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Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

1988r. - Magister Biologii
»Wpltyw pory roku na poziom endoreplikacji w komorkach manubriow oraz wielko$¢
1 produktywno$¢ anterydiostandw Chara vulgaris”

1999r. - Doktor Nauk Biologicznych
,Cytochemiczne, autoradiograficzne i ultrastrukturalne badania procesu spermiogenezy
Chara spp”

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

10. 12. 1986r. - 05. 1991r. pracownik techniczny w Pracowni Cytofizjologii,
Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytetu
Lodzkiego

05. 1991r. — 31. 10. 1999r. pracownik naukowo-dydaktyczny  —  asystent
w Katedrze Cytofizjologii Wydzialu Biologii i Nauk
o Ziemi, Uniwersytetu £.odzkiego

01. 11. 1999r. — do chwili obecnej adiunkt w Katedrze Cytofizjologii Wydziatu Biologii
1 Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu L.odzkiego

Osiggni¢cie naukowe wynikajace z art.16, ust.2 ustawy z dnia 14 marca
2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. N. 65, poz. 595
ze zm.)

Problematyka opisywana w cyklu publikacji na temat ,Wymiana
nukleohistonéw na bialka typu protamin podczas spermiogenezy u Chara
vulgaris i Chara tomentosa oraz rola retikulum endoplazmatycznego w tym
procesie” stanowiacych osiagnigcie naukowe zgloszone do postepowania
habilitacyjnego

a) Cykl prac wchodzacych w sklad rozprawy habilitacyjnej

Publikacje zrealizowane w ramach projektu badawczego Grant KBN nr 6PO4C 053 17
,,Cytofizjologiczne badania procesu spermiogenezy Chara sp”, ktérego habilitantka byta
glownym wykonawca

1. Kwiatkowska M, Kazmierczak A, Poplonska K (2002) Ultrastructural, autoradiographic
and electrophoretic examinations of Chara tomentosa spermiogenesis. Acta Soc Bot Pol
71: 201-209; (13pMNiSW/0,222IF)
cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge — 7
Wkiad  habilitantki: ~ 50%; Wykonanie pracy eksperymentalnej  (bez  badan
elektroforetycznych), skolekcjonowanie materiatu do badan elektroforetycznych, wraz
z prof. M. Kwiatkowskq opracowanie i interpretacja wynikow, wspolprzygotowanie
manuskryptu.
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2. Kwiatkowska M, Poplonska K (2003) RER and protamine-type proteins during Chara
tomentosa spermiogenesis. Acta Soc Bot Pol 72: 5-9; (13p/0,338)
cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge — 2
Wkiad habilitantki: 70%; Wykonanie pracy eksperymentalnej, wraz z prof. M.
Kwiatkowskq opracowanie i interpretacja wynikow, wspolprzygotowanie manuskryptu.

3. Kwiatkowska M, Wojtczak A, Poplonska K, Teodorczyk M (2003) The influence of
epoxomicin, inhibitor of proteosomal proteolytic activity, on spermiogenesis in Chara
vulgaris. Folia Histochem Cytobiol 41: 51-54; (13p/0,475)
cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge — 3
Wktad  habilitantki:  50%;  Wspotautor  koncepcji  pracy, opieka nad pracq
eksperymentalng, pomoc w opracowaniu i interpretacji wynikow, wraz z prof. M.
Kwiatkowskq i dr A. Wojtczak przygotowanie manuskryptu.

4. Poplonska K, Kwiatkowska M, Stepinski D, Gosek A, Wojtczak A (2004)
Immunocytochemical localization of ubiquitin and proteasomes in spermatids during
spermiogenesis of Chara vulgaris (Charophyceae). Eur J Phycol 39: 309-315;

(32p/2,506)

cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge - 2

Wktad habilitantki: 45%; Autor korespondencyjny manuskryptu, stworzenie koncepcji
pracy, wraz z dr D. Stepinskim wykonanie pracy eksperymentalnej, z prof.
M. Kwiatkowskq opracowanie i interpretacja wynikow oraz przygotowanie manuskryptu.

Publikacja zrealizowana w ramach projektu badawczego Grant KBN nr 3 PO4C 033 25
,Rola RER w spermiogenezie Chara vulgaris i Chara tomentosa”, ktoérego habilitantka
byta glownym wykonawca.

5. Poplonska K, Wojtczak A, Kwiatkowska M, Kazmierczak A (2007) Cytochemical and

immunocytochemical studies of the localization of histones and protamine-type proteins in
spermatids of Chara vulgaris and Chara tomentosa. Folia Histochem Cytobiol 45:
367-374; (13p/0,886)
cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge — 4
Wktad habilitantki: 40%; Autor korespondencyjny manuskryptu, wspotautor koncepcji
pracy oraz projektu badan wraz z dr A. Wojtczak, wykonanie pracy eksperymentalnej,
opracowanie i interpretacja wynikow oraz razem z dr A. Wojtczak przygotowanie
manuskryptu.

Publikacja zrealizowana w ramach projektu badawczego Badan wiasnych UL z 2007r.
nr 505/390 ,,Immunofluorescencyjne badania procesu powstawania podwojnych pgknigé
nici DNA podczas spermiogenezy u Chara vulgaris”- glowny wykonawca

6. Wojtczak A, Poplonska K, Kwiatkowska M (2008) Phosphorylation of H2AX histone as
indirect evidence for double-stranded DNA breaks related to the exchange of nuclear
proteins and chromatin remodeling in Chara vulgaris spermiogenesis. Protoplasma 233:
263-267; (27p/1,460)
cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge — 3
Wktad habilitantki: 30%); Wraz z dr A. Wojtczak wykonanie pracy eksperymentalnej,
czesciowe opracowanie i interpretacja wynikow, wraz z dr A. Wojtczak i prof.
M. Kwiatkowskq przygotowanie manuskryptu.
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Publikacja zrealizowana w ramach projektu badawczego Grant KBN nr 3 PO4C 033 25
,Rola RER w spermiogenezie Chara vulgaris i Chara tomentosa.” - zakonczony
w 2007r., ktorego habilitantka byta gléwnym wykonawcg

7. Poplonska K, Kwiatkowska M, Wojtczak A, Polit JT (2009) Immunogold evidence
suggests that endoplasmic reticulum is the site of protamine type protein synthesis and
participates in translocation of these proteins into the nucleus during Chara vulgaris
spermiogenesis. Biol Reprod 80: 572-580; (32p/3,3)
cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge — 3
Wkiad habilitantki: 60%; Autor korespondencyjny manuskryptu, projekt i wykonanie
pracy eksperymentalnej (bez Western blot), opracowanie i interpretacjia wynikow, wraz
z prof. M. Kwiatkowskq i dr A. Wojtczak przygotowanie manuskryptu.

