianach soi w warunkach chtodu [p. 5.2.1.1. (4.)].

Réwnoczesnie uczestniczylem w zespotowych badaniach, prowadzonych w naszej
Katedrze od dwoch dekad, dotyczacych procesu spermiogenezy u dwoch gatunkow glonow
Chara vulgaris i Chara tomentosa (Kwiatkowska 1996). Badania te byly prowadzone m.in.
w ramach dwoch grantow KBN (Nr 6PO4C 053 17; Nr 3PO4C 033 25), w ktorych bratem
udziat jako gléwny wykonawca. Na podstawie obserwacji mikroskopowoelektronowych
u tych gatunkéw wyrdzniono dziesi¢¢ faz w procesie roznicowania spermatyd, podczas
ktérych zachodzity ultrastrukturalne zmiany zaréwno w cytoplazmie, jak i jadrze tych
komorek (Kwiatkowska i wsp. 2002). Interesujacym osiggnigciem tych badan byla
charakterystyka zmian chromatyny w kolejnych fazach spermiogenezy (Kwiatkowska i Poptonska
2002). Dowiedziono, ze w chromatynie w miar¢ postgpowania procesu spermiogenezy
zachodzi wymiana bialek histonowych na biatka typu protamin (Poptonska 2007).
Udowodniono, ze w procesie tym bierze udziat pozalizosomalna degradacja bialek, przy
udziale systemu ubikwityna-proteasom [p. 5.2.1.1. (6.)]. Ponadto, wykazano, ze kwas
giberelinowy bierze udziat w procesie rozwoju meskich organéw plciowych u obu gatunkéw
Chara [p. 5.2.1.1. (8.)]. Prace te ujawnily wielkie podobienstwo procesu rdéznicowania
spermatyd u badanych gatunkow glonow oraz zwierzat, w tym ludzi (Wojtczak i wsp. 2008)

[p.5.2.1.1. (7.)].

Bior¢ czynny wudzial w badaniach lipotubuloidéw, specyficznych struktur
wystepujacych w komorkach epidermy nadziemnych organdéw niektoérych gatunkoéw roslin.
Badania tych struktur zapoczatkowata prof. M. Kwiatkowska (Kwiatkowska 1972a, b). Wraz
z zespotem powr6cita do nich po 30 latach.

Struktury te wczesniej nazywano elajoplastami. Nowy termin — lipotubuloidy —
zaproponowano w celu odréznienia ich od plastydéw produkujacych tluszcze. Glownym
materiatem do naszych badan tych struktur jest epiderma zalgzni 1 przykwiatkéw $niedka
[Ornithogalum umbellatum]. Badania prowadzimy réwniez na innych ros$linach
zawierajacych lipotubuloidy: Althaea rosea, Funkia sieboldiana, Vanilla planifolia

[p. 5.2.1.1. (15.)] oraz Haemanthus albiflos [p. 5.2.1.1. (13.)]. U tych gatunkéw struktury te
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wykazujg wielkie podobienstwo do lipotubuloidow wystepujacych w komorkach epidermy
O. umbellatum.

Lipotubuloidy to unikatowe domeny cytoplazmy o wielkosci jader komorkowych,
zawierajace wielka liczbe kul lipidowych oplecionych systemem mikrotubul. Kazda kula
lipidowa w lipotubuloidzie ograniczona jest potowka blony elementarnej (half unit
membrane). Oprocz tego w lipotubuloidach znajdujg sie rybosomy, cysterny i pecherzyki
siateczki $rodplazmatycznej, mitochondria, struktury Golgiego, mikrociala oraz wakuole
autolityczne. Struktury te nie posiadaja wlasnej btony, lecz otoczone sa tonoplastem
(Kwiatkowska 1971a, b).

