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1. Imie¢ i Nazwisko:

Agnieszka Wojtczak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

1996 — magister biologii, specjalnos¢ cytofizjologia
Uniwersytet £.6dzki, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi
Praca magisterska ,,Wptyw kwasu giberelowego (GAj3) w stezeniu 10°M na poziom
endoreplikacji manubriow oraz komorek gtéwkowatych w anterydiostanach Chara vulgaris L.”
Katedra Cytofizjologii UL. Promotor: prof. dr hab. Maria Kwiatkowska

2006 — doktor nauk biologicznych w dyscyplinie biologia, specjalnos¢ biologia komérki
Uniwersytet £.6dzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Rozprawa doktorska ,,Rola wybidrczej proteolizy z udzialem proteasomu i ubikwityny
w przebiegu procesu spermatogenezy Chara vulgaris L.”
Katedra Cytofizjologii UL. Promotor: prof. dr hab. Maria Kwiatkowska

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych.

02.01.1996 — 30.06.1996 — etat techniczny (1/2 etatu)
01.07.1996 — 30.10.1997 — starszy referent biolog (petny etat)
01.11.1997 — 27.11.2001 — asystent doktorant (peiny etat)

1997/1998 - 2000/2001 — doktorantka Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Fizjologiczno-
Mikrobiologicznego, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet £.odzki

28.11.2001 — 30.09.2006 — asystent (petny etat)
01.10.2006 — do chwili obecnej — adiunkt (pelny etat) Katedra Cytofizjologii,
Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.odzki

4. Wskazanie osiagniecia naukowego* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

* Oswiadczenia wszystkich wspotautoréw okreslajace indywidualny wkiad kazdego z nich w jej
powstawanie zostaly zamieszczone w Zataczniku 5
4a) Tytul osiggniecia naukowego,

Spermatogeneza u Chara z uwzglednieniem wybranych czynnikow reorganizacji

struktury chromatyny
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4b) Wykaz autorskich publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe

Kopie prac stanowigcych osiagnigcie naukowe zawiera Zalacznik 4.
Osiagnigcie naukowe stanowi cykl szesciu publikacji z lat 2007-2018.

[1]. Poptonska 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.

IF*=0,886 IFspemi: 1,311 pkt. MNiSW* =10 pkt MNiSW** =15  Liczba cytowan = 2
* wskaznik IF i punkty MNiSW podane zgodnie z rokiem opublikowania
** Punkty MNiSW podane zgodnie z aktualnym ujednoliconym wykazem czasopism naukowych

za lata 2013-2016 z dnia 26 stycznia 2017.
Liczba cytowan bez autocytowan wedtug bazy Web of Science z dnia 09.07.2018.

Publikacja zrealizowana w ramach projektu badawczego Grant KBN nr 3 PO4C 033 25
(szczegotowe informacje Zat.311.1.2.), gléwny wykonawca projektu

[2]. Wojtczak A, Poptonska 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.

IF*=1,460 IFspei: 2,43  pkt. MNiSW* =20 pkt MNiSW** =30  Liczba cytowan =9

Publikacja zrealizowana w ramach projektu badawczego Badan wlasnych UL w 2007r.
nr 505/390 (szczegdtowe informacje Zat.311.1.3.), kierownik projektu

[3]. Poptonska K, Kwiatkowska M, Wojtczak A, Polit J.T. 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.

IF*=3.3 IFs jemni: 3,445  pkt. MNiISW* =24 pkt MNiSW** =40 Liczba cytowan =5

[4]. Wojtczak A. 2014. Etoposide interferes with the process of chromatin condensation during alga
Chara vulgaris spermiogenesis. Micron 65: 45-50.

IF*= 1,988 IFsem: 2,013 pkt. MNiSW*=30 pkt MNiSW** =25  Liczba cytowan = 2

Publikacja zrealizowana w ramach projektow badawczych Badan wlasnych UL w 2008r.
nr 505/390 i 2010r. nr 505/389 (szczegdtowe informacje Zat.311.1.3.), kierownik projektu

[5]. Wojtczak A. 2016. Immunocytochemical and immunogold analyses of histone H4 acetylation
during Chara vulgaris spermiogenesis. Micron 82: 86-93.

IF*=1,980 IFsemi: 2,013 pkt. MNiSW* =25  pkt MNiSW** =25  Liczba cytowan = 1

[6]. Wojtczak A. 2018. Brgl subunit of chromatin remodeling complex is present during alga Chara
vulgaris (Charophyceae) spermatogenesis. Eur. J. Phycol. doi:10.1080/09670262.2018.1480803.

IF*' = 2,481 IFs e 2,471 pkt. MNiSW*?=30 pkt. MNiSW** =30 Liczba cytowan =0

*L|E 7 roku 2017
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*2 pkt. MNiSW podane zgodnie z aktualnym ujednoliconym wykazem czasopism naukowych za
lata 2013-2016 z dnia 26 stycznia 2017
Podsumowanie bibliometryczne dla publikacji stanowigcych osiagniecie:
Sumaryczny Impact Factor z roku opublikowania: 12,095
Sumaryczny 5-letni Impact Factor: 13,683
Liczba punktéw MNiSW z roku opublikowania: 139
Liczba punktow MNiSW wg wykazu z 2016 r.: 165
Liczba cytowan wg bazy Web of Science (na dzien 09.07.2018): 29
Liczba cytowan bez autocytowan wg bazy Web of Science (na dzien 09.07.2018): 19

4c) Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikéw wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Prace wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego cytowane sa ponizej zgodnie z nadang im numeracja
w punkcie (4b) - Publikacja [1 - 6]. Kopie tych prac zawarte sa w Zataczniku 4.

Pozostale prace habilitanta, nie wchodzace w sklad osiaggniecia naukowego przedstawione sg
w Zalaczniku 3 i cytowane jako: Zat.311A, Zat.31ID. Kopie tych prac zawarte sa w Zataczniku 7.
Cytowana w teksScie literatura uzupeltniajagca zamieszczona zostata na koncu Autoreferatu. Publikacje
wchodzace w sklad osiagnigcia habilitacyjnego zawierajg obszerny wykaz literatury przedmiotu.