Publikacja zrealizowana w ramach projektu badawczego Badan wlasnych UL w ramach
rozprawy habilitacyjnej z 2008, 2009 oraz 2010r. nr 505/393

8. Poplonska K (2012) Occurrence of calreticulin during the exchange of nucleohistones into
protamine-type  proteins in  Chara vulgaris spermiogenesis.  Protoplasma
DOI 10.1007/s00709-011-0370-6 (on line 2011) (27p/ 1,922)

Razem za cykl prac, wchodzacych w sklad rozprawy habilitacyjnej otrzymalam
170 punktow MNiSW i uzyskalam wartos¢ wskaznika IF — 11,109

*Oswiadczenia wszystkich wspotautorow okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich
w powstanie poszczeg6lnych prac znajduja si¢ w Zataczniku 5.

b) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnigetych wynikéw wraz z przedstawieniem ich
ewentualnego wykorzystania:

Spermiogeneza jest kluczowym procesem morfogenetycznym (Mayer i wsp. 2000),
wystepujacym u zwierzat (Wouters-Tyrou i wsp. 1998, Rathke i wsp. 2007) i u niektorych
roslin, u ktoérych powstaja plemniki swobodnie poruszajace si¢ w wodzie (Reynolds i Wolfe
1978, 1984). Prowadzi ona do ekstremalnej kondensacji chromatyny (Pogany i wsp. 1981,
Ward 1 Coffey 1991, Daban 2000, Ausio i wsp. 2007) 1 jest efektem wymiany histonow
na protaminy lub inne silnie zasadowe biatka (Steger 1999, Dadoune 2003, Balhorn 2007,
Worawittayawong i wsp. 2008, Hecht i wsp. 2009, Kurtz i wsp. 2009, Miller i wsp. 2010).
Woezesniejsze analizy pochodzace z mojego doktoratu wykazaly, ze u glonu Chara vulgaris
podczas dyferencjacji spermatyd odbywa si¢ wymiana nukleohistonow na biatka silnie
zasadowe protamino barwliwe. Obecnie, zestaw 8 prac przedstawia wnikliwe badania
dotyczace wymiany bialek podczas spermiogenezy u 2 gatunkéw Chara — C. vulgaris
oraz C. tomentosa.

Badania z zastosowaniem mikroskopii $wietlnej i elektronowej (przedstawione w moim

doktoracie) pozwolity wyrozni¢ u Chara vulgaris 10 faz spermiogenezy (I-X) na podstawie
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rozmiaru, polozenia, ksztaltu i struktury jadra w spermatydach, zmniejszajacej sig
powierzchni cytoplazmy, a takze formowania si¢ mankietu mikrotubul i 2 wici, jak rowniez
przeobrazania proplastydow w amyloplasty. Ze wzgledu na fakt, ze anterydiostany Chara
vulgaris sa znacznie mniejsze od Chara tomentosa, ten drugi gatunek zostal wybrany
do dalszych badan biochemicznych. Najpierw jednak przeprowadzono gruntowne
ultrastrukturalne analizy spermiogenezy, zachodzacej u tego gatunku Chara (Kwiatkowska

I wsp. 2002). W_badaniach tych wykazano duze podobienstwo przeobrazen chromatyny

podczas réznicowania spermatyd u obu gatunké4w Chara. W poczatkowych stadiach

spermiogenezy (I-11) skondensowana chromatyna wystepuje w postaci nieregularnych
skupien wokot otoczki jadrowej oraz wewnatrz jadra. Chromatyna luzna zajmuje znacznie
wigksza czg$¢ jadra niz chromatyna zwarta. W kolejnych fazach (I1I-V) — powierzchnia jadra
ulega stopniowemu zmniejszeniu, a chromatyna zwarta formuje do$¢ gruby pierscien
przylegajacy $cisle do otoczki jadrowej. Powierzchnia zajmowana przez chromatyn¢ luzna
poczawszy od III fazy ulega stopniowemu zmniejszeniu. W VI fazie dyferencjacji nastgpuje
przeorganizowanie postaci chromatyny zwartej z pierScieniowatej w sieciowata,
rozprzestrzeniajaca si¢ w catlym jadrze przyjmujacym ksztalt cytryny. Podczas przejscia
z fazy VI do VII sieciowata chromatyna zwarta stopniowo zanika, a wydtuzajace si¢ jadro
wypetnia szara struktura z fibrylami o rdéznej dtugosci, utozonymi poczatkowo bezladnie,
ktore nieco pozniej uporzadkuja sig, stang si¢ grubsze 1 bardziej skupione. W fazie VIII, kiedy
jadro przybiera ksztalt rogala, chromatyna ma strukturg fibrylarna, a dtugie fibryle ulozone sa
réwnolegle do dtugiej osi jadra, podczas gdy w kolejnej IX fazie jadro zawiera chromatyng
posiadajaca strukturg¢ lamelarna (beleczkowata), w ktorej fibryle chromatynowe ulegly
agregacji. Najsilniej skondensowana chromatyng posiadaja jadra spermatyd z ostatniej X fazy
spermiogenezy w postaci silnie upakowanej elektronowo-gestej masy. Ta homogenna
struktura jadra poczatkowo pojawia sig¢ wokot centrow kondensacji, a nastgpnie
rozprzestrzenia si¢ na cate jadro.

Autoradiograficzne analizy z uzyciem mieszaniny °H-lizyny oraz *H-argininy
w kolejnych stadiach dyferencjacji (Kwiatkowska i wsp. 2002) wykazaly, ze po krotkiej
2 min inkubacji nastgpuje aktywne wlaczanie tych aminokwaséw do spermatyd w pierwszych
szeSciu stadiach, przy wyraznym stopniowym zmniejszaniu si¢ powierzchni jadra
i cytoplazmy. Prawdopodobnie w pierwszych czterech stadiach, podobnie jak u C. vulgaris,
ma miejsce proces demetylacji gendéw odpowiedzialnych za uruchamianie procesu
réznicowania, stwierdzony wczesniej przez zespot prof. Olszewskiej (1997). Pozniejszy okres

(fazaV-VI) moze by¢ zwiazany z synteza biatek typu protamin.
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Zarowno cytochemiczne (Poptonska 2002) jak i immunocytochemiczne badania,

7z uzyciem przeciwcial przeciw bialkom typu protamin izolowanych z anterydiostanow

C. tomentosa (Poplonska i wsp. 2007), wykazaly u obu gatunkéw Chara, ze we wczesnych

etapach (I-1V) wystepuja tylko histony, natomiast etapy koncowe (1X-X) charakteryzuja sie

obecnoscia jedynie bialek typu protamin. Poczawszy od stadium V pojawiaja si¢ biatka typu

protamin przy obecno$ci biatek histonowych. Wymiana tych waznych dla spermiogenezy
biatek prowadzona jest az do VIII stadium.

Proces wymiany biatek byl takze obserwowany w spermatydach C. tomentosa przy
zastosowaniu elektroforezy kapilarnej (Kwiatkowska i wsp. 2002). Wykazano, ze

we wczesnych fazach wystepuja w duzych ilosciach cztery frakcje histonow rdzeniowych

oraz mniejsze ilo$ci trzech frakcji histonu linkerowego HI1. Niewielkie ilo$ci bialek typu

protamin pojawiaja sie w_$rodkowej] spermiogenezie (V-VI), a w okresie poOznej

spermiogenezy (I1X-X) osiagaja prawie poziom maksymalny. W petni dojrzatych

spermatozoidach nie stwierdzono histondw, ktore zostaty zastapione przez trzy frakcje biatek
zasadowych, posiadajacych ruchliwos¢ elektroforetyczna zblizona do protamin lososia.
W spermiogenezie u C. tomentosa nie stwierdzono jednak wystgpowania biatek
przejsciowych — TP, ktére sa charakterystyczne dla spermiogenezy zwierzgcej (w tym

ludzkiej). Pozniejsze badania z zastosowaniem metody Western blot potwierdzity wyniki

elektroforezy, a ponadto ujawnitly u 2 gatunké4w Chara dodatkowe bialka typu protamin

(Poptonska i wsp. 2009).