Lipotubuloidy sg strukturami dynamicznymi - poruszaja si¢ w komorce ruchem
prostoliniowym oraz obrotowym z r6zng predko$cig i w réznych kierunkach [p. 5.2.1.1.
(12.)]. WykazaliSmy, ze obrotowy ruch lipotubuloidoéw jest niezalezny od ruchu cytoplazmy,
powodowany mechanizmem motorycznym, mikrotubulami wraz z filamentami aktynowymi,
znajdujacymi sie wewnatrz nich. Te ostatnie struktury cytoszkieletu zidentyfikowali$my
w lipotubuloidach na podstawie analizy obrazéw mikroskopowoelektronowych [p. 5.2.1.1.
(9.)]. ZaobserwowaliSmy réwniez zmiany $rednic mikrotubul podczas ruchu lipotubuloidow.
Wykazalis$my, ze $rednice protofilamentéw budujacych mikrotubule oraz odleglosci miedzy
nimi réznig si¢ w mikrotubulach o réznych $rednicach widocznych na przekrojach
poprzecznych. Zmiany $rednicy mikrotubul w lipotubuloidach sa prawdopodobnie
spowodowane m.in. oddziatywaniem mikrotubul z filamentami aktynowymi, ktore wywotuja
ruch obrotowy lipotubuloidéw [p. 5.2.1.1. (10.)].

Ponadto, charakterystyczny, autonomiczny obrotowy ruch lipotubuloidow
w epidermie O. umbellatum jest najprawdopodobniej spowodowany wspotdziataniem
mikrotubul, filamentéw aktynowych 1 biatek motorycznych. Metoda immunoziota
koloidalnego 1 mikroskopii elektronowej wykazaliSmy obecnos¢ kinezyny 1 miozyny
w bliskim sasiedztwie mikrotubul i filamentow aktynowych. PrzedstawiliSmy modele
rysunkowe wspolpracy powyzszych elementow cytoszkieletu i biatek motorycznych
[p.5.2.1.1. (19)].

Wykazalismy korelacje miedzy wielkoscig lipotubuloidow, poziomem endoreplikacji
w jadrach komoérek epidermy zalgzni O. umbellatum oraz dynamika wzrostu tych komorek.
Uzyskane wyniki wskazuja na udziat lipotubuloidow w regulacji wzrostu komorek epidermy,
natomiast hormonalnym czynnikiem wptywajacym na kontrole wzrostu komoérek epidermy

zalazni O. umbellatum wydaje si¢ by¢ kwas giberelinowy [p. 5.2.1.1. (11.)].
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Badania z uzyciem radioaktywnego prekursora syntezy lipidow, kwasu
*H-palmitynowego, wykazaly, ze lipotubuloidy O. umbellatum sa miejscem syntezy
thuszczow (Kwiatkowska 2004). Ponadto, stosujgc badania autoradiograficzne w mikroskopie
Swietlnym 1 elektronowym oraz technike immunoztota koloidalnego 1 mikroskopii
elektronowej zlokalizowalis§my ten prekursor oraz enzymy bioragce udzial w metabolizmie
lipidéw — diacylogliceroacyltransferazy 2 (DGAT2, enzym uczestniczacy w transformacji
diacylogliceroli, DAG, w triacyloglicerole, TAG) i lipaze na powierzchni kul lipidowych, co
wskazuje, ze jest to prawdopodobne miejsce syntezy tluszczéw. Ponadto, lipaza, jako enzym
trawigcy tluszcze, prawdopodobnie przyczynia sie utrzymywania statej wielkosci kul
lipidowych w dojrzatych lipotubuloidach. Zmiany lokalizacji wyznakowania radioaktywnych
czastek na terenie lipotubuloidu 1 cytoplazmy po okresie postinkubacji w $rodowisku
nieradioaktywnym, w stosunku do wyznakowania podczas inkubacji w kwasie
®H-palmitynowym oraz po ekstrakcji $rodkami rozpuszczajacymi tluszeze, dowodzi, ze
znakowane lipidy ulegly lipolizie, a produkty ich degradacji zostaly wlaczone do réznych
szlakow metabolicznych, co przejawiato si¢ zanikaniem czgéci radioaktywnych czastek,
natomiast substancje nierozpuszczalne w rozpuszczalnikach ttuszczow prawdopodobnie
wlaczyly si¢ do szlakow zwigzanych z synteza kutykuli [p. 5.2.1.1. (16.)].

