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1. Imie i nazwisko: Justyna Polit

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

e 23 czerwca 1995r. - Dyplom ukonczenia stacjonarnych 5-letnich studiow wyzszych na
Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Lodzkiego w
zakresie fizjologii (z tytulem magistra)

e 25 styczen 2000r. - Dyplom Doktora Nauk Biologicznych w zakresie biologii nadany
uchwata Rady Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Lodzkiego

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

e 09.04.1999r. — 30.09.1999r. - Starszy referent biolog % etatu. Katedra Cytofizjologii,
Wydziat Biologii 1 Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Lodzkiego

e 01.10.1999r. —29.02.2000r. - Asystent. Katedra Cytofizjologii, Wydziat Biologii i Nauk
0 Ziemi Uniwersytetu £.odzkiego

e 01.03.2000r. — do dzisiaj. - Adiunkt. Katedra Cytofizjologii, Wydziat Biologii i Nauk o
Ziemi / przemianowany w 2001r. na Wydzial Biologii i
Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego

4. Osiagniecie naukowe wynikajace z art.16, ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. nr 65, poz. 595
ze zm.):

A) Tytul osiagnigcia naukowego:

»Zmiany dostgpnosci cukrow i fosforylacji biatek, a dynamika przejs¢ G1-S i G2-M
w cyklu komérkowym u Vicia faba”



B)

[1]

Autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa
wydawnictwa:

Polit J.T., Maszewski J., Rosiak M., 2004. IAA and BAP affect protein
phosphorylation-dependent processes during sucrose-mediated G1 to S and G2 to M
transitions in root meristem cells of Vicia faba. Acta Soc. Bot. Pol. 73: 17-22.

IF-0.221, Pkt MNISW -13,

Indywidualny wkiad - 75%; koncepcja badawcza, przygotowanie materiatu do badan,
samodzielne wykonanie badan, analiza 1 opracowanie uzyskanych wynikow,
wspotudzial w opracowaniu szaty graficznej i W redagowaniu publikacji.

Polit J.T., Kazmierczak A., 2007. Okadaic acid (1puM) accelerates S phase and mitosis
but inhibits heterochromatin replication and metaphase-anaphase transition in Vicia
faba meristem cells. J. Exp. Bot. 58: 2785-2797.

IF-3.917, Pkt MNiSW - 32,

Indywidualny wklad - 90%; koncepcja badawcza, przygotowanie materiatu do badan,
sprowadzenie aparatu do pomiarow aktywnosci enzymatycznej kinaz, samodzielne
wykonanie wiekszoSci prac eksperymentalnych i wspotudzial w oznaczaniu aktywnosci
kinaz, samodzielnie przeprowadzona analiza, interpretacja i opracowanie uzyskanych
wynikow badan, przygotowanie szaty graficznej i napisanie/zredagowanie publikacji,
autor korespondencyjny pracy.

Polit J.T., 2008. An improved method for the cell cycle synchronization of Vicia faba
root meristem cells. Acta Physiol. Plant. 30: 315-324.

IF-0.807, Pkt MNISW -27,

Polit J.T., 2009. Protein phosphorylation in Vicia faba root meristem cells during the
first steps of leaving principal control points after sucrose application. Plant Cell Rep.
28: 165-173.

IF-2.301, PktMNISW -32,

Polit J.T., Ciereszko 1., 2009. In situ activities of hexokinase and fructokinase in
relation to phosphorylation status of root meristem cells of Vicia faba during
reactivation from sugar starvation. Physiol. Plant. 135: 342-350.

IF-2.708, Pkt MNiSW - 32,

Indywidualny wkilad - 80%); nawiqzanie wspoilpracy w celu wzbogacenia warsztatu
metodycznego, koncepcja badawcza — adaptacja zaproponowanej metody oznaczania
aktywnosci enzymow In situ, przygotowanie materiatu do badan, samodzielne
wykonanie badan, analiza, interpretacja i opracowanie uzyskanych wynikow badan,
przygotowanie szaty graficznej, napisanie manuskryptu i wspotudzial w  jego
zredagowaniu, autor korespondencyjny pracy.



[6] Polit J.T., Kazmierczak A., Walczak-Drzewiecka A., 2012. Cell cycle-dependent
phosphorylation of pRb-like protein in root meristem cells of Vicia faba. Protoplasma
249: 131-137.

IF-1.922, Pkt MNISW -27,

Indywidualny wkiad - 70%; koncepcja badawcza, nawiqzanie wspolpracy w celu
opanowania techniki Western blot, przygotowanie materiatu do badan, wspotudziat w
przygotowaniu ekstraktu biatkowego, wspotudzial w wykonaniu eksperymentu metodq
Western blot, samodzielne wykonanie kolejnych badan metodq Western Dblot,
samodzielna analiza, interpretacja i opracowanie uzyskanych wynikow badan,
przygotowanie szaty graficznej 1 napisanie/zredagowanie publikacji, autor
korespondencyjny pracy.

[7] Polit J.T., Ciereszko 1., 2012. Sucrose synthase activity and carbohydrates content in
relation to phosphorylation status of Vicia faba root meristems during reactivation from
sugar depletion. J. Plant Physiol. DOI: 10.1016/j.jplph.2012.04.017.

IF-2.791, Pkt MNISW - 32,

Indywidualny wkiad - 70%); nawiqzanie wspolpracy w celu wzbogacenia warsztatu
metodycznego, koncepcja badawcza — adaptacja zaproponowanej metody oznaczania
aktywnosci enzymow In situ, przygotowanie materiatu do badan, samodzielne
wykonanie badan, analiza, interpretacja i opracowanie uzyskanych wynikow badan,
przygotowanie szaty graficznej, napisanie manuskryptu i wspéludzial w jego
zredagowaniu, autor korespondencyjny pracy.

Sumaryczny Impact Factor wymienionych publikacji wynosi - 14.667,

Wartosci IF dla pozycji 1-5 podano zgodnie z rokiem opublikowania
natomiast dla pozycji 6 i 7 podano ostatni dostepny IF z roku 2011.

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW wynosi - 195.
Punktacja MNiSW pochodzi z 2010r.

Wymienione powyzej prace, wchodzace w sklad Rozprawy Habilitacyjnej, cytowane sa
[w opisie zawartym w punkcie C) — ponizej] zgodnie z nadana im numeracja [1-7]. Cytowana
w tek$cie literatura uzupelniajaca opatrzona jest numeracja [8-54]. Alfabetyczny wykaz
literatury uzupehiajacej zamieszczony jest na koncu rozdziatu C).



C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow:

U roslin przyrost liczby komoérek odbywa si¢ w regionach merystematycznych podczas
cyklu komorkowego ztozonego z faz G1, S, G2 i M. Genomy roslin, podobnie jak genomy
innych organizméw eukariotycznych, koduja liczne biatka, ktéore w obecnosci innych
czasteczek regulatorowych w okreslonym czasie i1 miejscu zapewniaja prawidtowe
ukonczenie jednego etapu cyklu przed rozpoczeciem kolejnego [43, 46, 51]. Wsrod nich sa
czynniki promujace faz¢ S (S-phase promoting factor, SPF) i M (M-phase promoting factor,
MPF), ktére sa kompleksami serynowo/treoninowych kinaz cyklino-zaleznych CDK i cyklin
[9, 17, 18, 27, 28, 35, 41, 53]. Kompleksy te sa wysoko specyficzne, a ich ekspresja oraz
aktywnosc¢ sa $cisle kontrolowane migdzy innymi przez endogenne inhibitory kinaz cyklino-
zaleznych [15, 54], r6znorodne fosfatazy biatkowe (PPs, cdc25 [8, 21, 29, 31, 33, 34, 50]),
oraz innego typu kinazy (kinazy tyrozynowe, kinazy MAP [25, 34, 48]). Ponadto, podlegaja
one autokontroli w reakcjach sprzgzenia zwrotnego, w odpowiedzi na réznorodne sygnaty
wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowe [8, 25, 33, 43, 49, 51]. Molekularne mechanizmy, ktore
kontroluja przebieg cyklu komorkowego sa w znacznym stopniu oparte o liczne reakcje
fosforylacji i defosforylacji bialek enzymatycznych, strukturalnych i regulatorowych.
Aktywne kompleksy SPF i MPF poprzez sekwencyjna fosforylacje substratow (np.
kompleksu pRD/E2F przed replikacja [19, 47] i lamin lub histonow przed mitoza [10])
aktywuja proces przechodzenia komorek przez kolejne etapy cyklu. Mimo, ze znaczna liczba
tych bialek zostala juz wykryta u roslin, nadal nieznany jest kompletny mechanizm ich
regulacji, wzajemnych oddziatywan oraz precyzyjna funkcja, a cykl komoérkowy w duzym
stopniu opisywany jest na zasadzie poréwnan z lepiej poznanym cyklem komoérkowym u
drozdzy czy zwierzat. Biatka wykryte u ro$lin czesto okresla si¢ mianem ,,-like proteins”, np.
Rb-like [32] czy lamin-like [10], a wigc podobne do biatek Rb czy lamin opisanych w
komorkach zwierzgcych czy ludzkich.

Komoérki merystematyczne roslin sa ponadto wyposazone w skomplikowana sie¢
mechanizmow, ktore w odpowiedzi na warunki zewnetrzne koordynuja podziatowa funkcje
tkanki merystematycznej z procesami metabolicznymi [22, 23, 45]. Wiedza na temat
powiazania szlakéw metabolicznych ze szlakami sterujacymi cyklem komoérkowym jest
fragmentaryczna. Jednym z mozliwych mediatorow powyzej wspomnianych wydarzen jest
sacharoza, gtowny transportowy produkt fotosyntezy, ktory w tkankach niefotosyntezujacych
jest magazynowany w wakuolach i zuzywany w procesach oddychania komoérkowego lub
zamieniany na strukturalne i zapasowe polisacharydy oraz r6zne pochodne cukrowcow [13,
14, 30, 42, 44]. Sacharoza jest rOwniez czasteczka regulatorowa i sygnalowa, poniewaz moze
ona wptywac na procesy komorkowe np. poprzez indukcje/represje ekspresji genow [11, 24,
36, 42].

Ograniczona dostepnos¢ sacharozy (wywotana przez izolacj¢ merystemow
korzeniowych od liscieni i ich 3-dobowa hodowl¢ w pozywce White’a bez cukru) prowadzi



do indukcji endogennych gtéwnych punktow kontrolnych (Principal Control Points PCP1 i
PCP2), ktore blokuja cykl komérkowy odpowiednio w fazie G1 i G2 [52]. Blokowanie cyklu
komorkowego jest procesem odwracalnym, poniewaz wzbogacenie pozywki w sacharoze
uruchamia ponownie aktywnos$¢ replikacyjna i mitotyczna, jednak z okoto 12-godzinnym
op6znieniem [37, 38]. Czas, po ktérym komorki wznawiaja cykl moze by¢ modulowany przy
pomocy regulatoréw wzrostu. Fitohormony, podane jednocze$nie z sacharoza, komorkom
zablokowanym w PCPs przyspieszaja (np. cytokinina - BAP) lub opo6zniaja (np. auksyna -
IAA) wznowienie replikacji 1 mitozy [39]. W okresie od podania sacharozy do momentu
wznowienia cyklu maja miejsce liczne reakcje fosforylacji i defosforylacji biatek, odbywajace
si¢ zarowno w obrgbie szlakow metabolicznych, jak i sieci sygnalizacyjnej regulujacej
przebiegiem cyklu komodrkowego. W poczatkowym okresie regeneracji w obecnosci
sacharozy, komorki merystematyczne wykazuja wysoka wrazliwos$¢ na dziatanie inhibitorow
serynowo/treoninowych kinaz biatkowych [37] oraz fosfataz biatkowych (PP1/2A) [38].
Wrazliwo$¢ wyraza si¢ znacznym przedtuzeniem okresu regeneracji, jak rowniez mniejsza
liczba komorek wznawiajacych cykl. Wrazliwos¢ ta maleje wraz z uptywem czasu regeneracji
I jest najmniejsza wtedy, gdy inhibitory znajduja si¢ w ostatnim etapie regeneracji komorek,
czyli podczas trzech godzin przed wznowieniem replikacji i mitozy. Powyzej przedstawione
problemy byly przedmiotem pracy doktorskie;.