Ultrastrukturalne badania obu gatunkéw Chara wykazaly, ze wlasnie w tej V fazie

spermiogenezy wystepuje silnie rozbudowany system pecherzykdédw i cystern ER potaczonych

z otoczka jadrowa. Zaréwno pegcherzyki jak 1 rozdgte cysterny ER wypelnione sa szara,

drobnoziarnista substancja, jak réwniez migdzyblonowa przestrzen otoczki jadrowej zawiera
podobna homogenna substancjg, zawierajaca protaminy (Kwiatkowska i Poplonska 2002,
2003), jak wczesniej sugerowata prof. Kwiatkowska (1996). W VI fazie, kiedy chromatyna
skondensowana formuje sie¢ rozprzestrzeniajaca si¢ po catym jadrze, ER jest jeszcze dos¢
wyrazne, przy postgpujacej redukcji cytoplazmy. Szorstkie retikulum endoplazmatyczne
(RER) formuje pgcherzyki z szara zawartoscia podobna do tej znajdujacej si¢ w przestrzeni
perinuklearnej, oraz liczne pgcherzyki bez zawartosci. Pgcherzyki te moga pochodzi¢
zarbwno od ER jak 1 od diktiosoméw. W kolejnych stadiach (VII 1 VIII) w silnie
zredukowanej cytoplazmie system ER staje si¢ coraz stabiej widoczny, az w koncu w IX fazie

zanika (Kwiatkowska i Poptonska 2002, 2003).
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Obrazy przypominajace cysterny ER w V stadium rdéznicowania uzyskano zarowno
w badaniach cytochemicznych jak i immunocytochemicznych, gdzie wyrazna barwna reakcjg
oraz silne sygnaly antygenowe przeciwko bialkom typu protamin ujawniono na terenie
cytoplazmy w poblizu jadra spermatyd w postaci rownolegle utozonych pasm (Poplonska
i wsp. 2007). Uzyskane rezultaty za pomoca réznych dotychczasowych metod potwierdzaty
przypuszczenia prof. Kwiatkowskiej z 1996r., ze synteza biatek typu protamin moze odbywac
si¢ na terenie ER.

W celu bezposredniego udowodnienia powyzszej sugestii, podj¢to dalsze badania
z wykorzystaniem techniki immunogold. Przeciwciala przeciw biatkom typu protamin
pochodzity z wyizolowanego i oczyszczonego biatka z anterydiostanow C. tomentosa,
w ostatnim stadium spermiogenezy. Metoda koloidalnego ztota ujawnita znakowanie zarowno

pecherzykow jak i cystern ER wlasnie w V fazie spermiogenezy. Wyraznie pokazano, iz obie

te subdomeny sa miejscem wystepowania bialek typu protamin, ktore nastepnie zostaja

przetransportowane bezposrednio do otoczki jadrowej i droga endocytozy poprzez wpuklanie

blony wewnetrznej otoczki jadrowej, tworzac tzw. wewnatrzjadrowe retikulum (NR) dostaja

si¢ do miejsca przeznaczenia czyli do jadra (Poplonska i wsp. 2009).

Badania autoradiograficzne z uzyciem mieszaniny 3H-lizyny oraz 3H-argininy ujawnity
wlasnie w V stadium najbardziej dynamiczne witaczanie tych aminokwaséw do komorek po

4 min inkubacji w $rodowisku radioaktywnym. Nastgpnie, prekursory te sa natychmiast

transportowane do jadra spermatyd. Metoda ta potwierdzita czas syntezy biatek typu protamin

w_V  stadium dyferencjacji spermatyd oraz ogromna dynamike transportu

nowosyntetyzowanych biatek do jadra. Ponadto, autoradiografia puls and chase, polegajaca na

4 min inkubacji roslin w mieszaninie *H-lizyny oraz *H-argininy, a nastepnie postinkubacji
przez 120 min w $rodowisku nieradioaktywnym, nie wykazata istotnych statystycznie zmian
w znakowaniu komorek w V fazie spermiogenezy, w pordwnaniu z wezesniejszym wariantem
(0 min postinkubacja). Wyrazny ok. 3-krotny wzrost znakowania jader zaobserwowano
natomiast w kolejnych stadiach VI i VII, oraz mniejszy w stadium VIII. Ten dynamiczny
wzrost wyznakowania jader nie mogt pochodzi¢ z mniej znakowane] w tym czasie
cytoplazmy. Wynik ten staje si¢ zrozumialy, je$li wezmiemy pod uwageg czas trwania
poszczegolnych faz spermiogenezy. Okres, w jakim zachodza przemiany w pierwszych
czterech stadiach (I-IV) jest dos¢ dtugi i wynosi ok. 5 dni. Kolejne etapy sa juz znacznie
krotsze. Stadia V-IX trwaja jedynie 5-7 godz., a ostatnie X stadium - ok. 17 godz. Podczas
120 min postinkubacji komorki, ktore byty w V stadium, przeszty do kolejnych faz: VIi VII —

stad wyrazny wzrost wyznakowania jader w tym okresie. Ponadto, porownawcze analizy
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calkowitego wyznakowania jader w stadiach od V do VIII po 0 min oraz 120 min
postinkubacji wykazaly 50% silniejsze znakowanie w tym drugim przypadku. Oznacza to, ze
po 120 min postinkubacji transport bialek typu protamin byt kontynuowany z cytoplazmy
do jadra (Poplonska i wsp. 2009).

Wykonano takze poréwnawcze analizy gestosci znakowania ztotem koloidalnym jader
spermatyd z V oraz VIII stadium spermiogenezy. Zaobserwowano, ze podczas kolejnych
etapow (od V do VIII) nastapit ponad 3-krotny wzrost gestosci upakowania w jadrze biatek
typu protamin (Poplonska i wsp. 2009).

W $wietle ER panuja optymalne warunki do faldowania i dojrzewania bialek. Znajduja
si¢ tam duze iloSci rozpuszczonych biatek enzymatycznych i chaperonéw molekularnych
okreslanych tacznie jako retikuloplazminy, do ktorych nalezy migdzy innymi kalretikulina
(CRT), bialko opiekuncze, wystgpujace zarowno w komorkach zwierzgcych (Person 1 wsp.
2002, Park i wsp. 2001) jak i roslinnych (Samaj i wsp. 2008, Lenartowska i wsp. 2009, Jia
i wsp. 2009).