Wprowadzenie

Spermatogeneza jest wieloetapowym procesem, o bardziej skomplikowanym przebiegu
u zwierzat, niz u roslin, polegajacym na wytworzeniu ruchliwych gamet meskich z pierwotnych
komorek rozrodczych (Bielanska-Osuchowska i Liwska 1991). Wsréd roslin spermatogeneza
wystepuje tylko u niektorych gatunkow, u ktorych zaptodnienie odbywa si¢ w wodzie m.in: Briophyta,
Pteridophyta (Reynolds i Wolfe 1978) oraz niektorych nagozalgzkowych - sagowcow i mitorzebu
dwuklapowego (Wolniak i wsp. 2000). Proces ten spotykamy takze u przedstawicieli glonow
wyzszych m.in: Chara vulgaris (gatunek jednopienny) i Chara tomentosa (gatunek dwupienny)
(Pickett-Heaps 1968) nalezacych do klasy Charophyceae (rodzina Characeae). Spermatogeneza
u glonu Chara przebiega w anterydiostanach, meskich organach generatywnych i sktada si¢ z dwoch
etapow: 1) fazy proliferacyjnej, 2) spermiogenezy. Komorki inicjalne nici spermatogenicznych,
w liczbie od 2 do 5, sa generowane przez dzielace si¢ komorki gtowkowate. W fazie proliferacyjnej,
komorki nici spermatogenicznych przechodzg liczne, synchroniczne podziaty mitotyczne, prowadzace
do powstania 64 i 128 spermatyd w nici. U Chara cykl komérkowy pozbawiony jest fazy G; (typ
S+G,+tM). W anterydiostanie najliczniej wystepujg jednak nici 64-komdrkowe, ktéore moga
przechodzi¢ juz do drugiego etapu spermatogenezy, podczas ktorego spermatydy, o cechach typowych
dla komorek somatycznych, ulegaja przeksztatceniu w wysoce wyspecjalizowane, spiralnie zwinigte
spermatozoidy (Olszewska i Godlewski 1972). U Chara wyrézniono 10 stadiow spermiogenezy (I-X)

na podstawie badan w mikroskopie §wietlnym i elektronowym. Podzialu na poszczegodlne stadia
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dokonano analizujac potozenie, ksztalt 1 objetos¢ jadra w spermatydach, uktad fibryli
chromatynowych, proces tworzenia mankietu mikrotubul, ilo$§¢ cytoplazmy i cystern retikulum
endoplazmatycznego (ER) oraz liczbe przekrojow wici (Kwiatkowska i Poptonska 2002). U obu
gatunkéw Chara (C. vulgaris i C. tomentosa) zmiany ultrastrukturalne chromatyny spermatyd
przebiegaja wediug tego samego schematu (Kwiatkowska i wsp. 2002). Najistotniejszym procesem
podczas spermiogenezy u glonu Chara, podobnie jak u zwierzat, jest reorganizacja struktury
chromatyny warunkowana m.in. przez wymian¢ bialek jadrowych oraz epigenetyczne modyfikacje
histonow, co prowadzi ostatecznie do wysokiego stopnia kondensacji chromatyny spermatozoidow
1 wyciszenia genow.

Zagadnienia zwigzane z przebudowa struktury chromatyny spermatyd podczas procesu
spermatogenezy stanowig nadal przedmiot moich zainteresowan naukowych. Moje badania

koncentrowaty si¢ w znacznej mierze na okresie spermiogenezy.

Publikacja [1]

Celem obecnej pracy byto wyjasnienie, czy u glonéw C. vulgaris i C. tomentosa, ktorych proces
réznicowania chromatyny spermatyd nie wykazuje réznic, wymiana bialek jadrowych takze odbywa
si¢ w tym samym czasie. U Chara na podstawie badan elektroforetycznych stwierdzono brak biatek
przejéciowych (Kwiatkowska i wsp. 2002), czyli wymiana nukleoprotein dotyczy zastgpowania
histonow tylko przez protamino-podobne bialka, inaczej niz ma to miejsce u ssakow. Protaminy to
silnie zasadowe biatka zaobserwowane po raz pierwszy w plemnikach ryb. Obecnos$¢ tych biatek
stwierdzono takze w plemnikach wielu kregowcow i bezkregowcoéw (Wouters-Tyrou i wsp. 1998).
Wstepne badania cytochemiczne dotyczace wspomnianych obu rodzajow biatek jadrowych wykazaty,
ze barwna reakcja §wiadczaca o obecno$ci protamin pojawia si¢ u C. tomentosa juz w stadium V,
natomiast u C. vulgaris dopiero w kolejnym (Poptonska 2002). Przypuszczano, ze na t¢ sytuacje mogt
mie¢ fakt, ze stadium V spermiogenezy trwa tylko okoto 2 godz. i nie udalo si¢ zaobserwowac
spermatyd w tym etapie. Nalezalo powtorzy¢ badania na obu gatunkach Chara z potozeniem
szczegblnego nacisku na V i VI stadium spermiogenezy. W tym celu przeprowadzono barwienie
cytochemiczne histonow stosujac metode Alfert’a i Geschwind’a (1953) w modyfikacji Sandritter’a
dla spermatozoidow (Mysliwski 1982). Aby w spermatydach ujawnic¢ protaminy postepowano zgodnie
z procedurg Bloch’a i1 wspotpracownikow (1961). Obserwacje te uzupelniono takze bardziej
precyzyjnymi badaniami immunocytochemicznymi z zastosowaniem przeciwcial do histonu H3
i protamin. Dokonano wyboru histonu H3, poniewaz na podstawie analiz elektroforetycznych
wykazano, ze utrzymuje si¢ on najdluzej podczas spermiogenezy (Kwiatkowska i wsp. 2002).
Protaminy izolowano natomiast z anterydiostanow C. tomentosa, poniewaz, w odroznieniu od C.
vulgaris, gatunek ten posiada wigksze anterydiostany. Przeciwciala do tych bialek uzyskano