Otrzymane w ramach wykonywania pracy doktorskiej wyniki staly si¢ podstawg dla
przeprowadzenia badan majacych na celu:

I.  Wyjasnienie przyczyn zrdéznicowanej wrazliwosci komodrek na stosowane
inhibitory podczas poczatkowego i koncowego etapu przejscia PCP1-S i PCP2-M;

Il. Analize wplywu inhibitorow na przejscia G1-S i G2-M w komoérkach, w ktorych
punkty kontrolne nie ulegly ekspresji.

Badania przeprowadzono na dwoch modelach eksperymentalnych, w ktorych
merystemy korzeniowe Vicia faba ssp. minor poddano:

I. Glodzeniu weglowodanowemu, blokujacemu cykl komérkowy w dwoch punktach
kontrolnych (PCP), a nastgpnie regeneracji w obecnosci cukru - model stuzyt badaniom
przejscia PCP1-S i PCP2-M [1, 4,5, 7];

Il.  Synchronizacji komorek w cyklu przy pomocy hydroksymocznika, a nastgpnie
synchronicznemu kontynuowaniu cyklu - model stuzyt badaniom przejscia GI1-S i
G2-M z pomini¢ciem ekspresji PCP [2, 3, 6].



W badaniach regulacji cyklu komorkowego stosowano:

e regulatory wzrostu: - cytokining — 6-benzyloaminopuryng (BAP) w stezeniu 0,56 uM [1]
- auksyng — kwas indolilo-3-octowy (IAA) w stezeniu 5,4 uM [1]
¢ inhibitor kinaz biatkowych Ser/Thr — 6-dimetyloaminopuryng (6-DMAP) w st¢zeniu 3 mM
[4,5,7]
¢ inhibitor fosfataz biatkowych PP1/2A — kwas okadejowy (OA) w stezeniu 1uM [2, 4, 5, 7]
e sacharoze w stezeniu 2% [1, 4, 5, 7]
o glukozg w stezeniu 1% [5, 7]

Stezenia uzytych zwiazkow zostaty wybrane w oparciu o badania wstgpne.

Badania prowadzono na poziomie mikroskopii $wietlnej, fluorescencyjnej i elektronowej z
wykorzystaniem technik autoradiografii, cytochemii, immunocytochemii. Stosowano réwniez
metody cytofotometryczne, luminescencyjne i technikg Western blot.

Realizacja gtownych celéw badan odbywata si¢ poprzez realizacje celow etapowych.

Pierwszym z nich byta:

Analiza poziomu fosforylacji bialek podczas przejs¢ PCP1-S i PCP2-M w obecnosci
hormonéw roslinnych, a wiec odpowiedz na pytanie czy i jak regulatory wzrostu
modyfikuja poziom fosforylacji bialek i czy te modyfikacje koreluja z indukowanymi

przez nie zmianami czasu obydwu przejsé [1].

Podczas realizacji postawionego celu zastosowano przeciwciata rozpoznajace w
biatkach ufosforylowana forme treoniny. Zaobserwowano, ze komoérki zablokowane w PCP1
i PCP2 charakteryzuja si¢ niskim poziomem ufosforylowanych biatek natomiast te, ktore pod
wplywem sacharozy opuscity punkty kontrolne i dotarty do etapu, w ktorym rozpoczna
replikacje 1 mitozg posiadaja zwigkszony poziom fosfoepitopow. Zawieraja one rowniez
niezidentyfikowane ogniska silnej fosforylacji biatek w cytoplazmie. Pojawiaja si¢ one jako
mate 1 nieliczne jasno fluoryzujace punkty otaczajace jadro komodrkowe po pierwszych
3 godz. regeneracji w sacharozie, a osiagaja maksymalne rozmiary po 12 godz. inkubacji.
Otrzymane wyniki sugerowaly, ze obnizona aktywnos$¢ kinaz moze by¢ mechanizmem
odpowiedzi na brak substancji odzywczych, a wzrost aktywnosci kinaz towarzyszy
wznowieniu cyklu komérkowego.

Niestety regulatory wzrostu, ktére w poczatkowym etapie regeneracji w sacharozie
stabiej, a pozniej silniej modyfikowaly poziom fosforylacji biatek w komoérkach, bez wzgledu
na to czy przyspieszaly, czy opdznialy wznowienie aktywnosci replikacyjnej 1 mitotycznej,
doprowadzity ostatecznie po 12 godz. hodowli do znacznego spadku poziomu fosforylacji
zarOwno na terenie jaderka, jadra, jak i cytoplazmy komorek w fazie G1 i G2.



Podsumowujac ten etap badan mozna stwierdzi¢, ze:

a. Regulatory wzrostu znacznie modyfikuja poziom fosforylacji bialek podczas przej$cia
PCP1-S i PCP2-M, jednak przyczyna wczesniejszego (w przypadku BAP) lub
p6ézniejszego (w przypadku IAA) rozpoczecia replikacji 1 mitozy nie manifestuje si¢
w ogo6lnej zmianie poziomu ufosforylowanych biatek;

b. Zmiany fosforylacji bialek wywotane regulatorami wzrostu nalezy bada¢ stosujac

przeciwciala skierowane przeciw ufosforylowanej formie konkretnych bialek.

W zwiazku z pojawieniem si¢ w cytoplazmie komorek regenerowanych przez 3 godz. w
sacharozie niezidentyfikowanych obszaréw, w ktorych odbywa sig silna fosforylacja biatek,
celem kolejnego etapu pracy byta:

Analiza, czy i jak inhibitory kinaz i fosfataz (6-DMAP i OA) modyfikuja poziom
fosforylacji bialek w pierwszym etapie przejscia PCP1-S i PCP2-M oraz identyfikacja
ognisk silnej fosforylacji [4].

Badania z zastosowaniem poprzednio uzytych przeciwcial wykazaly, ze intensywne
blokowanie wznowienia cyklu komoérkowego, wywotane dziataniem OA w pierwszym etapie
regeneracji komorek, zwiazane bylo z niewielkim wzrostem ogdlnego poziomu
fosfoepitopow w jaderkach i jadrach komoérek w fazie G1 oraz w jadrach komoérek w fazie
G2, jak rowniez z brakiem ufosforylowanych ognisk w cytoplazmie.

Z Kkolei hamowanie wznowienia cyklu pod wplywem 6-DMAP korelowato
paradoksalnie z silnym wzrostem fosforylacji w obregbie catych komorek. Intensywnosé
fluorescencji emitowanej z calej powierzchni cytoplazmy byla réwna lub wyzsza od tej
emitowanej z immunopozytywnych ognisk w komorkach kontrolnych, maskowata wigc
ewentualne zmiany, ktore mogty w nich wystapi¢ pod wpltywem 6-DMAP.

W celu identyfikacji immunopozytywnych ognisk zastosowano metod¢ wysrebrzania
Ag-NOR, ktora stuzy do identyfikacji obszarow jaderek. Srebrochtonnos¢ jaderek zwiazana
jest migdzy innymi z obecnoscia silnie ufosforylowanych biatek [26]. W wyniku
przeprowadzonej reakcji, cytoplazmatyczne obszary silnej fosforylacji zostaty ujawnione w
mikroskopie $wietlnym. Nastegpnie stosujac metode detekcji aktywnych dehydrogenaz
mitochondrialnych (bazujaca na przeksztalceniu rozpuszczalnej soli tetrazolowej — MTT w
nierozpuszczalny barwny formazan [20]) wykazano, ze badane obszary nie sa
mitochondriami. Swiadczyta o tym ich ilos¢, wielko$é i rozmieszczenie. Z kolei metoda
wykorzystujaca JWKJ (ptyn Lugola) ujawnita, Ze sa nimi plastydy gromadzace ziarna skrobi.
Ich ilos¢, wielkos¢ 1 rozmieszczenie korespondowaty z silnie ufosforylowanymi obszarami.

Ziarna skrobi podobnie jak immunopozytywne ogniska nie wystgpowaly w komorkach



traktowanych OA. Pojawialy si¢ natomiast w mniejszej liczbie i rozmiarach w komorkach
traktowanych 6-DMAP.

Otrzymane wyniki potwierdzono badaniami ultrastrukturalnymi, ktore ujawnity w
komorkach kontrolnych (in planta) wokot-jadrowa lokalizacjg¢ bogatych w skrobig plastydow,
oraz ich brak w komodrkach glodzonych weglowodanowo. Komorki glodzone
weglowodanowo byly silnie zwakuolizowane, a plastydy nie zawierajace ziaren skrobi byty
spychane w obszary peryferyczne. Po 3 godz. regeneracji w sacharozie nieregularne, czgsto
wydluzonych ksztattow plastydy wracaty w poblize jadra, wykazywaty one wtedy obecno$é
nowo syntetyzowanych drobnych ziaren skrobi, ktore po 12 godz. regeneracji obficie
wypehniaty cata powierzchnig plastydow.

W ciagu pierwszych 3 godz. regeneracji komoérek w sacharozie OA silnie hamowat
proces syntezy nowych ziaren skrobi. Nawet po usunigciu inhibitora i dalszej regeneracji w
sacharozie (do 12 godz.) komorki nie byly w stanie odbudowac zuzytych zapasow skrobi.
6-DMAP miata duzo stabszy wpltyw i komorki po jej usunigciu, po 12 godz. inkubacji
odbudowywaty zapasy energetyczne.

Podsumowujac ten etap badan mozna stwierdzi¢, ze:

a. Biatkowe kinazy Ser/Thr sa prawdopodobnie odpowiedzialne za aktywacj¢ fosfataz w
odpowiedzi na pojawienie si¢ sacharozy, poniewaz 6-DMAP wywotuje akumulacjg
fosfoepitopow w komorce;

b. Struktury, w ktorych wystepuje silna fosforylacja bialek sa plastydami, a ich wokot-
jadrowa lokalizacja moze by¢ zwiazana z nierozszyfrowanym jeszcze zjawiskiem
sygnalizacji pomigdzy plastydami a jadrem;

c. Transdukcja sygnatu pochodzacego od sacharozy, ktorego efektem jest fosforylacja biatek
w plastydzie i resynteza skrobi, jest kontrolowana przez fosfatazy PP1/2A.

W zwiazku z uzyskanymi wynikami ujawniajacymi, ze fosforylacja biatek w obrgbie
plastydow jest skorelowana z synteza skrobi, a synteza skrobi odbywa si¢ na bazie produktow
hydrolizy podanej komorkom sacharozy, celem kolejnego etapu badan byta:

Analiza in situ czy zjawisko fosforylacji bialek w plastydach jest skorelowane z
aktywnoS$cia enzyméw uczestniczacych w metabolizmie sacharozy. Podjeto analize

aktywnosci heksokinazy i fruktokinazy [5].

Aby sacharoza mogla wejs¢ w szlaki metaboliczne i poshuzy¢ migdzy innymi do
syntezy skrobi musi ulec hydrolizie do glukozy i fruktozy przy udziale inwertazy (Inv) lub
UDP-glukozy i fruktozy przy udziale syntazy sacharozy (Susy). Produkty (glukoza i fruktoza)



sq nastgpnie fosforylowane przy udziale heksokinazy (HK) i fruktokinazy (FK) i ulegaja
dalszym przeksztatceniom pod kontrolg kolejnych enzymow [12, 40].