Analiza mikrofotografii  lipotubuloidow w  komoérkach epidermy  zalgzni
O. umbellatum, w potaczeniu z technika immunoztota koloidalnego i przeciwcial
rozpoznajacych DGAT oraz badania autoradiograficzne z kwasem *H-palmitynowym,
pozwolity nam opracowaé¢ prawdopodobny model biogenezy kul lipidowych oraz syntezy
lipidéw 1 udowodni¢ udziat w tym procesie mikrotubul oraz okresli¢ role wzajemnych relacji
migdzy kulami lipidowymi a innymi organellami w lipotubuloidach. Formowanie Kkul
lipidowych rozpoczyna si¢ pomiedzy dwoma listkami biatkowolipidowej btony siateczki
srodplazmatycznej, gdzie gromadzg si¢ substancje lipidowe. Nowopowstajace kule lipidowe,
otoczone potowka blony elementarnej, powigkszaja sie w miar¢ gromadzenia tych substancji.
Kule te zachowuja ciaglos¢ z siateczky $rdédplazmatyczng, natomiast dojrzate kule lipidowe
kontaktujg si¢ z siateczkg za pomocg mikrotubul. Enzymy DGATI 1 DGAT2 sa
prawdopodobnie syntetyzowane na szorstkiej siateczce s$rodplazmatycznej, skad sg
transportowane do powierzchni kul lipidowych, gdzie biorg udzial w biosyntezie lipidow.
Autoradiograficzne ziarna pochodzace od kwasu 3H-palmitynowego oraz ziarna zlota
lokalizujace DGAT na mikrotubulach wskazuja na ich udziat w syntezie lipidow, jako

transportery elementéw niezbednych do biosyntezy tluszczéw. Udzial mikrotubul
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w biosyntezie lipidow potwierdzilismy stosujgc destabilizator mikrotubul — propyzamid. Po
inkubacji komorek w tym inhibitorze, wigczanie kwasu 3H-palmitynowego do lipotubuloidéw
zostato zablokowane [p. 5.2.1.1. (17.)].

Obecno$¢ DGAT?2 na terenie siateczki $rodplazmatycznej oraz w obszarze kul
lipidowych ujawniliSmy réwniez w komorkach zarodkéw i komoérkach merystemow
korzeniowych Arabidopsis thaliana z wykorzystaniem techniki immunozitota koloidalnego
i mikroskopii elektronowej. Ponadto, wokot kul lipidowych zidentyfikowali$my mikrotubule
na przekrojach poprzecznych oraz tubuling, potwierdzajaca obecno$¢ mikrotubul. Wyniki te
pokazuja, ze roéwniez komorki inne, niz epidermalne, prawdopodobnie moga wykorzystywac
analogiczne mechanizmy syntezy lipidow do tych, jakie =zidentyfikowaliS§my
w lipotubuloidach O. umbellatum [p. 5.2.1.1. (18.)].

Badania immunocytochemiczne oraz elektronowomikroskopowe komorek epidermy
zalgzni O. umbellatum pozwolity nam ujawni¢ interesujgce zjawisko wystepowania w nich
dwoch rodzajéw mikrotubul: stabilne mikrotubule woko6t kul lipidowych obecne
w lipotubuloidach oraz niestabilne mikrotubule korowe wystepujace na obrzezach komorki.
Te heterogenno$¢ mikrotubul ujawnili§my stosujac odpowiednie metody utrwalania oraz
stabilizator mikrotubul, taxol. Najprawdopodobniej stabilno$¢ mikrotubul lipotubuloidowych
zwigzana jest z warstwg polisacharydowa na nich, ktora réwniez zostala przez nas
zidentyfikowana, a ktorej brak jest przy mikrotubulach korowych [p. 5.2.1.1. (14.)].

Ostatnim naszym osiagnigciem bylo zweryfikowanie hipotezy dotyczacej udziatu
kutinsomow, specyficznych struktur zawierajacych sktadniki budulcowe kutykuli (Heredia-
Guerrero i wsp. 2008), W tworzeniu tej ochronnej warstwy epidermy i udziatu lipotubuloidéw
w procesie biosyntezy kutykuli w komorkach epidermy zalgzni O. umbellatum. Badania
prowadziliSmy z wykorzystaniem przeciwcial rozpoznajacych te struktury, tj. skierowanych
przeciwko kutinsomom, oraz techniki immunoziota 1 mikroskopii elektronowe;j.
Eksperymenty te potwierdzity obecno$¢ kutinsomoéw w lipotubuloidach, cytoplazmie i $cianie
komorkowej komorek epidermy O. umbellatum. Badania te sg prowadzone we wspolpracy
z osrodkiem naukowym w Barcelonie, kierowanym przez prof. A. Heredia [p. 5.2.1.4. (1.)].