w Katedrze Immunologii, Instytutu Mikrobiologii i Immunologii Uniwersytetu +Lodzkiego.
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Przeprowadzone analizy spermatyd z zastosowaniem obu wymienionych powyzej metod badawczych
jednoznacznie wykazaly, ze zaréwno u C. vulgaris, jak i C. tomentosa w stadiach spermiogenezy |-
IV wystepuja tylko histony [1]. Badania spermiogenezy u myszy, cztowieka i Drosophila, ujawnity,
ze ich wczesne stadia (etapy okraglych spermatyd) charakteryzuja si¢ takze tylko obecnoscia biatek
histonowych (Laberge i Boissonneault 2005a, Rathke i wsp. 2007, Leduc i wsp. 2008). W $rodkowej
spermiogenezie C. vulgaris (stadia V-VIII) reakcja $wiadczaca o obecnosci histonow wykazuje,
w stosunku do wczesniejszych stadiow, mniejsza intensywnos$¢ rozpoczynajac od stadium V i ulega
stopniowemu ostabieniu przez trzy kolejne etapy. Rownolegle z zanikaniem histonéw od stadium V
daje si¢ zauwazy¢ sukcesywne pojawianie si¢ bialek typu protamin, ktore jako jedyne sa obecne
w jadrze spermatyd do konca spermiogenezy [1]. Proces zastepowania histonéw przez biatka typu
protamin prowadzi do hamowania transkrypcji, ktéremu towarzyszy postepujaca kondensacja
chromatyny. Ponadto badania immunocytochemiczne ujawnity w stadium V silne sygnaty w poblizu
jadra, $wiadczace o obecnosci protamin. W kolejnych etapach (VI-VIII) immunoreakcje obserwowano
zaréwno na terenie jadra, jak i cytoplazmy spermatyd. W dwoch ostatnich stadiach spermiogenezy
intensywna reakcja wystepuje na peryferiach jadra, natomiast w jego wngtrzu jest nieznacznie stabsza,
co jest spowodowane wysokim stopniem kondensacji chromatyny [1] i jednocze$nie zmniejszeniem
liczby miejsc dostepnych dla wigzania przeciwcial.

Uzyskane obrazy potwierdzajace obecno$¢ protamin na terenie cytoplazmy spermatyd w stadium V,
przypominaja rozbudowany w tym etapie system ER. Powyzsze obserwacje w potaczeniu
z wczesniejszymi, pochodzacymi z badan ultrastrukturalnych obu gatunkow Chara (Kwiatkowska
1996, Kwiatkowska i Poptonska 2002), ktore ujawnily granularng substancje zar6wno w rozdetych
cysternach ER, jak i we wnetrzu otoczki jadrowej, pozwolily wysungé przypuszczenie, ze miejscem
syntezy biatek typu protamin jest system ER. Zatozenie to jest zgodne z obserwacjami spermiogenezy
u myszy, u ktérej sugerowano rolg otoczki jadrowej w procesie wymiany bialek przejsciowych na

protaminy (Biggiogera i wsp. 1992).

Publikacja [3]

W celu weryfikacji powyzszej hipotezy czy synteza bialek typu protamin odbywa si¢ w ER
i czy cysterny ER uczestnicza w przemieszczaniu tych bialek do jadra spermatyd podjeto kolejne
badania [3]. Ilosciowe analizy autoradiograficzne z zastosowaniem 4 min inkubacji w mieszaninie *H-
argininy i *H-lizyny (stanowiaca kontrole) wykazaty najwyzszy poziom wiaczania tych aminokwasow
w spermatydach stadium V, jednak ze znaczng przewaga wyznakowania jadra. Przeprowadzona
rownoczes$nie autoradiografia obejmujaca, jak poprzednio, 4 min inkubacje¢ w mieszaninie
aminokwasow i 120 min inkubacje¢ w $rodowisku nieradioaktywnym (postinkubacja) wykazata spadek
liczby ziaren autoradiograficznych na terenie jadra w stadium V i prawie trzykrotny wzrost jego

wyznakowania w stadiach VI i VIL. Sytuacja ta jest zwigzana z r6ézng dilugoscig czasu trwania
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kolejnych etapow spermiogenezy. Stadia poczatkowe (I-IV) trwajg bardzo dtugo, okoto 5 dni,
w poroéwnaniu z kolejnymi (V-IX), ktorych czas trwania wynosi zaledwie 5-7 godz., a etapu X okoto
17 godz. (Kwiatkowska i Poptonska 2002). Uwzglgdniajac czas trwania etapu V (okoto 2 godz.)
nalezy zwréci¢ uwagg, ze komorki, ktore byly w tym stadium przeszty do kolejnych podczas okresu
120 min postinkubacji, co thumaczy obserwowany wzrost wyznakowania. Dokonano takze analizy
catkowitej liczby ziaren autoradiograficznych na terenie jader pochodzacych ze stadiow V-VIII, ktora
wykazata 50% wzrost znakowania po okresie postinkubacji, $wiadczacy o transporcie biatek typu
protamin z cytoplazmy na teren jadra [3]. Ponadto analizy Western blot z przeciwcialami przeciwko
bialkom typu protamin ujawnily u obu gatunkéw Chara wystepowanie dodatkowej grupy tych
bialek tylko w lizatach z nici spermatogenicznych w stadium X [1]. Oprocz bialek
odpowiadajacych ujawnionym w badaniach elektroforetycznych protaminom o masach: 9,1; 9,6 1 11,2
kDa (Kwiatkowska i wsp. 2002) wykazano takze obecno$¢ bialek o masach (4,7-5,3 kDa)
analogicznych do protamin wykrytych przez Reynolds’a i Wolfe’a (1984). Wyniki tych analiz
stwierdzajace wystepowanie wylacznie protamin w koncowych stadiach spermiogenezy sa zgodne
z poprzednimi badaniami cytochemicznymi i immunocytochemicznymi [1].

Uzupeknienie obserwacji stanowity badania na poziomie mikroskopu elektronowego z zastosowaniem
przeciwciat przeciwko protaminom i drugorzedowych przeciwcial sprzezonych ze ztotem koloidalnym
(technika immunogold), ktéore wykazaty prawie czterokrotny wzrost gestosci znakowania jader
spermatyd w stadium VIII (34,2 ziarna ztota/um?®) w stosunku do stadium V (8,6 ziarna/um?). Ziarna
ztota wystepowaty na terenie jadra, bton otoczki jadrowej oraz zarowno cystern, jak i pgcherzykow
ER. W analizowanych stadiach (V i1 VIII) procent ziaren zlota byl zawsze znacznie wyzszy na
obszarze jadra w stosunku do systemu ER [3]. Powyzsze analizy pozwolily ustali¢ droge
przemieszczania si¢ bialek typu protamin z miejsca ich syntezy, czyli systemu ER, na teren jadra
spermatyd. W transporcie tym uczestniczy otoczka jadrowa polaczona z cysternami ER.
Translokacja tych bialek odbywa sie, droga endocytozy, poprzez wpuklenie wewnetrznej blony
otoczki jadrowej, a protaminy przedostaja si¢ na teren jadra w pecherzykach

wewnatrzjadrowego retikulum [3]. Wyniki te potwierdzity wczesniejsza hipoteze [1].