Badania wykazaty, ze aktywno$¢ HK jest w merystemach korzeniowych znacznie
wyzsza niz FK. FK jest natomiast bardziej aktywna w merystemach pedu. W komorkach
glodzonych weglowodanowo aktywno$¢ obydwu enzyméw znaczaco spadta, natomiast pod
wplywem sacharozy stopniowo wzrastata i lokalizowata si¢ glownie w okolicach organelli
komoérkowych (m.in. plastydéw, mitochondriow). Dla poréwnania glukoza nie byta tak
efektywnym stymulatorem aktywnos$ci enzymoéw, jak sacharoza. W obecnosci glukozy
zarowno reaktywacja cyklu komorkowego, jak i synteza skrobi byty rowniez opoznione.

Inhibitory Kinaz i fosfataz bialkkowych hamowaty aktywno$¢ HK gléwnie na poczatku
okresu regeneracji komorek w sacharozie (0-3godz.). Obszary wystgpowania aktywnosci HK,
silnej fosforylacji biatek i1 syntezy skrobi korespondowatly ze soba. Wszystkie wymienione
reakcje byly silnie hamowane przez OA.

Wyniki uzyskane na tym etapie badan prowadza do nastepujacych wnioskow:

a. Intensywna fosforylacja biatlek w obrebie plastydow jest skorelowana z aktywnoscia HK.
Zaroéwno fosforylacja bialek jak i aktywno$¢ HK jest kontrolowana przez PP1/2A, gdyz
OA hamuje obydwie reakcje. Obecnie trudno powiedzie¢ czy fosforylacja dotyczy same;j
HK czy innego biatka aktywujacego HK;

b. 6-DMAP hamujac aktywno$¢ HK i FK mogta bezposrednio wptywaé na kinazy biatkowe
dokonujace ich aktywacji biorac jednak pod uwagg, ze bylta przyczyna wzrostu poziomu
fosfoepitopow w komorce mogta rowniez hamowac kinazy aktywujace fosfatazy;

c. Glukoza, mimo iz jest bezposrednim substratem dla HK, nie stanowi sygnatu bezposrednio

aktywujacego HK. Sygnatem takim jest sacharoza lub reakcja jej hydrolizy.

W zwiazku z tym, Ze stosowane w badaniach inhibitory wywieraly wptyw na aktywnos¢ HK 1
FK, w kolejnym etapie pracy celem byta:

Analiza in situ - czy w wyniku dzialania inhibitorow zaburzona zostala réwniez
aktywnos$¢ inwertazy i syntazy sacharozy — enzymow, ktore jako pierwsze uczestnicza w

szlaku hydrolizy sacharozy [7].

W merystemach korzeni kontrolnych (in planta) aktywno$¢ Inv, byta zwiazana z
komoérkami skorki i warstwa komorek lezacych bezposrednio pod nia. W merystemach
glodzonych aktywno$¢ enzymu zanikata i nie pojawiala si¢ podczas 12-godz. okresu
regeneracji. Pomimo braku aktywno$ci Inv w komodrkach merystematycznych poddanych
regeneracji po gltodzeniu weglowodanowym wykryto obecnosé glukozy. Najmniejsza jej
zawartos$¢ posiadaty komorki traktowane OA w pierwszych 3 godz. regeneracji.
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Aktywnos$¢ Susy, podobnie jak aktywnos¢ HK i FK spadla w wyniku glodzenia
weglowodanowego komorek, jednak byta silnie wzbudzana przez sacharoz¢ po 3 godz.
inkubacji. Glukoza nie wywierata tak szybkiego i silnego efektu. Aktywnos$¢ Susy (ha
poziomie podobnym do tego, jaki zostal wywotany dzialaniem sacharozy) pojawita si¢
dopiero po 12 godz. inkubacji w glukozie. Stosowane w badaniach inhibitory (szczegolnie
OA) znacznie hamowaty aktywno$¢ Susy w pierwszym okresie regeneracji.

Zawartos$¢ polisacharydow wykrytych w reakcji PAS, w tym skrobi wykrytej JwKJ, w
kazdej serii eksperymentalnej korespondowata z aktywnoscia Susy, tzn. byla niska w
komoérkach, w ktérych aktywno$¢ Susy byla niska i wysoka w komoérkach, w ktérych
aktywnos$¢ Susy byta wysoka.

Badania ultrastrukturalne wykazaly, ze rownolegle z hamowaniem syntezy skrobi
komoérki  traktowane inhibitorami, gltownie OA, mialy zablokowana produkcje
polisacharydow w aparatach Golgiego. Polisacharydy budujace S$ciang widoczne byty
natomiast wyraznie w pgcherzykach Ap. Golgiego w komoérkach kontrolnych in planta oraz
komorkach regenerowanych w sacharozie przez 12 godz.

Podsumowujac ten etap badan mozna stwierdzi¢, ze:

a. Metabolizm produktow uwalnianych przez inwertaz¢ wymaga wigkszej ilosci ATP niz
szlak metaboliczny z udziatem Susy, stad wytaczenie aktywnosci inwertazy w komorkach
glodzonych weglowodanowo moze by¢ mechanizmem adaptacyjnym stuzacym
oszczedzaniu energii. Komorki preferuja szlak metaboliczny sacharozy z udziatem Susy w
okresie regeneracji, gdyz aktywno$¢ inwertazy nie powraca w tym czasie.

b. Opdznienie czasu wznowienia cyklu komorkowego wywotane przez inhibitory nie wynika
z oddziatywania inhibitor6w na aktywno$¢ inwertazy (pozostala ona wylaczona w
odpowiedzi na gltodzenie weglowodanowe), wynika natomiast z powaznie ograniczonej
aktywnosci Susy, a w konsekwencji utrudnien w odbudowie polisacharydow.

c. Glukoza nie jest sygnalem bezposrednio wlaczajacym aktywno$¢ Susy. Aktywnosé
enzymu wznawiana jest z opdznieniem, prawdopodobnie po uprzedniej syntezie sacharozy

w komorce. Moze to stanowi¢ przyczyng pozniejszej reaktywacji cyklu przez glukozg.

W zwiazku z tym, Ze inhibitory kinaz i fosfataz biatkkowych hamowaty wznowienie cyklu w
komorkach gltodzonych weglowodanowo, interesujacym stato si¢ pytanie: jaki bedzie ich
wplyw na komorki, ktore nie maja problemu z brakiem cukrow? Problemem w tego typu
poréwnaniu jest asynchroniczno$¢ podziatdow w merystemach kontrolnych in planta.
Dziatajac inhibitorami na merystemy in planta nie mamy pewnos$ci, w ktorym etapie cyklu
dziataliSmy na komorki, ktore nastgpnie po okresie inkubacji chcemy ocenia¢, dlatego celem
kolejnego etapu pracy byto:
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Opracowanie metody wysokiej synchronizacji komérek in planta, aby stworzy¢ model
dogodny do badan wplywu inhibitoréow na cykl, w ktorym punkty kontrolne nie ulegly
aktywacji [3].

W oparciu 0 opisane w literaturze sposoby synchronizacji komorek, do opracowania
dogodnego modelu badan, wybrano bogata mineralna pozywke Hoagland’a [16] oraz
podwojne hamowanie cyklu komoérkowego przy pomocy hydroksymocznika (HU), ktory
uzyto w dwoch st¢zeniach. HU bedac inhibitorem reduktazy rybonukleotydowej, katalizujace;j
przeksztalcanie rybonukleotydéw w deoksyrybonukleotydy hamuje produkcje sktadnikow do
syntezy DNA, a tym samym spowalnia, stosunkowo dlugo trwajaca w cyklu, faze S nie
wplywajac jednocze$nie na czas trwania pozostatych etapow. Zatem komorki, ktore
ukonczyty fazg S moga w normalnym tempie dotrze¢ do kolejnej rundy replikacji zanim te,
ktore tkwia jeszcze w fazie S ja opuszcza. W zwiazku z powyzszym, podczas pierwszej
inkubacji w roztworze HU, komorki merystematyczne zostaty zsynchronizowane w fazie S.
Poniewaz, jedne z nich mogty znajdowac si¢ na poczatku fazy S, a inne na koncu, w skrajnym
przypadku, moégt je r6zni¢ dystans nawet ok. 9 godz. Dlatego po odpowiednio dobranym
okresie postinkubacji (bez HU), komorki poddano ponownemu blokowaniu w roztworze HU,
ktory tym razem przyczynit si¢ do zsynchronizowania komorek w poczatkowym okresie fazy
S.

Po przeprowadzeniu kilku testow uwzgledniajacych rozne stezenia i czasy inkubacji
badania wykazaly, ze HU w st¢zeniu 2,5 mM bardzo skutecznie synchronizowat komorki w
przebiegu cyklu juz w wyniku pierwszego blokowania, jednak byt przyczyna powstania
wyraznych aberracji chromosomowych. Z kolei HU w stezeniu 1,25 mM przyniost wysoki
stopien synchronizacji po podwojnym blokowaniu komorek 1 nie przyczynit si¢ do
powstawania uszkodzen w ciagtosci chromosoméw. Zatem do opracowania modelu wybrano
nizsze st¢zenie HU, ktory stosowano w dwoch inkubacjach (18 i 12 godz.) rozdzielonych
okresem 6 godz. inkubacji bez HU.

Po uwolnieniu komorek z podwojnego bloku wywotanego 1,25 mM HU, w kolejnych
godzinach postinkubacji okreslono indeksy znakowania komoérek w fazie S (wzbogacone o
indeksy wzoréw znakowania okreslajace etap replikacji), indeksy mitotyczne (wzbogacone w
indeksy fazowe okreslajace etap mitozy), okreslono rowniez liczb¢ komoérek w fazie G2 i G1.

Podsumowujac:

Uzyskano w ten sposob model eksperymentalny, w ktérym w kolejnych okreslonych
godzinach postinkubacji dysponowano znaczna liczba komoérek znajdujacych sie w
precyzyjnie okreslonych fazach cyklu komérkowego:

- 2 godz. postinkubacji — ponad 90% komoérek w fazie S,

- 5 godz. postinkubacji — ponad 50% komorek konczy fazg S replikuje heterochromatyne,

- 7 godz. postinkubacji — ponad 70% komoérek w fazie G2,
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- 8 godz. postinkubacji — okoto 70% komorek w profazie,

- 10 godz. postinkubacji — okoto 85% komorek w mitozie,

- 11 godz. postinkubacji — ponad 70% komorek w fazie G1,

- 12 godz. postinkubacji — ponad 50% komorek rozpoczyna replikacje.

Powyzszy model postuzyt do realizacji kolejnego etapu badan, ktorego celem byta:

Analiza dynamiki przejs¢ G1-S i G2-M w obecnos$ci OA - inhibitora fosfataz bialkowych
PP1/2A [2].

Wykonano 5 uktadéow eksperymentalnych, w ktorych OA podano w kolejnych
precyzyjnie wybranych etapach cyklu komorkowego.

W | serii eksperymentalnej, w ktorej OA podano przed rozpoczeciem replikacji
heterochromatyny nastapito znaczne obnizenie indeksu znakowania na skutek spadku liczby
komorek replikujacych heterochromatyng. W tym czasie pojawily si¢ rowniez pierwsze
komorki z profazowa kondensacja chromosoméw. Badania immunocytochemiczne z uzyciem
przeciwcial skierowanych przeciw ufosforylowanej formie treoniny ujawnity wysoki poziom
fosforylacji biatek w okolicy otoczki jadrowej, co mogto wskazywac na fosforylacje i rozpad
biatek laminopodobnych.