Celem kolejnej pracy (Poplonska 2012) bylo wigc sprawdzenie 1) czy w czasie
spermiogenezy u C. vulgaris w silnie rozbudowanym systemie ER wystgpuje CRT;
2) w jakich domenach ulega ona kumulacji; 3) czy w systemie ER CRT moze
wspoéluczestniczy¢ w przemieszczaniu si¢ protamin do jadra. Do analiz technika Western blot
uzyto przeciwciata przeciw ludzkiej CRT. W ekstrakcie z anterydiostanéow C. vulgaris
bedacych w V stadium spermiogenezy wykryto 2 izoformy CRT. Badania z zastosowaniem
techniki immunogold pozwolity na okreslenie czasu i miejsca wystgpowania CRT podczas
spermiogenezy u Chara vulgaris (Poplonska 2012). Stwierdzono, ze biatko to wystepuje
obficie w ER jedynie wtedy, gdy rozpoczyna si¢ proces wymiany nukleohistonow
na nukleoprotaminy. Na terenie ER CRT wspoluczestniczy takze w faldowaniu nowo

zsyntezowanych biatek (Michalak i wsp. 1999, Trombetta 2003). Obserwacje EM

z zastosowaniem metody podwojnego znakowania technika immunogold (z uzyciem

przeciwcial dla ,,Charowych” biatek typu protamin oraz dla CRT) sugeruja, ze CRT moze

uczestniczy¢ w transporcie nowo zsyntetyzowanych biatek typu protamin do jadra spermatyd

u C. vulgaris w V stadium spermiogenezy (Poplonska 2012). Swiadczy o tym wyrazna

kolokalizacja tych obu biatek w jadrze, otoczce jadrowej i w silnie rozwinigtym systemie
cystern 1 pgcherzykow ER transportujacych je do jadra. Wyznakowanie ztotem koloidalnym,
pochodzace od obu przeciwcial, w stadium V bardzo wyraznie kumuluje si¢ w jadrze,
zwlaszcza w jego czesci peryferycznej, gdzie wystepuje chromatyna skondensowana. Ponadto

w prawie kazdym z badanych rejonéw komorki procentowy udzial kolokalizacji protamin
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z CRT byt znaczaco wyzszy niz samych protamin. U Chara, zaobserwowano rdéwniez
wyznakowanie diktiosomow i pecherzykéw aparatu Golgiego (Poplonska 2012). Nie jest to
zaskakujace, gdyz juz wczesniej u roslin CRT zostata stwierdzona w tych przedzialach
komorki (Borisjuk i wsp. 1998, Navazio i wsp. 2002, Nardi i wsp. 2006). Ponadto u Chara
zaobserwowano kolokalizacje protamin i CRT w tym organellum (Poplonska 2012).
W przyszlosci beda prowadzone dalsze badania koncentrujace si¢ na roli aparatu
Golgiego w procesie wymiany bialek w czasie spermiogenezy u Chara.

Podczas spermiogenezy u zwierzat obserwuje si¢ przejsciowe peknigcia w obrebie
DNA, potrzebne dla wyeliminowania nukleosomowych superzwojow DNA w dojrzatych
spermatydach (Risley i wsp. 1986, Ward 1994). Z uwagi na to, ze w spermiogenezie Chara
znana jest sekwencja zmian ultrastruktury jadra, ktorej towarzyszy wymiana biatek
jadrowych, uznano, iz jest to takze odpowiedni model dla badah endogennych podwojnych
peknig¢ DNA. Zastosowano metod¢ ujawniania obecno$ci tych pekni¢¢ technika
immunocytochemiczna z uzyciem przeciwcial przeciwko ufosforylowanemu histonowi
H2AX, poniewaz pe¢knigcia te indukuja fosforylacje tego histonu (Rogakou i wsp. 1998,
Tadokoro i wsp. 2003). We wczesnej spermiogenezie wykazano brak foci, $wiadczacych
o braku podwojnych peknig¢ DNA (Wojtczak i wsp. 2008). Stadia te odpowiadaja okragtym
spermatydom myszy i1 cztowieka (Laberge 1 Boissonneault 2005, Leduc 1 wsp. 2008) oraz
u Drosophila (Rathke i wsp. 2007), w ktorych, podobnie jak u Chara, wystepuja jedynie
nukleohistony. Charakterystyczne dla ufosforylowanego histonu H2AX sygnaty pojawiaja si¢
u Chara w stadium V. Taka sama sytuacj¢ obserwowano m.in. u myszy (Leduc i wsp. 2008)
i Drosophila (Rathke i wsp. 2007), przy czym odnoszono ja do stadium, w ktorym nastepuje
likwidacja superzwojow DNA zwiazanych ze struktura nukleosomowa. Wydaje sig, ze
wystegpowanie nielicznych pgknig¢ DNA w tej fazie spermiogenezy Chara nie prowadzi do
glebokiego remodelingu chromatyny, gdyz stadium VI charakteryzuje si¢ nadal obecno$cia
chromatyny skondensowanej i luznej, lecz o zmienionym uktadzie w stosunku do stadium V.
Dalsze drastyczne zmiany zachodza nieco pdzniej (VI-VII) i zwiazane sa z likwidacja
nukleosomoéw 1 pojawianiem si¢ fibryli DNA, ktore w koncowych fazach spermiogenezy
polaczone sa z biatkami typu protamin. Stadia te usiane sa $wiecacymi, drobnymi foci
(Wojtczak i wsp. 2008). Przypuszcza sig, ze pgknigcia DNA znosza naprezenia w czasteczce
DNA i ulatwiaja prawidlowe jej polaczenie z protaminami (Marcon i Boissonneault 2004,
Leberge i Boissonneault 2005, Leduc i wsp. 2008). U Chara poczawszy od VIII stadium,
w zwiazku z koncowym etapem usuwania histonéw i zanikaniem nukleosoméw, nie

obserwuje si¢ juz foci $wiadczacych o peknigciach DNA. W koncowym stadium
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spermiogenezy (X) przy powigkszeniu ok. 300 000x w chromatynie mozna zobaczy¢ fibryle
(Kwiatkowska i Poptonska 2002, Wojtczak i Kwiatkowska 2008), przypominajace
schematyczny obraz czasteczki DNA potaczonej z protaminami (Ward i Coffey 1991, Ward

1994, 2010, Wojtczak i wsp. 2008). Nasze badania po raz pierwszy pokazuja istnienie

peknie¢ DNA w relacji do zmieniajacej sie struktury chromatyny w jadrze podczas

spermiogenezy.

Na zakonczenie pragne przedstawi¢ proces degradacji nukleohistondw podczas
spermiogenezy, odbywajacy si¢ przy udziale systemu ubikwityna/proteasom, ktory stanowi
glowny trakt dla selektywnej proteolizy. Przylaczanie ubikwityny do biatek przeznaczonych
do degradacji uzyskuje si¢ na drodze kaskad enzymatycznych zaleznych od ATP,
powodujacych ich poliubikwitynacje (Vierstra 1996, Tanaka 1998). W ten sposob biatka sa
znaczone dla ATP-zaleznej degradacji odbywajacej si¢ w proteasomie 26S, wystgpujacym
u wszystkich badanych eukariota. Agell wraz z wspotpracownikami (1983) sugerowali, ze
ubikwitynacja histonow moze odgrywa¢ bardzo wazna rol¢ podczas wymiany
nukleohistondw na nukleoprotaminy. Naszym celem bylo zlokalizowanie, przedstawienie
dystrybucji oraz wyjasnienie roli ubikwityny 1 proteasoméw podczas kolejnych faz
dyferencjacji spermatyd C. vulgaris (Poplonska i wsp. 2004). Dokonano tego przy pomocy
metody immunocytochemicznej, stosujac przeciwciata przeciwko ubikwitynie oraz dla czgsci
rdzeniowej proteasomu 20S.