Publikacja [2]

Roéznicowanie spermatyd to zlozony proces, podczas ktorego chromatyna podlega licznym
modyfikacjom biochemicznym i strukturalnym, a znaczna cz¢$¢ nukleosomowych superzwojow DNA
ulega eliminacji w dojrzatych spermatozoidach. Przejsciowe endogenne dwuniciowe peknigcia DNA
(DNA double-stranded breaks — DNA DSBs), umozliwiaja przeksztatcenie struktury nukleosomowej
w fibrylarng z protaminami, a nastgpnie w wysoce skondensowang (Ward 1994). DNA DSBs
stwierdzono w populacjach wydluzonych spermatyd, u gatunkéw oddalonych od siebie

filogenetycznie: myszy, szczura i cztowieka (Marcon i Boissonneault 2004, Meyer-Ficca i wsp. 2005,
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Leduc i wsp. 2008), Drosophila (Rathke i wsp. 2007) i Eyprepocnemis plorans (Cabrero i wsp. 2007)
w okresie srodkowej spermiogenezy, kiedy rozpoczyna si¢ przebudowa struktury chromatyny.

Na podstawie wczesniejszych badan (Kwiatkowska i wsp. 2002, [1]) ustalono dokladny moment,
kiedy u Chara ma miejsce wymiana biatek jadrowych, warunkujgca przemiany chromatyny
spermatyd. Majgc na uwadze wyniki tych analiz nalezato sprawdzi¢ wystgpowania DNA DSBs
podczas spermiogenezy u C. vulgaris. Przeprowadzono badania immunocytochemiczne spermatyd
z zastosowaniem przeciwcial przeciwko ufosforylowanej, na serynie 139, formie histonu H2AX
(YH2AX), poniewaz fosforylacja tego biatka stanowi posredni dowdd wystgpowania DNA DSBs. W
poczatkowej spermiogenezie (stadia I-IV) nie stwierdzono pozytywnej immunoreakcji. Obecnos¢
histonu yYH2AX ujawniono w jadrach spermatyd w stadiach V-VII [2], czyli w okresie wymiany
bialek jadrowych [1]. Podobnie jak u Chara, kiedy w stadium V réwnolegle z pojawianiem si¢
pierwszych biatek typu protamin obserwowano silng yH2AX immunoreakcje, roOwniez u myszy
i Drosophila reakcja ta jest zwigzana z zanikaniem struktury nukleosomowej. Pckniecia DNA
w stadium V prowadza do radykalnych zmian w strukturze chromatyny w kolejnym etapie, kiedy
obszary skondensowanej i nieskondensowanej chromatyny sa poprzeplatane migdzy sobg tworzac
charakterystyczna sie¢ na catej powierzchni jadra. Stadia VI i VII charakteryzowaly si¢ licznymi
i drobnymi immunofluorescencyjnymi sygnatami, w poréwnaniu ze stadium V. Intensywno$¢ tej
reakcji jest zwigzana z dokonujagcymi si¢ zmianami ksztaltu jadra i postgpujacym procesem
kondensacji chromatyny. W ostatnim stadium zanikania nukleosomow (VIII) charakteryzujacym
si¢ coraz bardziej $cistym, réownoleglym ukladem dlugich fibryli chromatynowych oraz
w koncowych stadiach spermiogenezy (IX, X) nie stwierdzono reakcji immunocytochemicznej
dla histonu yH2AX [2]. Z przeprowadzonych obserwacji wynika, ze obecnos¢ DNA DSBs jest

zwiazana z procesem zastepowania nukleohistonéw przez nukleoprotaminy.

Publikacja [4]

Na podstawie badan spermiogenezy u ssakow stwierdzono, ze w powstawaniu DNA DSBs
i jednocze$nie usuwaniu nukleosomowych superzwojow DNA istotny udzial odgrywa jeden
z wariantow topoizomerazy II DNA - topoizomeraza Il DNA beta (TOP2B) (Ward 1994, Bakshi
i wsp. 2001, Laberge i Boissonneault 2005a,b, Har-Vardi i wsp. 2007). Poniewaz, jak wiadomo
z wezesniejszych badan [1, 2], spermiogeneza u Chara i ssakow wykazuje pewne cechy wspolne
postanowiono sprawdzi¢, jaka role odgrywa ten enzym w procesie roéznicowania spermatyd
C. vulgaris. W tym celu podjeto analizy, z zastosowaniem inhibitora topoizomerazy Il DNA —
etopozydu.
Pierwsze badania dotyczyly wpltywu etopozydu na dynamike przebiegu spermiogenezy. Analizie

poddano spermatydy ze stadium przejSciowego pomiedzy faza proliferacji i spermiogeneza (64/sp)
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oraz wszystkich stadiéw spermiogenezy (I-X) pochodzace z materialu kontrolnego oraz
inkubowanego przez 24 i 48 godz. w roztworze etopozydu w dwodch stezeniach: 100 uM i 200 pM.
Przeprowadzona analiza procentowa spermatyd wykazala przedluzenie wczesnych stadiéw
spermiogenezy: 64/sp-11 po 24 godz. oraz 64/sp i I11 po 48 godz. stosowania etopozydu. Poniewaz
dtuzsza inkubacja nie powoduje silniejszego wptywu na wzrost liczebnos$ci spermatyd we wczesnych
stadiach ich réznicowania, w kolejnych analizach zastosowano materiat inkubowany przez 24 godz.
w 200 uM roztworze etopozydu [4].