W 1l serii eksperymentalnej, w ktorej OA podano w czasie, gdy wigkszos¢ komorek
rozpoczeta replikacje heterochromatyny nie obserwowano blokady jej replikacji.
Zaobserwowano natomiast znaczne skrocenie fazy G2 i okoto godzing wczesniej rozpoczeta
prawidlowa mitozg. Wydarzenia te korespondowaty ze wzrostem aktywnosci kinaz w
stosunku do histonu HI, a wigc kinaz cyklino-zaleznych typu MPF. Jednak komorki
najbardziej opdéznione W cyklu wykazywaly nieprawidlowosci w budowie chromosoméw
polegajace na wystgpowaniu silnie skondensowanych obszaréw, wspdlnych dla obydwu
chromatyd. Prawdopodobnie byly to komorki, ktore jako ostatnie wchodzity w replikacjg
heterochromatyny, w czasie w ktorym w §rodowisku znajdowat si¢ OA. Weszty one w mitozg
bez zreplikowanej heterochromatyny.

OA podany w Il serii eksperymentalnej na poczatku fazy G2, podobnie jak w
poprzednim przypadku znacznie ja zredukowal, przyczyniajac si¢ do szybkiego rozpoczgcia
mitozy. Natomiast komorki, ktore byly najbardziej przodujacymi w cyklu bez wyraznie
zaznaczonej fazy G1 rozpoczynaty kolejna replikacjg.

OA podany w 1V serii, gdy wigkszo$¢ komoérek byta w drugiej potowie mitozy (po
metafazie) wyraznie skrocit fazg G1 1 przyczynit si¢ do szybkiego rozpoczgcia replikacji.
Zaobserwowano wtedy wzrost aktywnosci kinazy w stosunku do histonu H1 oraz wzrost
fosforylacji biatka typu Rb, ktore w silnie ufosforylowanej postaci pojawito si¢ juz w post-

telofazowych komoérkach. Komorki najbardziej opéznione w mitozie, ktore podczas inkubacji
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w OA mogly by¢ w pierwszej polowie mitozy wykazywaly obecno$¢ zmienionych silnie
skondensowanych ptytek metafazowych.

W V serii eksperymentalnej, w ktorej OA zostal podany na poczatku fazy S nie
obserwowano blokowania replikacji chromatyny.

Podsumowujgc ten etap badan mozna stwierdzié, ze:

a. Regulacja przejscia G1-S i G2-M u V. faba odbywa si¢ przy udziale PP1/2A. Fosfatazy
PP1/2A sa odpowiedzialne za utrzymanie komoérek w G1 1 G2;

b. Komorki pod wptywem OA rozpoczynaja wczesniej faze S 1 M, gdyz fazy G1 i G2 ulegaja
skroceniu na skutek wzmozonej aktywnosci kinaz typu SPF, MPF;

c. Wczesniejsze rozpoczecie replikacji wynika ze wzmozonej fosforylacji biatka typu Rb;

d. Blokowanie inicjacji replikacji heterochromatyny moze mie¢ zwiazek z dokonang przez
MPF fosforylacja i rozpadem biatek laminopodobnych, stanowiacych prawdopodobnie
rusztowanie dla montazu aparatu replikacyjnego;

e. Komorki wymagaja blokady aktywnosci PP1/2A, aby wej§¢ w mitozg, a nastgpnie
aktywacji PP1/2A podczas przejscia metafaza-anafaza, aby wyjs¢ z mitozy.

W zwiazku z tym, Ze podczas prowadzenia wyzej opisanych badan, zmiany fosforylacji
bialka typu Rb w obrgbie badanej domeny, w cyklu komérkowym kontrolnych
merystemow roslin, nie byly opisane w literaturze, celem jednoczesnie prowadzonych
badan byla taka analiza [6].

Specyficznos¢ przeciwciat skierowanych przeciwko ufosforylowanej formie biatka typu
Rb wykazano metoda Western blot, ktora ujawnita obecnos$¢ jednego prazka na wysokosci
okoto 72 kDa. Prazek nie ujawniatl si¢ w przypadku, gdy ekstrakt poddano wczesniej
dziataniu  fosfatazy. = Ponadto  specyficznos¢  zostala  potwierdzona  metoda
immunocytochemiczna z zastosowaniem nicimmunizowanej surowicy w miejsce przeciwciat
I-rzgdowych.

Przeprowadzona analiza wykazata, ze w komorkach merystemow kontrolnych biatko
typu Rb ulegato stopniowo fosforylacji na terenie jadra komorkowego, poczynajac od etapu
cytokinezy, poprzez fazg G1, S i G2 kolejnego podziatu. W profazie obserwowano
pozostatosci  immunopozytywnych  ognisk  widoczne pomiedzy  kondensujacymi
chromosomami, a w kolejnych etapach mitozy do wczesnej telofazy wiacznie, fosforylacja
biatka typu Rb w badanej domenie zanikala. Analiza obszaru jadra wybarwionego zaréwno
przeciwciatami anty Rb (Ser807/811) sprzggnictymi z FITC, jak i DAPI wykazata, ze
ufosforylowane biatko typu Rb lokalizowato si¢ w okolicach wystepowania chromatyny

luzne;.
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Podsumowujac ten etap badan mozna stwierdzi¢, ze:

a.

Biatko typu Rb u roslin, podobnie jak w komoérkach ssakow, ulega zaleznej od fazy cyklu
komorkowego fosforylacji  (S807/811). Mozliwos¢ fosforylacji 1 defosforylacji
aminokwasu w badanej domenie sugeruje mozliwos$¢ wiazania si¢ biatka typu Rb z innym

biatkiem regulatorowym,;

. Ufosforylowane biatko typu Rb zlokalizowane jest w jadrze w obszarach chromatyny

zdekondensowanej, co sugeruje zwiazek z transkrypcja genoéw, ktorych produkty sa
niezbedne dla przejscia fazy S;
Mniejsza masa czasteczkowa biatka typu Rb, w stosunku do Rb ssakéw moze sugerowac

modyfikacje majace miejsce w toku ewolucji.

Reasumujac wszystkie otrzymane wyniki mozna stwierdzic, ze:

W komorkach glodzonych weglowodanowo, a nastgpnie regenerowanych w sacharozie
reakcje sensoryczne, zwiazane z odpowiedzia komorki na pojawienie si¢ sacharozy oraz
reakcje zwiazane z jej metabolizmem i rekonstrukcja polisacharydéw sa najsilniejsze w
pierwszych etapach regeneracji, nastgpnie stabilizuja si¢ na pewnym poziomie i nie
przebiegaja juz tak intensywnie w ostatnim etapie, tuz przed wznowieniem aktywnos$ci
replikacyjnej i mitotycznej. Sa one kontrolowane lub sterowane za posrednictwem
serynowo/treoninowych kinaz biatkowych i fosfataz PP1/2A.

Wigksza wrazliwo$¢ komorek merystemow korzeniowych na inhibitory kinaz i fosfataz
biatkowych podczas pierwszego etapu przejscia PCP1-S i PCP2-M zwigzana jest przede
wszystkim z ingerencja uzytych inhibitoréw w indukcje szlaku metabolicznego podanej
komorkom sacharozy, ale rowniez z ingerencja w okres jego nasilonej dziatalnosci.
Komoérki mimo obecno$ci sacharozy w pozywce nie sa w stanie (czgsciowo w przypadku
dzialania 6-DMAP lub catkowicie w przypadku dziatania OA) wykorzysta¢ jej w celu
odbudowy zuzytych zapaséw skrobi w plastydach oraz produkcji polisacharydéw do
budowy $ciany pierwotnej. Komdrki mimo obecnosci cukru sa wige nadal w stanie glodu
weglowodanowego. Prawdopodobnym jest, Ze inhibitory podczas pierwszego etapu
regeneracji moglty oddziatywa¢ nie tylko na aktywno$¢ badanych biatek poprzez
ingerencj¢ w szlak modyfikacji potranslacyjnych, ale réwniez ingerowa¢ w szlak
rozpoczynajacy si¢ od ekspresji genow a prowadzacy do produkcji biatek.

Duzo stabsze hamowanie wznowienia aktywnosci replikacyjnej i mitotycznej wywolane
inhibitorami w ostatnim etapie regeneracji jest wynikiem sprawnie rozpoczgtej 1 W
znacznym stopniu przeprowadzonej juz odbudowy frakcji polisacharydow. A wigc czas
dziatania inhibitoréw zbiega si¢ z czasem wyciszania w komorkach szlaku wrazliwego na
ich dziatanie [1, 4, 5, 7].
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Il. Komorki, w ktorych gtdowne punkty kontrolne nie ulegly ekspresji znajduja si¢ w innej,

lepszej kondycji metabolicznej. W zwiazku z brakiem ograniczen odzywczych, nie sa w
nich uruchamiane dodatkowe, wrazliwe na stosowane inhibitory szlaki metaboliczne.

Szlaki regulatorowe odpowiedzialne za przebieg cyklu komoérkowego nie otrzymuja wigc Z

sieci kontroli metabolicznej negatywnych sygnatéw ograniczajacych przebieg cyklu.

Komorki znajduja si¢ zatem w stanie gotowosci do kontynuowania cyklu komoérkowego.

Zastosowany w tym przypadku OA oddziatuje bezposrednio na mechanizmy

odpowiedzialne za rozpoczgcie aktywnosci replikacyjnej i mitotycznej. Na tym etapie

kontroli OA jest pozytywnym regulatorem cyklu przyspieszajacym jego przebieg [2, 3, 6].
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych
Poczatki pracy naukowej do uzyskania tytulu magistra

Dziatalno$¢ naukowa rozpocze¢tam w ramach pracowni magisterskiej w 1993 roku,
bedac studentka IV roku Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu L.6dzkiego. Badania
wykonywane w Katedrze Fizjologii i Biochemii Roslin pod kierunkiem prof. dr hab. Henryka
Urbanka polegaty na mikropropagacji roslin truskawki, aklimatyzacji ich do warunkow in
Vvivo, a nastepnie indukcji w nich reakcji obronnych.

l Reakcje odpornosciowe moga by¢é wywoltywane u roslin poprzez traktowanie ich ‘
elicytorami np. kwasem salicylowym (SA). Egzogenne zastosowanie SA moze
uodporni¢ rosliny na infekcje wywotana grzybami. Po potraktowaniu roslin truskawki
zarodnikami Botrytis cinerea i 5 mM roztworem kwasu salicylowego (SA) badano
zmiany zawarto$ci rodnikow  ponadtlenkowych 1 aktywno$ci  dysmutazy
ponadtlenkowej. Wykazano, ze reakcje roslin na SA sa szybsze i wyrazniejsze niz
reakcje na dziatanie patogenem, a elicytacja roslin pozniej zakazanych przyczynia si¢ '
do ostabienia reakcji na zakazenie.

Badania zaowocowaly praca magisterska pt. ,,Wplyw kwasu salicylowego i zakazenia
Botrytis cinerea na zawarto$¢ rodnikow ponadtlenkowych i aktywnos¢ dysmutazy
ponadtlenkowej w lisciach truskawki Fragaria ananasa odmiany Dallas namnazanych
technika in vitro”, ktora obronitam 23 czerwca 1995 roku z wynikiem bardzo dobrym. Czg$é
wynikoéw pracy magisterskiej dotyczaca reakcji obronnych roslin zostala opublikowana w
czasopismie naukowym Acta Agrobotanica (Polit i wsp. 1994; Zalk. 3, pkt. A.l. 1.).