Szczegolnie intensywne znakowanie jader obserwowano w fazach VII 1 VIII,
co dowodzi obfitosci zarowno ubikwityny jak i proteasomoéw, podczas wymiany histonéw na
biatka typu protamin oraz istotnego w tym czasie remodelingu chromatyny. W tym okresie
ubikwityna wiaze si¢ z histonami powodujac rozluznienie chromatyny i1 zezwala na
powiazanie si¢ DNA z zsyntetyzowanymi protaminami. Obfite immunosygnaty, wskazujace
na obecnos¢ zardéwno ubikwityny jak 1 proteasomow, zostaty stwierdzone takze we wczesnej
i $rodkowej spermiogenezie (fazy 1-1V), zarowno w cytoplazmie, jak rowniez stabiej
widoczne w jadrze, kiedy wystgpuja jedynie histony bez bialek typu protamin. Jest to okres,
kiedy odbywa si¢ jedynie subtelna reorganizacja chromatyny oraz synteza biatek
wlaczajacych prekursory aminokwasoéw (*H-lizyne i *H-argining) do spermatyd. W tym czasie
odbywa sig takze przejSciowa demetylacja genow odpowiedzialnych za wilaczanie procesu
dyferencjacji spermatyd (Olszewska 1 wsp 1997). Wydaje si¢ wigc, ze system
ubikwityna/proteasom bierze udziat w degradacji kaskady krétko zyjacych biatek, mogacych

posredniczy¢ w syntezie innych bialek niezbednych dla uruchomienia gendéw, bioracych
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udziat w dalszych etapach spermiogenezy (Poplonska i wsp. 2004). Ta hipoteza zostala takze
potwierdzona naszymi eksperymentami z epoksomycyna — inhibitorem aktywnosci
proteolitycznej proteasomow (Kwiatkowska i wsp. 2003), gdzie obserwowano blokowanie
spermiogenezy wiasnie we wczesnych jej stadiach (I-I1l), to znaczy w tym okresie, Kiedy
antygenowe sygnaly ujawnialy w spermatydach obecno$¢ zaréwno ubikwityny jak
i proteasomow (Poplonska i wsp. 2004). Taka ATP-zalezna proteoliza krotko zyjacych biatek
z udzialem systemu ubikwityna/proteasom 26S jest znana podczas licznych procesow
zarowno u ssakow, drozdzy jak i u roslin (Shanklin i wsp. 1987, Glotzer i wsp. 1991,
Hochstrasser i wsp. 1991, Jentsch i Schlenker 1995, Vierstra 1996, Genschik i wsp. 1998,
Osterlund i wsp. 2000, Ramos i wsp. 2001).

Uzyskane wyniki sklaniaja mnie do sformulowania nastepujacych wnioskéw:

1) U obu gatunkéw Chara proces spermiogenezy odbywa si¢ wedlug tego samego
schematu 1 stanowi system pordwnywalny, w pewnym stopniu, ze spermiogeneza
u zwierzat i cztowieka poniewaz wykazuja one wiele cech wspolnych.

2) W spermiogenezie u Chara odbywa si¢ proces wymiany biatek histonowych na biatka
typu protamin, bez wyst¢powania biatek przejsciowych — TP.

3) Szorstkie retikulum endoplazmatyczne jest miejscem syntezy bialek typu protamin
niezbednych do powstania prawidlowego, dojrzatego spermatozoidu. Biatka te zostaja
natychmiast przetransportowane bezposrednio do otoczki jadrowej 1 droga endocytozy
poprzez wpuklanie btony wewngtrznej otoczki jadrowej tworzacej tzw.
wewnatrzjadrowe retikulum (NR), dostaja si¢ do miejsca przeznaczenia - jadra.

4) W procesie transportu nowosyntezowanych biatek typu protamin do jadra moze
uczestniczy¢ kalretikulina — chaperon rezydujacy w ER.

5) Podczas spermiogenezy u Chara wystepuja przejsciowe peknigcia w obrebie DNA,
zwigzane z eliminacja znacznej czgsci nukleosomowych superzwojow DNA
w dojrzatych spermatydach.

6) System ubikwityna/proteasom jest nieodzowny dla usuwania zbgdnych histonéw po
ich zastapieniu przez bialka typu protamin oraz konieczny dla prawidlowego
przeksztalcania nukleohistondw w nukleoprotaminy.

‘ Wszystkie powyzsze wnioski dowodza ogromnego podobiefistwa mechanizmdéw bioracych
udzial w procesie spermiogenezy u zwierzat i Chara. Sadze, ze obiekt moich badah moze by¢
uktadem modelowym, a uzyskane wyniki moga inspirowa¢ takze badaczy spermiogenezy
u zwierzat 1 cztowieka, a przez to mie¢ znaczenie ogolnobiologiczne.
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* Literatura wyboldowana stanowi cykl prac wchodzacych w sktad rozprawy habilitacyjne;.

¢) Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych:

Moj kontakt z nauka rozpoczal si¢ podczas studiow na Wydziale Biologii i Nauk
o Ziemi Uniwersytetu £odzkiego. Na trzecim roku studiéw w 1986r. zostatam zatrudniona
w Pracowni Cytofizjologii na etacie technicznym. Pracg¢ magisterska pt. ,,Wplyw pory roku
na: poziom endoreplikacji w komoérkach manubriow oraz wielko$¢ 1 produktywnosé
anterydiostanow Chara vulgaris” wykonatam w 1988r. pod kierunkiem pani prof. dr hab.
Marii Kwiatkowskiej. W pracy tej stwierdzilam, ze sezonowo$¢ ma duzy wptyw na wielkos¢
manubriow oraz zawarto$¢ ich jadrowego DNA, a takze wielko$¢ i produktywnosc
plemniostanéw. Wiosna, w sprzyjajacych warunkach fizjologicznych, wyzszy poziom DNA
w manubriach moze stanowi¢ czynnik limitujacy wyzsza produkcje substancji odzywczych
1 regulatorowych, umozliwiajac wytworzenie 1 rozwdj wigkszej liczby spermatozoidow
w odpowiednio wigkszym obszarze plemniostanu. Wysungtam takze przypuszczenie, iz
endoreplikacja determinuje intensywno$¢ wzrostu oraz dynamike syntezy czynnikoéw
regulatorowych, ktore wptywaja na rozwd; komorek poliploidalnych — manubriéw oraz
niepoliploidalnych — spermatyd. Praca magisterska zostata bardzo dobrze oceniona, a wyniki
moich badan opublikowane w 1990r. w czasopi$mie Protoplasma (Kwiatkowska 1 wsp. 1990)

W 1991r. zostalam asystentem w Katedrze Cytofizjologii Uniwersytetu Lodzkiego.
Wraz z zespotem pani prof. dr hab. Marii Kwiatkowskiej zaj¢liSmy si¢ przeprowadzeniem
charakterystyki procesd6w roznicowania nierozrodczych komorek anterydiostanéw Chara
vulgaris — manubriow, tarczek i komorek gtowkowatych oraz okresleniem zwiazkéw migdzy
wzrostem zawartosci jadrowego DNA tychze komorek, osiaganym na drodze endoreplikacji
(Kwiatkowska 1 wsp. 1990, 1998), a ich poziomem aktywno$ci transkrypcyjnej i translacyjne;j
(Kwiatkowska 1 wsp. 1992, 1995, 1999) oraz produktywnos$ci anterydiostanéw wyrazonej
liczba powstajacych w nich plemnikéw (Kwiatkowska i wsp. 1990). W 1995r. za cykKl
publikacji dotyczacych regulacji morfogenezy na przyktadzie Chara sp. otrzymatam Nagrodg
Zespotowa I1° Rektora Uniwersytetu L.odzkiego.
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Rozprawe doktorska na temat ,,Cytochemiczne, autoradiograficzne i ultrastrukturalne

badania procesu spermiogenezy Chara spp” obronitam w 1999r. Promotorem w przewodzie

doktorskim byta prof. dr hab. Maria Kwiatkowska, a recenzentami: prof. dr hab. Zofia

Bielanska-Osuchowska z Katedry Histologii i Embriologii Wydzialu Weterynaryjnego Szkoty

Gloéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie i prof. dr hab. Maria J. Olszewska

z Katedry Cytologii i Cytochemii Ro$lin Uniwersytetu Lodzkiego. Gtownymi osiagnigciami

mojej dysertacji byto:

1.