Cze$¢ powyzszych badan dotyczacych lipotubuloidow, zostata sfinansowana ze
srodkow MNiSW w ramach grantu nr N N303 359035 ,,Rola kul lipidowych w syntezie
lipidow", ktorego bylem kierownikiem. Oprocz wyzej zaprezentowanych oryginalnych prac

eksperymentalnych, zwigzanych z ta tematyka, jestem wspotautorem artykutu przegladowego
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wydanego w j. polskim [p. 5.2.1.2. (20.)] i angielskim [p. 5.2.1.2. (20a.)] oraz wspoétautorem
rozdziatu do ksigzki [p. 5.2.1.3. (21.)].
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Cytobiologica 43: 130 (suppl. 1).

Poptonska K, Wojtczak A, Stepinski D (2006) Cytochemical and
immunocytochemical identification of histones and protamines during Chara vulgaris
spermiogenesis. XXVII Konferencja Embriologiczna. Zakopane, 17-20 maja. Acta
Biologica Cracoviensia, Series Botanica 48: 62 (suppl. 1).

Kwiatkowska M, Stepinski D, Poploniska K, Wojtczak A, Polit J, Rogala K (2008)
Elajoplasts of Haemanthus albiflos are lipotubuloids (cytoplasmic domains rich in
lipid droplets and microtubules). The Congress of Biochemistry and Cell Biology the
43" Meeting of the Polish Biochemical Society and the 10" Conference of the Polish
Cell Biology Society. Olsztyn, 7-11wrzesnia. Acta Biochimica Polonica 55: 28 (suppl.
3).

Tab. 3. Wskazniki Impact Factor (podano wartosci wskaznikéw IF dla czasopism z roku opublikowania
komunikatu, biezacy — z 2011r. oraz 5-letni) oraz punkty MNiSW (podano wartosci dla czasopism z roku
opublikowania komunikatu oraz biezace — z 2012 r.) komunikatow zjazdowych opublikowanych w
punktowanych czasopismach.

Wskaznik IF Punkty MNiSW
Nr Zroku Z roku
komunikatu | opublikowania Biezacy 5-letni opublikowania Biezace
komunikatu komunikatu
1 0 0,807 1,245 7 15
2 0,651 1,505 1,383 10 15
3 0,789 0,807 1,245 13 15
4 0,213 0,565 0,796 13 20
5 1,448 1,491 1,595 20 15
Suma 3,101 5,175 6,264 63 80

7.4. Referaty na konferencjach

1.

Kwiatkowska M, Stepinski D (1999) Changes in nucleoli of soybean root meristem
cells under chilling stress. VII Ogolnoplska Konferencja Biologii Komorki. Krakow,
9-11 wrzesénia. Folia Histochemica et Cytobiologica 37: 62 (suppl).

8. Udziat w konsorcjach i sieciach badawczych

1.

Czlonkostwo w Sieci Naukowej — Mechanizmy Ruchow Komoérkowych —
MOBILITAS z siedzibg w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego w
Warszawie, PAN.
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9. Otrzymane nagrody

1. Indywidualna Nagroda Rektora UL Ill stopnia za cykl prac nt. ,,Cytofizjologiczne
obserwacje zmian spowodowanych dziataniem niskiej temperatury w korzeniach soi
(Glycine max (L.) Merr., odm. Aldana)”, L.6dz, 2005.

10. Informacje bibliometryczne

10.1. Indeks Hirscha
(wg bazy Web of Science ze stycznia 2013 r.)

IH=4

10.2. Wskazniki Impact Factor, punkty MNiSW oraz liczba cytowan
(Warto$ci wskaznikow Impact Factor podano dla czasopism z roku wydania publikacji, biezacy — z
2011r. oraz 5-letni, wg Journal Citation Reports, JCR. Wartosci punktow MNiSW podano dla czasopism
z roku wydania publikacji oraz biezgce — z 2012 r. Liczbe cytowan podano na podstawie bazy Web of
Science ze stycznia 2013 r.)

Wskazniki IF Punkty MNiSW Liczba
Z roku wydania Biezacy 5-letni Z roku wydania Biezgce cytowan
publikacji publikacji

Gtéwne osiggniecie naukowe

| 12,573 | 13,398 | 13097 | 157 | 155 | 9

Pozostate publikacje

| 20,443 | 24,362 | 26999 | 292 | 380 | 50

Komunikaty zjazdowe opublikowane w czasopismach punktowanych

] 3,101 | 5,175 | 6,264 63 | 80 | 0
Caty dorobek naukowy
| 36,117 | 42,935 | 46360 | 512 | 615 | 59

(Podpis habilitanta)
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