Kontynuacja pracy naukowej do uzyskania stopnia doktora

Po uzyskaniu tytulu magistra zostatam przyjgta na Stacjonarne Studium Doktoranckie
Fizjologiczno-Mikrobiologiczne przy Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Lodzkiego, kierowane przez prof. dr hab. Marig¢ Kwiatkowska. Jako doktorantka,
rozpoczegtam badania w pazdzierniku 1995 roku w Katedrze Cytofizjologii pod kierunkiem
prof. dr hab. Janusza Maszewskiego nad rola kinaz i fosfataz bialkowych w procesach
regulacji cyklu komorkowego, w merystemach korzeni Vicia faba glodzonych
weglowodanowo 1 regenerowanych w obecnosci sacharozy.

U organizmow eukariotycznych przechodzenie przez cykl komoérkowy jest mozliwe
dzigki funkcjonowaniu punktéw kontrolnych, ktére zapewniaja ukonczenie jednego
etapu cyklu przed rozpoczeciem nastgpnego. Kontrola taka gwarantuje, sukcesywny
przebieg faz G1, S, G2 i M oraz zapewnia wierna replikacj¢ genomu i jego precyzyjny
rozdzial do dwoch komorek potomnych. Eksperymenty z izolowanymi, gltodzonymi
weglowodanowo korzeniami roslin wykazaly, ze komoérki merystematyczne, ktore

’ uprzednio dzielity si¢ asynchronicznie ulegaja zablokowaniu w fazie G1 i G2. ‘
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Powtarzalnos$¢ tego zjawiska stata si¢ podstawa do sformutowania w 1972r. przez Van’t
Hof’a i Kovacs’a hipotezy o istnieniu gléwnych punktow kontrolnych (Principal
Control Points, PCP). Pierwszy punkt kontrolny w fazie G1 okreslony zostat jako PCP1,
a drugi w fazie G2 jako PCP2. Procesy fosforylacji i defosforylacji biatek, katalizowane
odpowiednio przez kinazy i fosfatazy bialkowe sa kluczowymi dla glownego
mechanizmu, dzigki ktéremu przebieg cyklu komorkowego jest regulowany przede
wszystkim w punktach kontrolnych.

Glodzone weglowodanowo merystemy korzeniowe Vicia faba ssp. minor zostaly
zaadoptowane jako system modelowy dla eksperymentow majacych na celu okreslenie
zalezno$ci pomigdzy przechodzeniem komoérek z gtownych punktow kontrolnych w
kierunku fazy S i M (PCP1-S i PCP2-M), a procesami fosforylacji i defosforylacji,
dokonywanymi przez kluczowe enzymy zaangazowane w przebieg cyklu.

Gloéwne pytania postawione w pracy byty nastepujace:

v Jak komorki merystematyczne V. faba aktywuja swoje gtéwne punkty kontrolne
dziatajace w fazie G1 (PCPl1) i G2 (PCP2) w odcigtych, gltodzonych
weglowodanowo korzeniach? Jakie zmiany w kondensacji chromatyny jadrowej sa
zwiazane z ekspresja PCP1 i PCP2? Jaka jest zawarto$¢ kluczowego biatka cyklu
komorkowego (p34°°°2) w komérkach zablokowanych w fazie G1 i G2?

v Jaki okres czasu jest potrzebny, aby komorki zablokowane w PCP1 weszty w fazg S,
a te zablokowane w PCP2 weszty w mitozg, W izolowanych merystemach
korzeniowych po dodaniu do pozywki egzogennej sacharozy?

v  Jak pulsowe inkubacje z 6-dimetyloaminopuryna (6-DMAP, inhibitorem
serynowo/treoninowych kinaz biatkowych) i kwasem okadejowym (OA, inhibitorem
fosfataz biatkowych 1 i 2A) wptywaja na przebieg drogi PCP1 - S i PCP2 - M?

v Jak fitohormony, 6-benzyloaminopuryna (BAP) i kwas indolilooctowy (I1AA)
modyfikuja tempo przechodzenia PCP1-S i PCP2-M.

Blokowanie komorek w gtdéwnvych punktach kontrolnych.

Zgodnie z hipoteza glownych punktow kontrolnych, populacja komorek
merystematycznych w izolowanych korzeniach V. faba ulegata blokowaniu w fazie G1
(PCP1) lub w fazie G2 (PCP2). Brak zarowno komodrek mitotycznych, jak i
wlaczajacych *H-tymidyne sugeruje, Zze glodzenie weglowodanowe merystemow
korzeniowych powoduje catkowite zaprzestanie proliferacji komorek i jest przyczyna
powstania merysteméw stacjonarnych. Proporcje komorek zablokowanych w G1 : G2
oszacowano na 1,5 : 1.

Niezaleznie od fazy cyklu komoérkowego (Gl Iub G2) w glodzonych
weglowodanowo komoérkach izolowanych merystemow korzeniowych, liniowe profile
gestosci optycznej jader, wybarwionych w reakcji Feulgena, odzwierciedlaty znacznie
Wwyzszy stopien zaggszczenia chromatyny, w pordwnaniu z roslinami kontrolnymi.
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Podejmujac potilosciowe pomiary wyznakowania komorek przeciwcialami
skierowanymi przeciwko motywowi PSTAIRE (p34°), i sprzegnietymi z fluoresceing
(FITC) stwierdzono brak wyraznych réznic w intensywnosci fluorescencji, zaréwno
pomigdzy komorkami w G1 i G2, jak i pomigdzy komoérkami kontrolnymi i glodzonymi
weglowodanowo, zablokowanymi w obydwu punktach kontrolnych.

Wyjscie komoérek z PCP: wznowienie aktywnosci replikacyjnej i mitotycznej

Komérki zatrzymane w fazie G1 i G2 po dostarczeniu egzogennej sacharozy (2%),
byty uwalniane z PCP1 i PCP2. Wznowienie aktywnosci replikacyjnej i mitotycznej nie
byto jednak natychmiastowe. Mijat okres okoto 12 godz., zanim pojawity si¢ pierwsze
komorki whaczajace *H-tymidyng oraz komorki mitotyczne.

Dostarczenie 2% sacharozy powodowato rowniez stopniowa dekondensacje
chromatyny w jadrach komorek zatrzymanych w fazach G1 i G2. Istniata pewna
zasadnicza réznica migdzy dynamika dyspersji chromatyny towarzyszacej przej$ciu
PCP1-S i PCP2-M. TIlosciowe pomiary zaggszczenia chromatyny w czasie
przechodzenia w kierunku fazy S wykazaty krotki okres zwigkszonej kondensacji
chromatyny (w 12-tej godz. regeneracji), a nastgpnie jej dekondensacj¢ prowadzaca do

wejscia w replikacje DNA.

Wyijscie komoérek z PCP w obecnosci inhibitoréw: 6-DMAP i OA
Podczas okresu jaki uptynal od podania komoérkom sacharozy, do momentu

pojawienia si¢ pierwszych komorek replikujacych i1 mitotycznych wykonano cztery,
3-godz. inkubacje z 6-DMAP (3 mM) lub OA (1 uM). Wywotane zmiany w dtugosci
okres6w potrzebnych dla przebycia drogi PCP1-S i PCP2-M okres$lano na podstawie
analizy indeksow znakowania komorek replikujacych i indeksow mitotycznych w
kolejnych godzinach postinkubacji.

Badania ujawnity zaré6wno, zmiany w dtugosci przejscia PCP1-S jak i PCP2-M w
zalezno$ci od przedzialu czasowego, w ktorym merystemy korzeniowe byty traktowane
inhibitorami. Zarowno rozpoczecie replikacji DNA jak i mitozy zostalo najsilniej
odsunigte w czasie wtedy, gdy traktowanie inhibitorami zbieglo si¢ z poczatkowymi
okresami odzywiania komorek w sacharozie, wskazujac na skomplikowane role
odgrywane przez kinazy i fosfatazy biatkowe w tych etapach. W 3-godzinnym okresie,
bezposrednio poprzedzajacym wznowienie replikacji 1 mitozy w komodrkach
kontrolnych zaobserwowano najstabsze oddzialywanie obydwu inhibitorow. Ponadto
komorki wykazywaty wigksza wrazliwos¢ na dziatanie OA niz 6-DMAP.

Lacznie, uzyskane wyniki sugeruja, ze procesy lezace u podstaw przejscia PCP1-S i
PCP2-M obejmuja specyficzne sekwencje reakcji fosforylacji i defosforylacji biatek, co
objawia si¢ odmienna, zalezna od czasu odpowiedzig na inhibitory kinaz i fosfataz
biatkowych.
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Wplyw BAP i IAA na indukcie replikacii i mitozy.

BAP i IAA obecne w pozywce regeneracyjnej z sacharoza wywolaly przeciwstawne
efekty. Ciagla inkubacja izolowanych korzeni w obecnosci BAP (0,56 pM)
przyspieszata wznowienie aktywnosci replikacyjnej i mitotycznej, podczas gdy ciagta
inkubacja w obecnosci IAA (5,4 uM) stata si¢ przyczyna znacznego opoznienia obydwu
procesow.

Stwierdzono zatem, ze komorki roslin integruja informacj¢ hormonalna nie tylko w
punkcie kontrolnym w fazie G2, wtedy gdy obserwuje si¢ wzrost endogennych
hormonéw w komoérkach kontrolnych, ale rowniez w punkcie kontrolnym w fazie G1.
Gtéwne punkty kontrolne cyklu komoérkowego petni¢ moga wigc rolg integratorow
uktadu enzymatycznego odpowiedzialnego za fosforylacje i defosforylacje biatek, z
hormonalnym uktadem sygnalizacyjnym.

Po przeprowadzeniu przeze mnie znacznej czg$ci wyzej opisanych badan Rada Wydzialu
Biologii i Nauk o Ziemi otworzyta przewod doktorski w dniu 27 maja 1997 roku, a projekt
badawczy obejmujacy wspomniang tematyke zgloszony w 1998 r. do Komitetu Badan
Naukowych zostal zakwalifikowany do finansowania jako ,.grant promotorski” (KBN nr
6P04C 025 16). Realizujac badania przewidziane w ramach doktoratu wdrozytam nie
stosowana w danym czasie w Katedrze Cytofizjologii metod¢ immunocytochemicznej
identyfikacji komorek replikujacych i potranslacyjnych modyfikacji biatek enzymatycznych.
Uzyskane w trakcie wykonywania pracy wyniki prezentowalam w formie 4 komunikatéw
zjazdowych (Zal. 3, pkt. B.l. 1-4.) na 3 konferencjach (2 krajowych i 1 miedzynarodowe;j;
Zal. 4, pkt. I.F.).

W trakcie przygotowywania rozprawy doktorskiej powstaly jednocze$nie dwie
publikacje: wspotautorska praca przegladowa, w ktérej opublikowano fragmenty wstepu
(Maszewski i Polit 1998; Zak 3, pkt. A.l. 5) oraz samodzielna praca, w ktorej
opublikowano jeden z rozdzialow wynikdéw dotyczacy zawartosci biatka p34COICZ w komorkach
gltodzonych weglowodanowo (Polit 1999; Zal. 3, pkt. A.l. 4.).

Obrona rozprawy doktorskiej pt.: ,,Wplyw inhibitorow kinaz i fosfataz biatkowych na
inicjacjg replikacji DNA i mitozy w merystemach korzeni Vicia faba subsp. minor,, odbyta si¢
18 stycznia 2000 roku. Komisja Fizjologiczno-Mikrobiologiczna ds. przewodow doktorskich
Rady Wydziatu BNZ jednomyslnie przyjela wniosek obydwu Recenzentéw o wyrdznienie
mojej rozprawy doktorskiej. Stopien doktora nauk biologicznych zostal zatwierdzony 25
stycznia 2000 roku, a w 2003r. otrzymatam indywidualng nagrode JM Rektora UL za cykl
opublikowanych artykutow naukowych zwiazanych z tematyka rozprawy doktorskie;j.