Na podstawie analiz ultrastrukturalnych wyodrgbnienie dziesigciu faz spermiogenezy
u Chara vulgaris i okreslenie przyblizonego czasu ich trwania.

Pokazanie przemian ultrastrukturalnych podczas spermiogenezy, ktore sa bardziej
skomplikowane, niz mozna bylo sadzi¢ na podstawie wczesniejszych obserwacji,
szczegolnie w okresie przejscia ze struktury jadra typu somatycznego, do u$pionego
genetycznie jadra fibrylarnego.

Stwierdzenie najbardziej glebokich zmian, dokonujacych si¢ w roéznicujacych
spermatydach, ktore trwaja niezwykle krétko.

Ujawnienie faktu, Ze zanim rozpocznie si¢ formowanie struktury fibrylarnej jadra,
spermatydy podlegaja wielokrotnym przemianom ultrastrukturalnym oraz okresowemu
uaktywnieniu translacji, najpierw biatek o krotkim okresie pottrwania, a w srodkowym
stadium spermiogenezy — biatek dlugo zyjacych, przemieszczajacych si¢ do jadra
1 zachowujacych si¢ w nim przez okres 2-godz. postinkubacji. Proces ten zbiega sig
w czasie z wystgpowaniem RER wypelnionego gesta zawartoscia, ktora jest obecna
rowniez w przestrzeni perinuklearnej oraz zanikaniem reakcji na histony i1 pojawianiem
si¢ zabarwienia charakterystycznego dla biatek protaminowych.

Zaobserwowane fakty podtrzymuja stuszno$¢ wczesniej wysunigtego przypuszczenia
o roli RER w syntezie i transporcie jadrowych biatek generatywnych. Dla rozstrzygnigcia
tego problemu zaproponowatam podjecie dalszych badan mikroskopowo-elektronowych,
szczegblnie faz przejsciowych spermiogenezy oraz zastosowanie metod biochemicznych
1 immunocytochemicznych, umozliwiajacych wykrywanie histonow i protamin.
Zasugerowalam, iz jednym z istotnych zagadnien, wymagajacych dalszych badan
immunocytochemicznych 1 ultrastrukturalnych jest wyjasnienie przebiegu usuwania
histonéw podczas spermiogenezy i okreslenie roli proteasomoéw i1 ubikwityny, w zwiazku
z wymiang biatek somatycznych na generatywne.

Niezwykla zlozono$§¢ przeobrazen spermatyd w spermatozoidy, zarowno u zwierzat jak

i u roslin, sprawia, iz wiele probleméw jest nadal nierozwiazanych. W zwiazku
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z kluczowa rola spermatozoidéw w biologii 1 medycynie wyrazilam koniecznos$¢
kontynuacji badan na temat tego skomplikowanego procesu morfogenezy, ktorego
dogodnym uktadem modelowym moze by¢ spermatogeneza u Chara.
Obrona mojego doktoratu zostata bardzo dobrze oceniona i wnioskowano o wyroznienie
mojej pracy doktorskiej nagroda Jego Magnificencji Rektora Uniwersytetu bodzkiego.
Wiyniki tych badan zostaly opublikowane w czasopismie Folia Histochemica et Cytobiologica
(Poptonska 2002, Kwiatkowska i Poptonska 2002).

Po doktoracie réwnolegle z opisanymi wyzej badaniami, dotyczacymi gidéwnego nurtu
moich zainteresowan - wymiany biatek podczas spermiogenezy u 2 gatunkéw Chara,
prowadzitam, wraz z zespolem Pani prof. Kwiatkowskiej, analizy lipotubuloidow w skorce
zalazni i przykwiatkéw u Ornithogalum umbellatum.

Na podstawie badan cytochemicznych 1 ultrastrukturalnych epidermy zalazni
O. umbellatum prof. Kwiatkowska (2004) stwierdzita, ze ,elajoplasty” opisane przez
Wakkera w 1888r. nie sa plastydami, lecz rodzajem domeny cytoplazmy, w ktorej skupione
sa kuleczki osmofilne oplecione systemem mikrotubul biegnacych w réznych kierunkach
1 tworzacych rodzaj koszyczka wokot kazdej tej struktury. Kuleczki te zidentyfikowata jako
kule lipidowe (lipid bodies), poniewaz otacza je specyficzna tylko dla nich poldwka btony
elementarnej (monowarstwa fosfolipidowa). Dla tych domen prof. Kwiatkowska
zaproponowata nazwg lipotubuloidy, ze wzgledu na to, ze zawieraja one lipidy 1 mikrotubule.
W lipotubuloidach oprocz tego wystgpuja liczne rybosomy, cysterny i pecherzyki ER, a takze
nieliczne mitochondria, struktury Golgiego i mikrociata, a w starszych stadiach rozwojowych
wakuole autolityczne (Kwiatkowska 2004, Kwiatkowska i wsp. 2005, 2007, 2009a, 2010,
2012a)

Pomiary mikrotubul w przekroju podluznym i poprzecznym wykazaly, ze ich $rednica
moze ulega¢ zmianom zwigzanym ze stanem ruchu obrotowego lipotubuloidow. Analiza
struktury $cianek mikrotubul wykazata, ze zmiany $rednicy mikrotubul (Kwiatkowska 1 wsp.
2006) sa skutkiem zmiennosci wielko§ci monomerdéw tubuliny i dystansu pomigdzy nimi
(Kwiatkowska 1 wsp. 2009b). Wysunigto przypuszczenie, ze zmiany w strukturze mikrotubul
wskazuja na mozliwos¢ ich uczestniczenia w generowaniu ruchu lipotubuloidéw z udziatem
mikrofilamentow aktynowych, ktorych obecno$¢ ujawniono na zdjeciach EM (Kwiatkowska
i wsp. 2005). Sugerowano, ze interakcja filamentéw aktynowych z mikrotubulami moze
determinowac¢ transformacj¢ mikrotubul we¢zszych w szersze 1 odwrotnie. Przypuszczamy
ponadto, ze zmiany $rednicy mikrotubul lipotubuloidow moga by¢ zrédlem sity motoryczne;j

ich autonomicznych ruchow obrotowych (Kwiatkowska i wsp. 2009b). Nalezy podkresli¢, ze
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ruch postepowy i1 obrotowy lipotubuloidéw spelnia istotna role w wymianie substancji miedzy
nimi i komorka.