Wyniki wczeéniejszych analiz ujawnity obecno$¢ histonu YH2AX w okresie srodkowej spermiogenezy
(stadia V-VII, [2]). W pordéwnaniu z kontrola, po inkubacji w roztworze etopozydu stabg
immunoreakcje stwierdzono w jadrach tylko w stadium V [4], w ktorym rozpoczyna si¢ proces
wymiany bialek jadrowych [1]. U myszy natomiast reakcja nie wystepuje pod wptywem dziatania
tego inhibitora (Laberge i Boissonneault 2005a). Wyniki tych badan zachecity do przeprowadzenia
analiz ultrastrukturalnych w celu sprawdzenia czy, i ewentualnie w jakim stopniu, etopozyd wywiera
wplyw na strukture chromatyny spermatyd w przebiegu spermiogenezy. Poréwnanie mikrofotografii
spermatyd kontrolnych z traktowanymi etopozydem nie wykazato zmian w organellach
komoérkowych, ksztalcie jadra, wici i mankietu mikrotubul z wyjatkiem uktadu chromatyny
w komorkach pochodzacych z etapéw VI-VIII. Stadium VI charakteryzowato si¢ nieregularnie
rozmieszczong chromatyna skondensowang i nieskondensowang poprzedzielang duzymi, jasnymi
obszarami, ktéora w warunkach kontrolnych tworzy forme regularnej sieci. W kolejnych stadiach,
zamiast krotkich nieuporzadkowanych (stadium VII) i dlugich ulozonych rownolegle fibryli
chromatynowych (stadium VI1II), tak jak ma to miejsce w kontrolnych spermatydach, obserwowano
skupiska fibryli chromatynowych rozproszone na catej powierzchni jadra, rozdzielone jasniejszymi
przestrzeniami pozbawionymi fibryli [4]. W literaturze niewiele jest informacji dotyczacych wptywu
etopozydu na ultrastrukture spermatyd. Wykazano jednak, ze zmiany w strukturze chromatyny
wystepuja takze w spermatydach szczura traktowanych etopozydem (Maselli i wsp. 2012).
Przedstawione powyzej wyniki badan jednoznacznie wskazuja, ze etopozyd uniemozliwia tworzenie
DNA DSBs, warunkujacych prawidlowa reorganizacj¢ chromatyny. Inhibitor ten tworzy
kompleksy topoizomeraza TOP2B-DNA, ktore blokuja aktywno$¢ enzymu jadrowego.
Stosowanie etopozydu wywiera destrukcyjny wplyw na przebieg spermatogenezy u myszy i prowadzi
nawet do przejsciowej nieptodnosci (Sukhacheva i wsp. 2003).

Badania, ktore byly tematem mojej rozprawy doktorskiej, dostarczyly informacji o istotnej roli jaka
w spermiogenezie odgrywa szlak proteolizy z udziatem systemu ubikwityna/proteasom (Zat.311A.2-1).
Na podstawie analiz, w ktorych wykazano, ze TOP2B ulega degradacji pod wplywem dziatania
etopozydu (Nitiss 2009) wysunieto przypuszczenie, ze podobna sytuacja moze mie¢ miejsce takze
w spermatydach C. vulgaris, co wyjasniatoby brak immunoreakcji yYH2AX w stadiach VI i VII.
Przedstawiono takze inng hipoteze, ze etopozyd, podobnie jak inhibitory proteasomdéw, moze

indukowa¢ ekspresje genéw kodujagcych proteasomy (Meiners i wsp. 2003, Zal.3ITA.2-1).
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W poczatkowych stadiach spermiogenezy C. vulgaris poza przedtuzeniem ich czasu trwania nie
stwierdzono zadnych nieprawidtowosci w chromatynie, prawdopodobnie poniewaz tworzone w tym
okresie proteasomy usuwaja powstate kompleksy topoizomeraza TOP2B-DNA. Podczas pdzniejszych
etapow spermiogenezy, w ktorych nie zachodzi juz synteza proteasomoéw (poniewaz w tym okresie nie
odbywaja si¢ juz procesy transkrypcji i translacji) powstate kompleksy nie sg degradowane i wywotuja
zaburzenia kondensacji chromatyny [4].

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze u C. vulgaris, podobnie jak u ssakéw (Bakshi i wsp.
2001, Laberge i Boissonneault 2005a, b) oraz Xenopus laevis (Morse-Gaudio i Risley 1994)

topoizomeraza Il odgrywa istotng role w prawidlowym przebiegu spermiogenezy [4].

Publikacja [5]

Badania procesu spermiogenezy wykazaly, ze u myszy DNA DSBs pojawiaja si¢
w wydhluzonych spermatydach i wspotistnieja z hiperacetylacja histonu H4 (Laberge i Boissonneault
2005a). Epigenetyczne modyfikacje histonow odgrywaja wazng role w kontroli struktury chromatyny
i regulacji spermiogenezy. Jedng z potranslacyjnych modyfikacji histonéw rdzeniowych jest
acetylacja, ktora dodatkowo pelni funkcje w regulacji metabolicznej wielu procesow komorkowych
(Govin 1 wsp. 2004, Xu i Zhao 2011). Wymiana bialek jadrowych w spermatydach ssakow jest
rowniez poprzedzona hiperacetylacja histonu H4, ktora ostabia wzajemne oddziatywanie pomigdzy
histonami i DNA. Prowadzi to do rozluznienia struktury chromatyny, co umozliwia usuwanie
histonéw z jadra, oraz ich zastgpowanie przez inne biatka (Meistrich i wsp. 1992, Sonnack i wsp.
2002). W chromatynie spermatyd nie wszystkie histony sa jednak usuwane, a w dojrzatych
plemnikach czlowieka pozostaje ich nadal okoto 4% (Hammoud i wsp. 2009). U wielu organizmow
podczas spermiogenezy pierwsza pozycja ulegajaca acetylacji w histonie H4 jest Lys12 (H4K12ac)
i proces ten jest znaczgcy w montowaniu chromatyny (Kuo i wsp. 1996, Kurtz i wsp. 2007). Ponadto
badania spermatogenezy myszy wykazaly, ze tylko acetylacja H4K12 ograniczona jest do spermatyd,
podczas gdy w komodrkach z wczesniejszych etapéw spermatogenezy, spermatogoniach
i spermatocytach, ujawniono acetylacje¢ tego histonu w innych pozycjach lizyny (Hazzouri i wsp.
2000).
Biorgc pod uwage powyzsze informacje podjeto badania spermatyd C. vulgaris, z zastosowaniem
przeciwcial skierowanych przeciwko H4K12ac. Pozytywna immunoreakcje ujawniono w jadrach
w stadiach 1-VII. Najsilniejsza reakcjg, na calej powierzchni jadra, obserwowano w poczatkowych
stadiach spermiogenezy (I-IV). W kolejnym etapie immunosygnaty byty nadal intensywne, jednak
mniej liczne, a w stadiach VI i VII reakcja byta juz znacznie stabsza, w porownaniu z obserwowang
poprzednio [5]. W przeciwienstwie do C. vulgaris, podczas spermiogenezy u myszy acetylowany
histon H4 byt obecny tylko w wydhuzajacych si¢ spermatydach w stadiach 8-9 do 11 (Laberge