W czasie II 1 III roku studiéw doktoranckich rownolegle z wykonywaniem zadan w
ramach pracy doktorskiej prof. dr hab. Janusz Maszewski zaproponowat mi wspotudziat w
realizacji koncowych etapéw realizowanego przez Niego projektu badawczego pt.:
,»Aktywno$¢ biologiczna, funkcje morfogenetyczne i mechanizm dziatania plemniowego
czynnika kondensacji chromatyny” (KBN; PB 0267/P2/94/06). Doswiadczenia, w ktorych
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uczestniczytam, prowadzone byly zard6wno z wykorzystaniem materiatu roslinnego, jak tez
ludzkich komorek nowotworowych hodowanych in vitro, a ich cele znacznie odbiegaly od
glownego nurtu moich badan. Prace te zaowocowaty dwoma publikacjami (Maszewski i wsp.
1998, 1999; Zal. 3, pkt. A.l. 2-3.). Uczestnictwo w realizacji powyzszych badan oraz
wspotautorstwo w artykutach dotyczacych ,,Morfogenetycznych funkcji i mechanizméow
dziatania nisko-czasteczkowego czynnika kondensacji chromatyny, izolowanego z
anterydiostanow Chara tomentosa” wyr6znione zostalo w_1999r. zespotowa nagroda

naukowa JM Rektora UL, przyznana za cykl publikac;ji.

Od 1997 do 1999 roku bratam réwniez udzial w realizacji corocznych projektow
finansowanych z funduszu Uniwersytetu L.odzkiego na realizacj¢ badan wlasnych i
statutowych (Zal. 4, pkt. 1.A.). W kwietniu 1999r. bedac jeszcze doktorantka zostalam
zatrudniona w Katedrze Cytofizjologii UL na stanowisku starszego referenta w wymiarze %2

etatu, a w pazdzierniku 1999r. uzyskatam etat asystenta, finansowany z grantu KBN nr
6P0O4C 026 17 (tytut projektu badawczego: ,,Rola fosforylacji i defosforylacji bialek w
regulacji cyklu komorkowego 1 endoreduplikacji DNA u roslin”), w ktérym bylam gtownym
wykonawca.

Kontynuacja pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Po przeprowadzeniu postgpowania konkursowego, od 1 marca 2000 roku, zostatam
zatrudniona w Katedrze Cytofizjologii Uniwersytetu Lodzkiego na stanowisku adiunkta.
Poczatkowo, w latach 2000 — 2002, kontynuowatam prace naukowa pod kierunkiem prof. dr
hab. Janusza Maszewskiego wspoéirealizujac zadania przewidziane w harmonogramie
powyzej wspomnianego projektu badawczego. Badania dotyczyly migdzy innymi wplywu
inhibitorow kinaz cyklino-zaleznych CDK (2-aminopuryny, olomoucyny,
6-dimetyloaminopuryny i staurosporyny) oraz inhibitora fosfataz biatkowych typu cdc25
(wanadanu sodu) na proces endoreduplikacji w roznicujacych si¢ komodrkach korzeni
zarodkowych Pisum sativum.

Wykorzystujac metody cytofotometrycznego pomiaru zawartosci jadrowego DNA
oraz metody autoradiograficznego znakowania komoérek replikujacych *H-tymidyna
wykazano, ze co najmniej jedna dodatkowa runda replikacji DNA wystgpuje w
komorkach traktowanych inhibitorami. Ponadto skutki wywotane przez taczne
zastosowanie staurosporyny i wanadanu sodu okazaty si¢ znacznie silniejsze, niz te
wywolane przez kazdy z inhibitorow oddzielnie. Uzyskane wyniki pozwolity na
stwierdzenie, ze zaangazowanie si¢ komorek w proces endoreduplikacji DNA moze
pojawic sie nie tylko w konsekwencji bezposredniego hamowania aktywnosci CDK, ale
takze posrednio poprzez obnizenie aktywnos$ci fosfatazy biatkowej typu cdc25 - enzymu
niezbednego, do przetaczenia kompleksu CDK/cyklina B w stan aktywny.

Poprzez mikrospektrofotometryczna analiz¢ profili jader wybarwionych metoda
Feulgena, ujawniono w komorkach endopoliploidalnych specyficzne, zalezne od
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fosforylacji zmiany w kondensacji chromatyny, co sugeruje, ze nabycie pewnego
krytycznego poziomu kondensacji stanowi warunek wstepny dla dodatkowych rund
syntezy DNA u roslin.

Ponadto w ramach projektu analizowano odpowiedz wewngtrznych punktow
kontrolnych fazy S na hamowanie replikacji DNA (wywotane dziataniem
hydroksymocznika - HU), w merystemach korzeni Pisum sativum i Vicia faba.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze molekularny sygnal, ktory aktywuje mechanizmy
umozliwiajace komérkom przetamanie S-M zaleznego systemu kontroli i wywotuje
przedwczesna kondensacje chromosomow (PCC) moze by¢ generowany przez kofeing
(CF) oraz szereg alternatywnych, wczesniej stosowanych zwiazkow, bedacych zarowno
inhibitorami kinaz, jak i fosfataz biatkowych (benzyl-6-aminopuryng, 2-aminopuryng,
6-dimetyloaminopuryng, wanadan sodu). Wiele nieprawidtowych podzialow
mitotycznych, odbywajacych si¢ w komorkach z zahamowana synteza DNA,
charakteryzowato si¢ pgknigciami 1 ubytkami w ciaglosci chromatyd, pogubieniami
chromosomow, wystgpowaniem mostkéw chromosomowych oraz mikrojader.

Wykazana badaniami  zdolno$¢ kofeiny do tlumienia mechanizmu
zapobiegajacego rozpoczeciu mitozy w komorkach merystemow korzeni traktowanych
HU u obydwu gatunkéw zdecydowanie potwierdza tezg, ze rozbudowane aspekty
regulacyjne cyklu komoérkowego sa porownywalnie konserwatywne u drozdzy, zwierzat
i roslin.

Uzyskane wyniki zostaly zaprezentowane w formie komunikatow zjazdowych (Zal. 3,

pkt. B.Il. 1, 7.) na dwdch konferencjach krajowych oraz opublikowane w trzech pracach
eksperymentalnych (Rosiak i wsp. 2002a, b; Rybaczek i wsp. 2002; Zal.3, pkt. A.I1.2-4.).

Podczas realizacji badan zwiazanych z wyzej omowionym projektem badawczym
podjetam réwniez badania samodzielne, ktore miaty sktada¢ si¢ na cykl monotematycznych
prac stanowiacych tre$¢ rozprawy habilitacyjnej. Opierajac si¢ na zweryfikowanej
eksperymentalnie  koncepcji  gtownych  punktow  kontrolnych (PCP1 i PCP2),
skoncentrowalam swoje zadania eksperymentalne na zalezno$ciach migdzy metabolizmem
weglowodanowym (gléwnie rola sacharozy i1 glukozy jako czasteczek sygnalowych), a
mechanizmami fosforylacji i defosforylacji biatek enzymatycznych, ktore odpowiedzialne sa
za kontrolg przejs¢ G1-S i G2-M. Cele badawcze, jakie wyznaczytam swojej pracy naukowej,
integrowaly istotne problemy wspoéiczesnej biologii komoérki umiejscowione na styku
fizjologii roslin, cytogenetyki oraz biochemii czynnikow regulacyjnych cyklu komorkowego.

W latach 2005-2008, badania wtasne nad ultrastruktura, poziomem frakcji cukrowych
oraz aktywno$cia kinaz biatkowych w komorkach zablokowanych glodzeniem
weglowodanowym, finansowane byly z funduszu Uniwersytetu Lodzkiego na realizacjg prac
habilitacyjnych. Byly to cztery indywidualne kierowane przeze mnie projekty (Zal. 4, pkt.
I.A. 8.) Uzyskane wyniki zostaly zaprezentowane w formie 9 komunikatéw zjazdowych (Zal.
3, pkt. B.1l. 2-3, 5, 9-12, 14, 17.) na 5 konferencjach (4 krajowych i 1 miedzynarodowej).
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Cze¢s$¢ uzyskanych wynikéw zostala opublikowana w 2007r. w renomowanym czasopismie
naukowym - Journal of Experimental Botany (Polit i Kazmierczak 2007; Zal. 3, pkt. A.IL
19.). Pojawiajace si¢ w trakcie realizacji celow pracy habilitacyjnej problemy techniczne
(metodyczne) rozwiazywatam nawiazujac kontakty i wspolprace ze specjalistami w danej
dziedzinie, zarowno w rodzimym os$rodku badawczym, jak i innych placoéwkach naukowych.
Wyrazem tego typu wspotpracy jest pieé prac wspotautorskich (Polit i wsp. 2004; Polit i
Kazmierczak 2007; Polit i Ciereszko 2009, 2012; Polit i wsp. 2012; Zal. 3, pkt. A.Il. 18,
19, 22-24.). Podsumowaniem moich badan prowadzonych w ramach pracy habilitacyjnej byta
prezentacja zarowno koncepcji pracy jak i uzyskanych wynikéw na posiedzeniu Rady
Instytutu Fizjologii, Cytologii i Cytogenetyki UL w dniu 15 maja 2012 roku. Tezy
prezentowanej pracy zostaly jednomys$lnie przyjete przez Radeg Instytutu w glosowaniu
jawnym, co upowaznito mnie do ubiegania si¢ 0 wszczgcie procedury habilitacyjnej.

W 2006r. odbytam szkolenie w zakresie pracy z lumenometrem, organizowane przez
firm¢ Symbios ze Straszyna, a nast¢pnie ukonczylam kurs ,,Podstawy hodowli komorek
zwierzgcych 1 ludzkich” organizowany przez Uniwersytet Marii-Curie Sklodowskiej w
Lublinie (Zal. 4, pkt. I.C.). Realizujac samodzielne badania tacznie wdrozytam siedem nie
stosowanych wczesniej w Katedrze Cytofizjologii metod badawczych (metode okreslania
aktywnosci kinaz biatkowych jak rowniez aktywnosci proteasomow z uzyciem luminometru,
metode identyfikacji aktywnosci enzymow hydrolizy sacharozy in situ, metodg identyfikacji
zawartosci  glukozy 1 sacharozy in situ, metode mikroautoradiografii, metode
elektroforetycznego rozdzialu biatek oraz metode Western blot), ktorymi obecnie postuguja
si¢ inni pracownicy Katedry.

W 2008r. wlaczytam si¢ w dwa nurty badan prowadzone w zespole kierowanym przez
prof. dr hab. Mari¢ Kwiatkowska. Pierwszy z nich dotyczyt spermiogenezy u glonu Chara
vulgaris. Powierzone mi zadanie polegato na wykonaniu analiz z zastosowaniem metody
Western blot (Poplonska i wsp. 2009; Zal. 3, pkt. A.IL. 8.).

‘ Badania ujawnily migdzy innymi, ze podczas spermiogenezy u Chara, retikulum
endoplazmatyczne jest miejscem syntezy biatek protamino-podobnych, ktore nastepnie
transportowane sa do jadra poprzez kanaty ER zwigzane z otoczka jadrowa w celu
zastapienia biatek histonowych. W pracy opublikowanej w 2009r. postawiono tez
Smiata hipoteze zakladajaca, Zze wewngtrzna membrana otoczki jadrowej ulega
inwaginacji do jadra razem z protamino-podobnymi biatkami, ktore nastgpnie
oddzielane sa od niej aby dosta¢ si¢ do chromatyny.