Ponadto w skorce zalazni O. umbellatum ujawniono r6zna stabilno$¢ mikrotubul, nawet
w tej samej komoérce (Kwiatkowska i wsp. 2011b), co jest znanym zjawiskiem
powodowanym m. in. przez post-translacyjne modyfikacje tubuliny.

Ostatnio, w zwiazku z uzyskaniem grantu MNiSW nr N N303 359035 nasz zespot
koncentrowal si¢ na wyjasnieniu roli kul lipidowych i mikrotubul w syntezie lipidow
(Kwiatkowska 1 wsp. 2009a, 2012a). StwierdziliSmy, ze lipotubuloidy wystgpuja takze
u innych ro$lin (Haemanthus albiflos, Vanilla planifolia, Funkia Sieboldiana, Althaea rosea)
(Kwiatkowska i wsp. 2010, 2011a). Mikrotubule sa takze zwiazane z kulami lipidowymi nie
tworzacymi lipotubuloidow np. u Arabidopsis thaliana (Kwiatkowska i wsp. 2012c).
Obserwacje te potwierdzone zostaly metoda immunoztota z zastosowaniem przeciwciat do
tubuliny o (Kwiatkowska i wsp. 2010, 2011a, 2012c). Wykrycie technika immunoztota
enzymu DGAT (DAG acyltransferaza) przeksztalcajacego DAG (diacylglicerol) w TAG
(triacylglicerol) w kulach lipidowych (Kwiatkowska i wsp. 2011c, 2012a,c) potwierdzito
wczesniejsza sugestic oparta na badaniach autoradiograficznych na poziomie mikroskopu
$wietlnego, ze sa one miejscem syntezy lipidow. W przypadku lipotubuloidéw O. umbellatum
bezposrednim dowodem $wiadczacym o tym, zZe synteza lipidow rzeczywiscie zachodzi
w zewngtrzne] strefie dojrzatych kul lipidowych, sa wyniki badan autoradiograficznych
z zastosowaniem *H-kwasu palmitynowego na poziomie ultrastrukturalnym (Kwiatkowska
i wsp. 2011c).

Zwiazek funkcjonalny mikrotubule/kule lipidowe ma charakter bardziej ogdlny, chociaz
dotychczas nie byl on odnotowywany w literaturze. Mikrotubule biora udzial w syntezie
lipidéw jako transmitery prekursorow lipidow 1 enzymow nieodzownych do ich syntezy
(Kwiatkowska i wsp. 2009a, 2012a) Fakt ten zostal stwierdzony dzigki znakowaniu si¢
najpierw mikrotubul po krotkiej inkubacji w $rodowisku z izotopem (kwasem
3H-palmitynowym), natomiast kule lipidowe sa wyznakowane dopiero po 2 godz.
(Kwiatkowska 1 wsp. 2012a). Zaproponowano hipotezg, ze mikrotubule wychwytuja
prekursory lipidow, w tym rowniez radioaktywne czasteczki i sa ich transmiterami do miejsca
wlaczania. Ponadto, badania z zastosowaniem metody immunogold wykazaty, Ze ziarna ztota
Swiadczace o obecnosci enzymow: DGATI i DGAT2 oraz fosfolipazy D, rowniez
nieodzownej dla syntezy lipidow, znakuja Scianki mikrotubul (Kwiatkowska 1 wsp. 2012a).
Istotnym dowodem wskazujacym na udziat mikrotubul w syntezie lipidow sa wyniki badan

eksperymentalnych z zastosowaniem inhibitorow syntezy lipidow. U O. umbellatum
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propyzamid powoduje cze$ciowy rozpad mikrotubul i zmienia ich strukture, osadzajac na ich
Sciankach ciemne zlogi widoczne w mikroskopie elektronowym. Prawdopodobnie
uniemozliwiaja one funkcjonowanie mikrotubul jako drogi transportu. W efekcie nastgpuje
zablokowanie syntezy nowych lipidow, przejawiajace si¢ zahamowaniem wlaczania
*H-kwasu palmitynowego do lipotubuloidéw, co jest kolejnym potwierdzeniem udzialu
mikrotubul w syntezie lipidow (Kwiatkowska i wsp. 2012a).

Powstawanie kul lipidowych w lipotubuloidach O. umbellatum nastgpuje przy udziale
retikulum endoplazmatycznego, w wyniku akumulacji lipidow pomiedzy listkami
dwuwarstwy fosfolipidowej (Kwiatkowska i wsp. 2012a). Proces ten mozna obserwowac
w lipotubuloidach zwigkszajacych swoje rozmiary wskutek powstawania de novo w ich
wnetrzu kul lipidowych, podczas intensywnego wzrostu epidermy zalazni. Charakterystyczna
cecha komorek epidermy zalazni jest intensywny wzrost bez podziatow mitotycznych,
w rezultacie ktorego powigkszaja si¢ one ok. 30-krotnie. Wzrost ten jest w duzym stopniu
zalezny od procesu endoreduplikacji DNA jadrowego (Kwiatkowska i wsp. 2007). Jest on
ponadto $cisle skorelowany ze wzrostem lipotubuloidow (wspdtczynnik korelacji 0,98),
co wskazuje na znaczaca rolg tych struktur dla komoérki (Kwiatkowska 1 wsp. 2011c¢).

Badania z zastosowaniem techniki immunogold z wykorzystaniem przeciwciat do
lipazy wykazaly, ze enzym ten znajduje si¢ réwniez blisko powierzchni kul lipidowych
(Kwiatkowska i wsp. 2011c).

Dojrzate kule lipidowe dzigki utrzymywaniu dynamicznej rownowagi migdzy synteza
tluszczow 1 lipoliza zachowuja, mimo aktywnej syntezy lipidow, w przyblizeniu stale
rozmiary (w granicach 0,1 do 0,4 um) podczas rozwoju zalazni, zwigksza si¢ natomiast ich
liczba w lipotubuloidach, ktorych rozmiary znacznie si¢ powigkszaja (Kwiatkowska 1 wsp.
2007). Utrzymywanie si¢ statej wielko$ci kul lipidowych podczas rozwoju epidermy zalazni
wynika z faktu, ze nowosyntetyzowane tluszcze znajdujace si¢ najblizej lipazy ulegaja
lipolizie w pierwszej kolejnosci.

Kolejnym etapem naszych dociekan bylo rozstrzygnigcie problemu, czy istnieje zwiazek
pomigdzy lipotubuloidami, a synteza kutikuli. Badania autoradiograficzne lipotubuloidéw
O. umbellatum wykazaly, ze po 2 godz. inkubacji w kwasie *H-palmitynowym i 6 godz.
postinkubacji w §rodowisku pozbawionym izotopu, skupienie ziaren autoradiograficznych
z nad lipotubuloidu rozprasza si¢ na obszar catej komorki. Ponadto po okresie postinkubacji
ubywa ziaren autoradiograficznych o ok. 70%, co oznacza, ze w ciagu 6 godz. znaczna czg$¢
lipidow zostata zmetabolizowana. Pozostate ziarna autoradiograficzne po ekstrakcji lipidow

nie zanikaja, chociaz zmniejsza si¢ ich liczba. Ta c¢zg§¢ rozproszonych ziaren
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autoradiograficznych po 6 godz. postinkubacji, o ktéra wyznakowanie epidermy uleglto
zmniejszeniu po ekstrakcji lipidow, moze odpowiada¢ woskom, ktore sa tatwo rozpuszczalne
w rozpuszczalnikach organicznych. Wysunigto przypuszczenie, ze okoto 30% lipidow
zawartych w lipotubuloidach przeksztatca si¢ w sktadniki kutikuli (Kwiatkowska 1 wsp.
2011c). Problem godnym podjgcia jest sprawdzenie, czy te przemiany dokonuja si¢ na terenie
lipotubuloidow, czy tez w innych miejscach komoérki i zamierzamy podja¢ to zadanie
w najblizszej przysztosci.