i Boissonneault 2005a). Przeprowadzono takze iloSciowe analizy ziaren zlota, $wiadczacych
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0 obecnosci H4K12ac na obszarze chromatyny skondensowanej i nieskondensowanej spermatyd
(badania z zastosowaniem techniki immunogold). Poziom acetylacji histonéw jest potaczony
z kondensacjg jadrowa, ktora zmienia si¢ w przebiegu spermiogenezy u C. vulgaris. Analiza
mikrofotografii ze stadiow III/IV (stadia analizowane razem ze wzglgedu na bardzo podobng strukture
jadra) oraz VI ujawnila prawie dwukrotny wzrost $redniej calkowitej liczby ziaren zlota na
terenie chromatyny w stadium III/IV w stosunku do VI, co potwierdzilo wyniki badan
immunocytochemicznych. We wczesnej spermiogenezie (III/IV) ziarna zlota byly réwnomiernie
rozdzielone pomigdzy chromatyng skondensowana (48,11%) 1 nieskondensowana (51,89%).
W stadium VI, kiedy postgpujacy proces kondensacji chromatyny prowadzi do powstania na terenie
jadra struktury sieci, znakowanie jest wyzsze o 14% na obszarze chromatyny skondensowanej
(57,27%) w stosunku do chromatyny nieskondensowanej (42,73%) 1 wyzsze o 9% w stosunku do
wczesniej analizowanego etapu [5].

Acetylacja histonéw jest takze powigzana z poziomem transkrypcji, a jej wysoki stopien jest
charakterystyczny dla euchromatyny. Podobng zalezno$¢ zaobserwawano takze u Arabidopsis (Ha
2013). W poczatkowych stadiach spermiogenezy u C. vulgaris intensywna acetylacja histonu H4
prowadzi do dekondensacji chromatyny umozliwiajac jednocze$nie transkrypcje (najwyzszy jej
poziom w stadium V) i translacje (najwyzszy poziom w stadium V). Nast¢puje wowczas aktywacja
licznych genéw zaangazowanych w dalsze etapy roznicowania spermatyd m.in. wymiang biatek
jadrowych. Zmiany w ultrastrukturze spermatyd we wczesnych stadiach sg powigzana z czeSciowa
demetylacja DNA (Olszewska 1 wsp. 1997), podobnie jak ma to miejsce podczas spermiogenezy
u myszy (del Mazo i wsp. 1994). W stadiach V-VII acetylacja histonu H4 [5] wystepuje
jednoczesnie z ujawnionymi wczesniej DNA DSBs [2] i oba te procesy przyczyniajg sie do
prawidtowego przebiegu spermiogenezy. Jest interesujace, ze niektore gatunki, nalezace do odlegtych
od Chara grup systematycznych (bezkregowcow i kregowcdw) pomimo réznic w sposobie wymiany
biatek jadrowych charakteryzuja si¢ podobnym przebiegiem procesu acetylacji histonu H4.

Publikacja [6]

W procesie reorganizacji struktury chromatyny spermatyd uczestniczg kompleksy remodelingu
chromatyny, odgrywajace rolg¢ w wielu procesach komorkowych m.in. w interakcji histonéw z DNA
(Sif 2004, Jerzmanowski 2007, Clapier i Cairns 2009). Jednym z rodzajow kompleksow jest
SWI/SNF, ktory zostat zidentyfikowany u Saccharomyces cerevisiae i posiada podjednostke
o aktywnosci ATPazy - Swi2/Snf2 (Hirschhorn i wsp. 1992). Funkcjonalnymi homologami tej
podjednostki u ludzi sa: Brgl (brahma-related gene 1) i hBrm (Wang i wsp. 1996). W dotychczasowej
literaturze brak informacji na temat roli kompleksow w przebudowie chromatyny podczas
spermatogenezy u ro$lin. Stwierdzono tylko ich udziat w rozwoju organow generatywnych
i wegetatywnych u kilku gatunkéw roslin ladowych (Reyes 2014). Wsrod glonéw badania

kompleksow remodelingu chromatyny podczas spermiogenezy prowadzono tylko na jednym gatunku
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Chlorophyta, Chlamydomonas reinhardtii, u ktorego stwierdzono obecno$¢ biatka nalezacego do
podrodziny Snf2 (Strenkert i wsp. 2011) oraz czterech gatunkach Rhodophyta, gdzie odkryto
homologi podjednostki SNF2 (Matsuzaki i wsp. 2004, Stiller i wsp. 2012, Caudell 2014).

Celem obecnej pracy bylo wigc sprawdzenie obecnosci katalitycznej podjednostki kompleksu
SWI/SNF - Brgl w komorkach nici spermatogenicznych podczas spermatogenezy u C. vulgaris.
Badania immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwcial przeciwko Brgl wykazaly
pozytywna reakcje w stadiach 32- i 64-komoérkowych nici spermatogenicznych oraz I/11-VII.
Najsilniejsza reakcje na calej powierzchni jader spermatyd obserwowano we wczesnej spermiogenezie
(1/11-101) [6], podobnie jak w okragtych spermatydach myszy i szczura (Dhar i wsp. 2012, Wang i wsp.
2012), natomiast bardzo stabg w stadium VII. Analizy ilosciowe ziaren ztota koloidalnego (badania
z zastosowaniem techniki immunogold) wykazaly najwyzsza ich liczb¢ w etapach I/II-Ill. Prawie
dwukrotnie nizszg liczbe ziaren, w porownaniu do I/II, obserwowano w stadium 64-komorkowych nici
spermatogenicznych. W stadiach IV-VI wyst¢gpowat znaczny spadek, a w VII obserwowano juz tylko
pojedyncze ziarna. Badania ultrastrukturalne potwierdzity wyniki analiz immunocytochemicznych.
Ponadto zastosowanie metody Western blot ujawnilo dwie izoformy bialka o masach okolo 50
i 185 kDa w ekstraktach komoérek nici spermatogenicznych [6].