Drugi kierunek badan byt znacznie bardziej obszerny i jest nadal realizowany w ramach
Sieci Mechanizmy Ruchéw Komoérkowych MOBILITAS oraz zadan projektu badawczego
(MNiISW nr N N303 359035, pt. ,,Rola kul lipidowych i mikrotubul w syntezie lipidow”) w
ktorym jestem jednym z glownych wykonawcow. Obiektem prowadzonych badan sa
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lipotubuloidy — struktury, ktorym nazwe nadata prof. dr hab. Maria Kwiatkowska, a ktore u
wielu gatunkoéw roslin zostaly btednie nazwane elajoplastami.

Elajoplasty sa plastydami produkujacymi thuszcz otoczonymi podwdjna dwu-
warstwa fosfolipidowa. Lipotubuloidy natomiast, jak wykazata prof. dr hab. Maria
Kwiatkowska w badaniach ultrastrukturalnych epidermy Ornitogalum umbellatum, sa
domenami cytoplazmy, ktore nie sa otoczone wiasng blona lecz tonoplastem, gdyz
wpuklaja si¢ w glab wakuoli. Sa wypelione osmofilnymi granulami
(zidentyfikowanymi jako lipid bodies), otoczonymi monostojem fosfolipidowym,

pomigdzy ktorymi wystepuje system krzyzujacych si¢ ze soba i biegnacych w réznych
kierunkach mikrotubul. Oprécz lipid bodies i mikrotubul w domenie tej wystepuja
liczne rybosomy, cysterny i pgcherzyki ER oraz pojedyncze mitochondria, mikrociata,
struktury Golgiego, a w po6zniejszych stadiach rozwoju rowniez wakuole autolityczne
(Kwiatkowska i wsp. 2012; Zal. 3, pkt. A.IL 16.).

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze struktury wcze$niej obserwowane
i opisane u Haemanthus albiflos, Vanilla planifolia, Funkia Sieboldiana i Althaea rosea
nie sa elajoplastami, lecz lipotubuloidami. Posiadaja one w porownaniu z
lipotubuloidami O. umbellatum mniej trwate mikrotubule, co przysparzato probleméw
w ich utrwalaniu. Ostatecznie jednak opracowano procedury ich identyfikacji w
mikroskopie elektronowym (Kwiatkowska i wsp. 2010, 2011; Zal. 3, pkt. A.IIL. 9, 11-
12.). Na modelu lipotubuloidow O. umbellatum wykazano, ze lipid bodies powstaja
przy udziale retikulum endoplazmatycznego w wyniku akumulacji lipidow w
dwuwarstwie fosfolipidowej. Tworzace si¢ lipid bodies pojawiaja si¢ najpierw w
postaci szczeliny, a nastepnie soczewkowatej osmofilnej struktury, ktora powigksza sig.
Dojrzate lipid bodies nie sa zwiazane z ER bezposrednio, lecz za posrednictwem
mikrotubul, ktére jednym koncem lacza si¢ z ER a drugim z lipid bodies
(Kwiatkowska i wsp. 2012; Zal. 3, pkt. A.IlL. 14.). Badania z zastosowaniem techniki
immunogold ujawnity, ze enzymy DGATL1 i DGAT?2 (diacylglicerol acyltransferazy 1 i
2) wystgpuja w specyficznych regionach ER i sa syntetyzowane na rybosomach
zwiazanych z ER, a naste¢pnie znajduja si¢ w zewnetrznej strefie dojrzatych lipid bodies
(Kwiatkowska i wsp. 2011; Zal. 3, pkt. A.IL. 13.). W komorkach roslinnych nie
wykazano dotychczas obecnosci DGAT w lipid bodies metoda immunogold. Istnieje
wigc mozliwos¢ zachodzenia w dojrzatych lipid bodies ostatniego etapu syntezy lipidow
— przeksztalcenia DAG (diacyloglicerolu) w TAG (triacyloglicerol). W przypadku
lipotubuloidow O. umbellatum bezposrednim dowodem $wiadczacym o tym, ze synteza
lipidéw rzeczywiscie zachodzi w zewngtrznej strefie dojrzatych lipid bodies, sa wyniki
badan autoradiograficznych z zastosowaniem *H-kwasu palmitynowego na poziomie
ultrastrukturalnym. Ostatnie badania wykazaty, ze blisko powierzchni lipid bodies
znajduje si¢ rowniez lipaza (Kwiatkowska i wsp. 2011; Zal. 3. pkt. A.Il. 13.). Efektem
dziatania lipazy jest przypuszczalnie zanikanie wybidrczego wyznakowania

lipotubuloidow inkubowanych w SH-kwasie palmitynowym, ktore nastepnie poddano
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~ postinkubacji w $rodowisku nieradioaktywnym. Dojrzale lipid bodies dzigki
utrzymywaniu réwnowagi dynamicznej migedzy synteza ttuszczow i lipoliza zachowuja,
mimo aktywnej syntezy lipidow, w przyblizeniu stale rozmiary podczas rozwoju
zalazni, zwigksza si¢ natomiast ich liczba w lipotubuloidach, ktérych rozmiary znacznie
si¢ powigkszaja. Wynika z tego, ze brak wzrostu objetosci lipid bodies nie moze
stanowi¢ jednoznacznego dowodu niezachodzenia w nich syntezy lipidow.

Jak ujawnila juz wezesniej prof. dr hab. Maria Kwiatkowska lipotubuloidy wykazuja
bardzo dynamiczny ruch rotacyjny i postgpowy. Ruch postepowy zalezny jest od
cyklozy, zamiera on po zablokowaniu ruchu cytoplazmy. Ruch rotacyjny jest
autonomiczny wywotywany dziatalno$cia mikrotubul wystepujacych w lipotubuloidzie.
Podjeto wige probe okreslenia, czy dynamiczne mikrotubule uczestnicza w syntezie
lipidow. Badania ujawnily, ze po krotkiej inkubacji z *H-kwasem palmitynowym
najpierw znakuja si¢ mikrotubule, a dopiero po pewnym czasie lipid bodies. Podobna
kolejno$¢ znakowania wykazaty badania z zastosowaniem techniki immunogold, ktéra
ujawnita migracj¢ DGAT1/2 i fosfolipazy D. Mikrotubule wychwytuja wigc prekursory
lipidow oraz enzymy i transmituja je do miejsca inkorporacji. Hipoteza zostata
potwierdzona badaniami z zastosowaniem propyzamidu, indukujacego rozpad
mikrotubul, ktéry zablokowal syntez¢ nowych lipidéw, przejawiajaca sig
zahamowaniem wlaczania *H-kwasu palmitynowego do lipotubuloidéw. W koncowych
stadiach rozwoju lipotubuloidow, przed ich rozpadem na pojedyncze lipid bodies,
poprzedzonym zanikiem mikrotubul, pojawiaja si¢ w nich wakuole autolityczne.
Badania z zastosowaniem reakcji immunogold ujawnily w nich obecno$¢ lipazy
(Kwiatkowska i wsp. 2012; Zal. 3, pkt. A.11. 14).

Ostatnio uwaga zespotu badawczego koncentruje si¢ na zwiazku lipotubuloidéw z
synteza kutikuli. Wiadomo, Ze kutikula jest produkowana przez komorki epidermy,
ktdre przeznaczaja na ten cel wigkszo§¢ zawartych w nich metabolitow. Celem naszych
dociekan jest odpowiedZ na pytanie, czy przemiany lipidow zawartych w
lipotubuloidach, w sktadniki kutikuli dokonuja si¢ na terenie lipotubuloidéw, czy w
innych miejscach komorki, a thuszcze lipotubuloidow stanowia jedynie materiat
budulcowy.

Uzyskane wyniki badan, w ktorych uczestniczytam, zaprezentowane zostaly w formie

komunikatéw zjazdowych (Zal. 3, pkt. B.IL. 13, 16, 18.) na 3 konferencjach (1 krajowej i 2
mig¢dzynarodowych) oraz zawarte zostaty w 7 pracach juz opublikowanych (Zal. 3, pkt. A.IL
9,11, 12-14, 17-17.) i 2 wystanych do druku. Badania dotyczace syntezy kutikuli prowadzone
sa we wspolpracy z zespolem Profesora Antonio Heredia z Uniwersytetu w Maladze w
Hiszpanii a wspolnie przygotowana praca zostala juz wystana do druku. Obecnie wraz z
Zespotem prof. dr hab. Marii Kwiatkowskiej oczekujemy na rozstrzygnigcie konkursu, na
ktory zostal zgloszony kolejny projekt grantu pt.” Lipotubuloids — structure and function in

synthesis of lipids and formation of cuticle on aerial epidermis”.
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W 2008r. podjetam rowniez wspotprace z JM Rektorem Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu, prof. dr hab. Grzegorzem Skrzypczakiem z Katedry Agronomii Wydziatu
Rolnictwa 1 Bioinzynierii w Poznaniu koncentrujaca si¢ wokot probleméw zwiazanych z
wptywem nowej klasy herbicydow (herbicyddéw w postaci cieczy jonowych) na kietkowanie i
wzrost roslin (Zal. 4, pkt. I.E.). W szeroko zakrojony projekt badawczy zaangazowane sa
rowniez dwa inne o$rodki badawcze: Instytut Ochrony Ro$lin-PIB w Poznaniu
reprezentowany przez prof. dr hab. Tadeusza Praczyka oraz Wydziat Technologii Chemicznej
Politechniki Poznanskiej reprezentowany przez prof. dr hab. Juliusza Pernaka. W wyniku
wspolnie przeprowadzonych badan powstata praca eksperymentalna “Inhibition of
germination and early growth of rape seed (Brassica napus L. ssp. napus) by herbicidal ionic
liquids with MCPA in anion‘ obecnie wystana do druku.

Nowatorskie w tego typu badaniach bylo zarowno uzycie srodkéw chwastobdjczych
w postaci cieczy jonowych (HILS), jak i analiza ich aktywnos$ci w komorkach roslin.
Specyficzny mechanizm dziatania HILs nie jest znany. Celem badah bylo wigc
okreslenie wptywu nowych formulacji HILs na kietkowanie i rozwoj siewek rzepaku.
W biezacej literaturze nie ma podobnych badan. W pracy opisano syntez¢ HILs, ich
fizykochemiczne wtasciwosci, jak rowniez biologiczna aktywno$é. Po raz pierwszy
réwniez porownano wplyw HILs oraz tradycyjnej auksyny syntetycznej, takiej jak kwas
fenoksykarboksylowy (MCPA) na kietkowanie nasion i rozwoj korzeni zarodkowych.

Nasze wyniki sa istotne dla obszaru ochrony roslin. Potencjat cieczy jonowych, Ktore
spelniaja wymagania ochrony S$rodowiska naturalnego jest niezwykly. Na calym
Swiecie, wzrasta $wiadomos¢ wplywu sztucznych substancji chemicznych na
srodowisko, €0 W konsekwencji przyczynia si¢ do zaostrzania przepisOw |
wprowadzania ograniczen. Swiadome projektowanie substancji chemicznych majace na
uwadze ich struktur¢ i1 aktywno$¢ stanowi niezbedne narzedzie dostarczajace
bezpieczniejszych preparatow o zwigkszonej wydajnosci technicznej. Nasze badania
pozwola na wprowadzenie innowacyjnych potaczen herbicydow, w celu sprostania,
pojawiajacym si¢ przed rolnikami, wyzwaniom kontroli zwalczania chwastow.