Zwienczeniem wszystkich powyzej opisanych analiz byto opublikowanie ich wynikow
w rozdziale do ksiazki: Lipotubuloids — structure and function; in Advances in Selected Plant
Physiology Aspects, Ed. Montanaro and Dichio; Intech (Kwiatkowska i wsp. 2012b).
Ponadto, nawiazaliSmy wspotprace z zespotem prof. Antonio Heredia (Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular; Facultad de Ciencias; Universidad de Malaga; Campus de
Teatinos; 29071 Malaga, Spain), zajmujacym si¢ wystgpowaniem w komorce specyficznych
struktur — kutinsoméw. Podobne struktury zostaly takze dostrzezone przez nasz zespot
w skorce zalazni O. umbellatum. Kumulowanie si¢ i taczenie kutinsoméw po zewngtrznej
stronie §ciany komorkowej skorki od strony powietrznej jest prawdopodobnie mechanizmem
dla wczesnego powstawania kutikuli. Nasze badania prowadzone wraz z zespolem
hiszpanskich badaczy za pomoca techniki immunogold z wykorzystaniem przeciwciat
przeciw kutinsomom wydaja si¢ wskazywaé, ze w procesie formowania kutyny w skorce
zalazni O. umbellatum posrednicza kutinsomy. Mamy nadziejg, ze ta migdzynarodowa
wspotpraca zaowocuje publikacjami o wysokim IF.

*Literatura cytowana w tej cze$ci autoreferatu zawarta jest w zataczniku nr 3

Na posiedzeniu Rady Instytutu Fizjologii, Cytologii i Cytogenetyki Uniwersytetu
Lodzkiego w dniu 19. 05 2012r. przedstawitam tezy mojej rozprawy habilitacyjnej, ktore

zostaty przyjete jednomyslnie.
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Udzial w konferencjach
W okresie po doktoracie bralam udzial w 8 konferencjach migdzynarodowych
(wyboldowane) 1 18 konferencjach krajowych, co zaowocowalo 30 komunikatami
zjazdowymi. W calej mojej karierze naukowej wyglaszalam 2 referaty na konferencjach
migdzynarodowych oraz jestem wspotautorka 4 referatow na konferencjach krajowych.
2000r. — XXIV Conference on Embryology. Plants, Animals, Humans; Podlesice
— XXXV Sympozjum Postgpy technik biologii komorkowej i molekularnej, Poznan
2001r. — XXXVII Sympozjum Polskiego Towarzystwa Histochemikéw i Cytochemikow.
40-lecie PTHC Krakow
— 52 Zjazd Polskiego Towarzystwa Botanicznego (PTB). Botanika w dobie biologii
molekularnej, Poznan
2002r. — The XXVth Conference on Embryology, Wroctaw
— VIII Ogolnopolska Konferencja Biologii Komorki, Wroctaw
— XVIIth International Congress on Sexual Plant Reproduction, Sexual Plant
Reproduction in Nature and the Laboratory, Lublin
2003r. — XXXIX Sympozjum PTHC, Wroctaw
— 13™ Meeting of the European Charophytologists Group (GEC), Iffeldorf —
Germany
2004r. — XXVI Konferencja Embriologiczna, £.6dz
— Przyroda Polski w Europejskim dziedzictwie dobr natury; 53 Zjazd PTB, Torun-
Bydgoszcz
— 46™ Symposium of the Society for Histochemistry, Praga, Czechy
2005r. — IX Ogolnopolska Konferencja Biologii Komorki, £6dZ
2006r. — XXVII Konferencja Embriologiczna, Zakopane
— 14™ Meeting of the European Charophytologists Group (GEC), Barcelona,
Hiszpania
2007r. — 3" Conference of Polish Society of Experimental Plant Biology, Warszawa
— Botanika w Polsce — sukcesy, problemy, perspektywy. 54 Zjazd Polskiego
Towarzystwa Botanicznego, Szczecin
— 15™ Meeting of the European Charophytologists Group (GEC), Belgrad, Serbia
2008r. — 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
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— XXVIII Conference on Embryology; Plants, Animals, Humans; Wista
2009r. — The proceedings of the Conference on The Challenges of Contemporary Cell
Biology. Molecular Genetics, System Biology, Bioinformatics, L.odz
2010r. — XXIX Conference on Embryology; Plants, Animals, Humans; Torun — Ciechocinek
2011r. - 5™ European Symposium on Plant Lipids Euro Fed Lipid, Gdansk
— The 5" Conference of the Polish Society of Experimental Plant Biology
Experimental Plant Biology in 3P: Past, Present, Perspectives, Wroclaw (ranga
konferencji mi¢gdzynarodowej)
— The 18" meeting of the European Charophytologists Group (GEC), Poznan
i Stubice
2012r. — XXX Conference on Embryology; Plants, Animals, Humans; Jurata

*Doktadne dane zostaty zamieszczone w Zalaczniku nr 3

Udzial w realizacji grantow

Bytam i jestem glownym wykonawca 4 projektéw badawczych finansowanych przez
KBN/MNiSW.

Obecnie jestem glownym wykonawca projektu badawczego finansowanego przez
MNISW nr N N303 359035 ,,Rola kul lipidowych w syntezie lipidow”, ktorego zakonczenie
przypada w 2012 r.

Bylam kierownikiem 3 projektow badawczych realizowanych w ramach badan
wlasnych — wnioskéw habilitacyjnych, finansowanych przez UL.

Uczestniczylam takze w realizacji kilkunastu tematow w ramach badan wilasnych
i statutowych UL.

Wraz z Zespotem czekamy na rozstrzygnigcie konkursu, na ktory zostat zgloszony
projekt grantu na temat ,,Lipotubuloids — structure and function in synthesis of lipids and
formation of cuticle on aerial epidermis”.

*Doktadne dane zostaty zamieszczone w Zalaczniku nr 4

Dzialalnos¢ w krajowych i zagranicznych organizacjach naukowych.

e Od 1993r. cztonek Europejskiej Grupy Charophytologéw (GEC)
e Sekretarz Lodzkiego Oddziatu PTBK w latach 2006-2011
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e Od 2007r. Czlonek Sieci Naukowej Mechanizmy Ruchéw Komoérkowych
MOBILITAS z siedziba w Instytucie Biologii Doswiadczalnej PAN im. Nenckiego

w Warszawie

Praca dydaktyczno-wychowawcza

Do tej pory prowadzitam ¢wiczenia z botaniki ogolnej, biologii komorki, z wybranych
probleméw  biologii eksperymentalnej zaréwno dla studidow stacjonarnych jak
i niestacjonarnych. Ponadto bylam opiekunem naukowym ponad 20 prac magisterskich, oraz
opiekunem praktyk studenckich dla 5 studentow. W roku akademickim 1999/2000 bytam
takze opiekunem studentéw I roku.

*Doktadne dane zostaty zamieszczone w Zalaczniku nr 4
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