Podczas realizacji zarowno moich indywidualnych badan, jak rowniez badan w zespole
prof. dr hab. Marii Kwiatkowskiej i prof. dr hab. Grzegorza Skrzypczaka od 2010 roku
zostalam wilaczona jako gtéwny wykonawca w prace prowadzone w zespole prof. dr hab.
Janusza Maszewskiego w ramach projektu badawczego MNiSW nr N N303 503038 pt.
,Asynchroniczno$¢ przejscia G2-M w warunkach stresu replikacyjnego. Spolaryzowany
przebieg kondensacji chromatyny w komorkach korzeni Allium cepa”. Projekt poswigcony
jest badaniom przyczyn asynchronicznego przechodzenia komorek poliploidalnych przez
etapy cyklu komorkowego.

| Badania wykazaly, ze przemienne inkubacje korzeni Allium cepa w roztworach |
hydroksymocznika (HU — inhibitora reduktazy rybonukleotydowej odpowiedzialnej za
| zapewnienie puli trifosforanow nukleozydow podczas syntezy DNA) i kofeiny |
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(inhibitora tworzenia fragmoplastu), prowadza do powstania poliploidalnych, bardzo |
duzych i silnie wydtuzonych komorek wielojadrowych lub komorek jednojadrowych ze |
zwielokrotniong liczba chromosoméow. W komorkach tych pojawiaja si¢ nietypowe
obrazy podzialow mitotycznych charakteryzujace si¢ asynchronicznos$cia wystgpujaca
pomigdzy jadrami oraz nieznanym typem migdzychromosomowej asynchronicznosci,
obserwowanym podczas przejscia z metafazy do anafazy. Za tego typu zjawisko
odpowiedzialny jest prawdopodobnie nierdwnomierny dostgp chromatyny jadrowej do
endogennych induktorow mitozy znajdujacych si¢ w cytoplazmie. Jadra zlokalizowane
na przeciwlegtych biegunach wydluzonych komoérek maja kontakt z wigksza
powierzchnia cytoplazmy 1 szybciej inicjuja mitozg niz te, ktore znajduja si¢ w
centralnym obszarze komorki. Inny rodzaj asynchroniczno$ci, ktory nie moze wylacznie
zaleze¢ od zwigkszonej dtugosci komorek, zaobserwowano po dtugotrwalej inkubacji
korzeni w HU. Taki rodzaj inkubacji ujawnit zaréwno jadra komorkowe wchodzace
przedwczesnie w mitozg jak réwniez, po raz pierwszy, niespotykang wczesniej forme
nieprawidlowosci mitotycznej manifestujaca si¢ gradientowa kondensacja chromatyny
od interfazy do prometafazy w obrgbie jednego jadra, a nawet jednego chromosomu.
Proces stopniowej przebudowy chromatyny, dokonujacej si¢ podczas kolejnych etapow
transformacji interfaza-mitoza w obszarze pojedynczego jadra komoérkowego, tworzy
model badawczy o wyjatkowym potencjale poznawczym.

Gléwnymi celami projektu jest znalezienie odpowiedzi na pytania:

1) Jak — na poziomie organizacji strukturalnej i funkcjonalnej — przebiega stopniowa
przebudowa chromatyny (jadra komorkowego) podczas kolejnych stadiow
transformacji interfaza-mitoza?

2) Ktore sposrod glownych czynnikéw cyklu komorkowego tworza, skorelowane ze
zmianami struktury, gradienty rdéznicujace molekularne $rodowisko cytoplazmy i
chromatyny?

3) Czy, i w jakim stopniu topologiczna specyfika organizacji wierzchotkowej strefy
korzenia 1 spolaryzowane oddziatywania morfogenetyczne endogennych fitohormonow
wywieraja wptyw na indukcj¢ asynchronicznej transformacji interfaza-mitoza?

W  pierwszym etapie badan wykonano immunocytochemiczne analizy z
zastosowaniem przeciwcial skierowanych przeciwko cyklinie B — biatku ktére tworzac
kompleks z kinazami typu CDK uczestniczy w promowaniu mitozy. Potilosciowe
pomiary intensywnosci fluorescencji w komorkach kontrolnych wykazaty, ze poziom
biatek typu cyklina B osiaga najwyzsza warto$¢ poczynajac od fazy G2 do metafazy, a
nastgpnie ulega redukcji podczas nastepnych etapow mitozy. Po dtugotrwatej inkubacji
korzeni w niskich dawkach HU poziom biatek typu cyklina B znacznie wzrasta, a
znaczna liczba wydluzonych  komorek  wykazuje  gradient tych  biatek
rozprzestrzeniajacy si¢ wzdhuz kolejnych regionow wokotjadrowej cytoplazmy.
Sugeruje si¢, ze moze istnie¢ bezposredni zwiazek pomigdzy skutkami spowolnienia faz
S 1 G2, wywotanymi HU, a podwyzszonym stgzeniem biatka typu cyklina B. W |
konsekwencji aktywacja kompleksow cyklina B-CDK prowadzi do nieprawidtowego |
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wzoru przedwczesne] kondensacji chromosomow z dwufazowa struktura jadra
majacego jedna cze¢s¢ chromatyny zdekondensowana, a druga skondensowana. Ponadto
wykonano immunocytochemiczne badania komorek wielojadrowych z zastosowaniem
przeciwcial skierowanych przeciwko [-tubulinie. Wykazaly one powazne zaburzenia
uktadu mikrotubul formujacych wiazke preprofazowa w badanych komorkach.

Wiyniki dotychczas przeprowadzonych badan zostaty zaprezentowane w formie komunikatu
(Zal. 3, pkt. B.II. 15.) na miedzynarodowej konferencji w Pradze oraz opublikowane w
artykule eksperymentalnym (Zabka i wsp. 2010; Zal. 3, pkt. A.IL 10.), a kolejne badania s
w toku.

Po uzyskaniu stopnia doktora obok realizacji przedstawionych powyzej trzech gtéwnych
projektow badawczych finansowanych z funduszu KBN/MNiSW oraz 4 projektow
zwiazanych z praca habilitacyjna bralam rowniez udziat w corocznych (lacznie sze$ciu)
projektach finansowanych z funduszu Uniwersytetu Lodzkiego na realizacjg tzw. badan
wilasnych (Zal. 4, pkt. L.A. 4-7, 9-10.).

W 2012r. zostatam promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim mgr Konrada
Winnickiego ze Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Mikrobiologii, Biotechnologii i
Biologii Eksperymentalnej UL, ktorego otwarcie nastapito 16 kwietnia 2012r. Doktorant
wykonuje pracg pt. ,,Wptyw stresu replikacyjnego na aktywnos¢ transkrypcyjna oraz funkcje
punktow kontrolnych cyklu komoérkowego w merystemach korzeni Vicia faba. Udziat szlaku
kinaz MAP” (Zal. 4, pkt. I1. D.).

Przeprowadzone dotychczas przez Doktoranta badania opublikowane we wspodlnej
pracy (Winnicki i wsp. 2012; Zal. 3, pkt. A.IlL. 15.) wykazaly migdzy innymi, ze W
merystemach korzeniowych Vicia faba hydroksymocznik nie tylko wywotuje blokade
cyklu komorkowego na granicy faz G1/S, ale rowniez aktywacjg transkrypcji w regionie
jadra i jaderka. Wysokiemu poziomowi transkrypcji towarzyszy wzrost zawartosci
duzej podjednostki polimerazy RNA Il. Zmiany w aktywacji transkrypcji i zawartosci
duzej podjednostki polimerazy RNA II koreluja z potranslacyjnymi modyfikacjami
histonéw, ktore odgrywaja istotna rol¢ w udostgpnianiu chromatyny dla procesu
transkrypcji. Wzrost poziomu acetylacji histonu H4 (w pozycji lizyny 5) wskazuje, ze
aktywacja transkrypcji po dziataniu hydroksymocznika zalezy od modyfikacji histonow.

W latach 2000-2011 bytam opiekunem naukowym tacznie 22 studentow wykonujacych
prace magisterska. Bytam rowniez opiekunem dwojki studentéw odbywajacych w Katedrze
Cytofizjologii praktyki zawodowe. Od 2009r. prowadze wyktad na temat ,,Wybrane problemy
biologii eksperymentalnej” dla studentéw III roku biologii na studiach niestacjonarnych —
zaocznych, specjalnos¢ - biologia stosowana i molekularna. W ramach pracy dydaktycznej
prowadze rowniez zajgcia na studiach dziennych, wieczorowych jak i zaocznych na kierunku
biologia, mikrobiologia i biotechnologia. Prowadzone przeze mnie przedmioty to: ¢wiczenia z
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botaniki ogdlnej, anatomii roslin, biologii komorki, reakcji roslin na stres, metod biologii
komorki i cytogenetyki, pracownie specjalistyczne i magisterskie (Zalk. 4, pkt. I1. A-C.).

W ramach pracy organizacyjnej w 2000r. bytam Czlonkiem Wydziatowej Komisji
Rekrutacyjnej. W latach 2000-2001 pelnitam czterokrotnie funkcje Sekretarza Komisji
Przetargowych do spraw zakupu aparatury naukowej. W 2005r. zostalam Przewodniczacym
Biura Konferencyjnego IX Ogodlnopolskiej Konferencji Biologii Komorki organizowanej w
Lodzi. Dwukrotnie w latach 2005 i 2006 uczestniczytam w organizacji V i VI Festiwalu
Nauki Techniki i Sztuki w Lodzi. W latach 2005-2012 zostatam pelnomocnikiem Kierownika
Katedry Cytofizjologii odpowiedzialnym za dostosowanie projektow pomieszczen nowego
Pawilonu Biologii Molekularnej dla potrzeb naszej Katedry, wykonanie projektow pelnego jej
wyposazenia oraz nadzoér nad etapem zagospodarowania wszystkich pomieszczen. Bylam
rowniez Elektorem w Kolegium Elektoréw UL wydzialu BiOS na kadencje 2008-2012 (Zak.
4, pkt. 111, A-G.).

Reasumujac na caly moj dorobek naukowy sklada sig:

e 29 prac o tacznym IF = 34,350 i 579 pkt MNiSW, oraz

e 22 doniesienia zjazdowe prezentowane w formie komunikatow na 14 krajowych i 4
migdzynarodowych konferencjach. 6 doniesien zostalo opublikowanych w

czasopismach dajacych IF = 3,833 i 78 pkt MNiSW.
Suma cytowan na podstawie Web of Knowledge — 64
h-index (Index Hirsch’a) Scopus, IST Web of Knowledge — 5

Na okres przed doktoratem zlozylo sig:

e 5prac o tacznym IF = 2,005 i 49 pkt MNISW, oraz

e 4 doniesienia zjazdowe prezentowane w formie komunikatow na 2 krajowych i 1
migdzynarodowej konferencji. 1 doniesienie opublikowane w czasopismie dajacym
IF =0i 13 pkt MNiISW

Suma cytowan na podstawie Web of Knowledge — 8

h-index (Index Hirsch’a) Scopus, IST Web of Knowledge — 1

Okres po doktoracie zaowocowal:
e 24 pracami o tacznym IF = 32,345 i 530 pkt MNiSW, z czego
7 stanowi pracg habilitacyjna 0 tacznym IF = 14,667 i 195 pkt MNiISW, a
17 sktada si¢ na pozostaty dorobek o tacznym IF = 17,678 i 335 pkt MNiSW, oraz
e 18 doniesieniami prezentowanymi w formie komunikatow na 12 krajowych i 3
migdzynarodowych konferencjach. 5 doniesien opublikowano w czasopismach
dajacych IF = 3,833 1 65 pkt MNiSW.
Suma cytowan na podstawie Web of Knowledge — 56
h-index (Index Hirsch’a) Scopus, IST Web of Knowledge — 4
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