Badania immunofluorescencyjne wykazaly u myszy wzrost poziomu biatka Brgl od stadium
pachytenu, co jest skorelowane z procesem crossing-over, rekombinacja i naprawag DNA.
U osobnikéw pozbawionych genu Brgl mejoza ulega zablokowaniu i nie obserwuje si¢ takze
spermatyd oraz dojrzatych plemnikéw (Bultman i wsp. 2006, Kim i wsp. 2012, Wang i wsp. 2012).
U C. vulgaris udziat biatka Brgl nie byt analizowany w procesie mejozy, poniewaz w przeciwienstwie
do myszy, u ktorych mejoza prowadzi do powstania gamet, glon ten jest haplobiontem z mejoza typu
zygotycznego. Pomimo niewielkich réznic w przebiegu spermatogenezy u obu wspomnianych wyzej
gatunkow mozna przypuszczaé, ze U C. vulgaris intensywna immunoreakcja w stadium
bezposrednio poprzedzajacym spermiogeneze (64-komoérkowe nici spermatogeniczne) jest
odpowiednikiem reakcji podczas mejozy u myszy. U ssakow tych wykazano, ze obecno$¢ Brgl jest
niezbedna do fosforylacji histonu H2AX (Kim i wsp. 2012). Podobna sytuacja ma roOwniez miejsce
u C. vulgaris. Kompleks remodelingu chromatyny SWI/SNF, podobnie jak acetylacja H4K12, jest
zaangazowany w wyciszenie transkrypcji (Zhu i wsp. 2013), co obserwowano takze w spermatydach
C. vulgaris, u ktorych w stadiach VI i VII transkrypcja jest na bardzo niskim poziomie (Olszewska
i Godlewski 1973). Proteasomy, odpowiedzialne za usuwanie nukleohistonow (Zat.311A.2-1),
uczestnicza takze w degradacji Brgl i innych podjednostek katalitycznych kompleksow SWI/SNF
(Cullen i wsp. 2009) o czym moze $wiadczy¢ niski poziom tego biatka w stadiach VI i VII. Ponadto
Brgl, podobnie jak inni przedstawiciele rodziny Swi2/Snf2 zawiera sekwencje rozpoznajace
acetylowane lizyny, bromodomeny. W stadiach I-VII stwierdzono jednocze$nie immunoreakcje
$wiadczaca o obecnosci Brgl i H4K12ac [5], co mozna ttumaczy¢ faktem, ze bromodomeny do

wlasciwego funkcjonowania wymagaja pewnego stopnia acetylacji histonéw. Znaczna obecnos$¢ Brgl
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pod koniec fazy proliferacyjnej i we wczesnych (I/11-111) stadiach spermiogenezy (lacznie

wyznakowanie powyzej 63%) jest istotna dla kolejnych przemian chromatyny spermatyd.

Podsumowanie

Za najwazniejsze wyniki moich badan stanowiacych osiggnigcie habilitacyjne uwazam wykazanie, ze:

1) Proces wymiany histonéw na biatka typu protamin u C. vulgaris i C. tomentosa odbywa si¢
w stadiach $rodkowej spermiogenezy (V-VIII),

2) Analizy Western blot ujawnily u obu gatunkéw Chara wystepowanie dodatkowej grupy biatek typu
protamin,

3) System szorstkiego retikulum endoplazmatycznego stanowi miejsce, w ktérym odbywa si¢ synteza
biatek typu protamin. Ustalono takze droge transportu tych bialek do jadra spermatyd poprzez
otoczke jadrowa. Wpuklenie jej wewnetrznej blony prowadzi do utworzenia wewnatrzjagdrowego
retikulum, ktore przemieszcza protaminy w obszarze jadra,

4) Topoizomeraza II DNA odgrywa istotng role w procesie roéznicowania spermatyd C. vulgaris
wywolujac przejsciowe dwuniciowe pgknigcia DNA w $rodkowej spermiogenezie. Ich obecno$¢
warunkuje przeksztatcenie nukleosomowej struktury chromatyny w fibrylarng potaczona
z protaminami, a brak peknieé, po =zastosowaniu inhibitora (etopozydu), uniemozliwia
eliminowanie nukleosomowych superzwojow DNA w spermatydach, co prowadzi do zaburzen
w procesie wymiany biatek jadrowych i kondensacji chromatyny,

5) Spermatogeneza u C. vulgaris odbywa si¢ z udzialem biatka Brgl - Katalitycznej podjednostki
kompleksu remodelingu chromatyny SWI/SNF. Brgl wspdtistnieje z acetylowana formg histonu
H4K12, a w stadiach srodkowej spermiogenezy (V-VII) takze z przejSciowymi dwuniciowymi
peknieciami DNA. Wysoki poziom Brgl w poczatkowe] spermiogenezie wraz ze wzmozong
acetylacjg histonow, prowadzaca do dekondensacji chromatyny, umozliwia przygotowaniem

spermatyd do dalszych etapdéw ich roznicowania.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze prawidtowy przebieg procesu spermatogenezy jest wynikiem
wspotdziatania, wymienionych powyzej, czynnikow reorganizacji chromatyny. Na podstawie
otrzymanych wynikéw oraz uwzgledniajac stwierdzone do tej pory podobienstwa pomigdzy
spermiogenezg u Chara i odlegtymi filogenetycznie pewnymi grupami zwierzat (ssaki, ryby
i bezkregowce) mozna uznaé, ze reorganizacja struktury chromatyny odbywa si¢ u badanego glonu
zgodnie z modelem zaproponowanym dla ssakow.

Obecne badania poszerza wiedzg¢ na temat spermatogenezy glonow, ktora do tej pory nie byta
tak szczegOlowa analizowana. Uwazam, ze glon Chara w pelni zastuguje na traktowanie jako
organizm modelowy takze w badaniach procesu spermatogenezy. Wyniki badan uzyskane na tym
modelu moga mie¢ ogodlnobiologiczny wymiar. Myslg, ze zachgca one do dalszych analiz

spermiogenezy takze u organizmow zwierzgcych w tym czlowieka, ze zwroceniem szczegdlnej uwagi
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na zaburzenia w przeksztalcaniu struktury chromatyny, ktére moga mieé istotne znaczenie dla

reprodukcji zaré6wno ro$lin, jak i zwierzat.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych

Cytowana w tekscie literatura uzupetniajagca zamieszczona zostata na koncu Autoreferatu. Pozostale
prace habilitanta, nie wchodzace w sktad osiggniecia naukowego przedstawione sg w Zataczniku 3
i cytowane jako: Zat.31IA, Zat.31ID. Kopie tych prac zawarte sa w Zalaczniku 7.
5a) Dzialalno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Jestem absolwentka Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska) Uniwersytetu £.odzkiego. W 1996 r. bedac na pigtym roku studidw zostatam zatrudniona
w Katedrze Cytofizjologii na etacie technicznym (w wymiarze potowy etatu). Prace magisterska pt.
,Wplyw kwasu giberelowego (GA;) w stezeniu 10°M na poziom endoreplikacji manubriow oraz
komorek glowkowatych w anterydiostanach Chara vulgaris L.” wykonatam w tym samym roku pod
kierunkiem Pani prof. dr hab. Marii Kwiatkowskiej. W pracy magisterskiej wykazalam, ze egzogenny
kwas giberelowy (GA3) stymuluje proces syntezy DNA w jadrach manubriow Chara vulgaris.
Giberelina ta zwieksza dwukrotnie produktywno$¢ anterydiostanu w wyniku jej bezposredniego
dzialania na procesy zachodzace w obrebie komorek nici spermatogenicznych lub dzialania
posredniego poprzez stymulacje syntezy polisacharydéw wydzielanych przez manubria do
wewnetrznej przestrzeni anterydiostanu. GA; zwicksza rowniez liczbe podziatéw komorek nici
spermatogenicznych, co powoduje opoznienie rozpoczgcia spermiogenezy. Ponadto wykazatam, ze
GA; nie stymuluje procesu endoreplikacji w jadrach komorek gtowkowatych, a takze nie zmienia
dosrodkowego gradientu wartosci C DNA w jadrach komoérek poddanych analizie. Gradient ten
pozostaje pod kontrolg genetyczng. Wyniki powyzszych badan zostaly opublikowane w czasopi$mie
Plant Cell Physiology (Zat.31TA.1-1). Od 1997r., bedac na etacie - asystenta doktoranta, w ramach
Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Fizjologiczno-Mikrobiologicznego, Wydziatu Biologii i Nauk
0 Ziemi, Uniwersytetu %bLodzkiego rozpoczgtam, wraz z zespotem Pani prof. dr hab.
M. Kwiatkowskiej, badania zmian ultrastrukturalnych podczas spermatogenezy dotyczace jednego
z rodzajéw nierozrodczych komorek anterydiostanéw C. vulgaris — manubriow (Zat.311A.1-3).
Przeanalizowano takze plazmodesmy wystepujace pomigdzy komorkami nici spermatogenicznych
Chara tomentosa zaréwno w fazie proliferacyjnej, jak i roznych stadiach spermiogenezy (Zat.311A.1-
4). Dalsze badania koncentrowaly si¢ na procesie roznicowania spermatyd i udziatu w nim systemu
proteolitycznego ubikwityna/proteasom (Zat.311A.1-2,6). Zastosowanie inhibitora aktywnosci
proteolitycznej proteasomow, epoksomycyny, wywolato wzrost liczby spermatyd we wczesnej
spermiogenezie, co jak przypuszczano bylo efektem blokowania proteolizy bialek istotnych
w dalszych procesach przeksztalcania spermatyd (Zat.311A.1-5, Zat.31ID.1-1). Badania dotyczace tego
zagadnienia byly przeze mnie kontynuowane w ramach rozprawy doktorskiej pt. ,,Rola wybidrczej

proteolizy z udziatem proteasomu i ubikwityny w przebiegu procesu spermatogenezy Chara vulgaris
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L.”, ktorg obronitam w 2006r. Prace byty prowadzone w ramach grantu promotorskiego (szczegdtowe
informacje Zat.31.1.2.). Promotorem w przewodzie doktorskim byta prof. dr hab. M. Kwiatkowska,
a recenzentami: prof. dr hab. Zofia Bielanska-Osuchowska (emerytowany prof. Szkoly Gloéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie) i prof. dr hab. Maria Olszewska (emerytowany prof.
Uniwersytetu £.0dzkiego).

Gloéwnymi osiggnigciami mojej dysertacji byto wykazanie, ze:

1. inhibitory aktywnosci proteolitycznej proteasoméw (epoksomycyna i MG-132) powoduja
zatrzymanie cyklu komorkowego komorek nici spermatogenicznych C. vulgaris gtownie na etapie
metafaza/anafaza, przez blokowanie funkcji kompleksu APC/Cyklosom,

2. okres wczesnej spermiogenezy ulega przedluzeniu pod wplywem wszystkich zastosowanych
inhibitorow proteasoméw (laktacystyna, clasto-laktacystyna p-lakton, epoksomycyna. MG-115,
MG-132). Najwyrazniejsze zmiany uzyskano po 48 godz. dziatania laktacystyny i epoksomycyny,

3. we wczesnej spermiogenezie badania mikroskopowo-elektronowe ujawnity posta¢ nukleosomowsg
chromatyny i jej brak w p6znej spermiogenezie, w ktorej widoczne sa czasteczki DNA potaczone
z biatkami protamino-podobnymi,

4. obecno$¢ ubikwityny i rdzenia proteasomu 20S stwierdzono we wszystkich stadiach
spermiogenezy, w roznych obszarach komorki w zaleznosci od etapu procesu,

5. system ubikwityna/proteasom jest nicodzowny dla usuwania zbednych histonow w okresie ich
zastepowania przez biatka protamino-podobne. Inhibitory proteasomow powodujg blokowanie
degradacji histonow w §rodkowych i p6znych stadiach spermiogenezy,

6. w koncowych stadiach spermiogenezy (VIII-IX) w jadrach spermatyd traktowanych epoksomycyna
i MG-132 zaburzeniu ulega fibrylarna struktura chromatyny charakterystyczna dla tworzacych sie
spermatozoidow. Obserwowano takze struktury przypominajace agresomy stanowigce skupiska
zubikwitynowanych histonow, ktore nie ulegly proteolizie w wyniku zablokowania aktywnoSci
proteasomow.

7. anterydiostan C. vulgaris stanowi gametangium, ktoére mozna porownywac z uktadami rozrodczymi

u zwierzat, poniewaz spermiogeneza u tego glonu i zwierzat wykazuje pewne podobienstwa.

Obrona mojej pracy doktorskiej zostala bardzo dobrze oceniona i ztozono wniosek o jej wyrdznienie

nagroda Jego Magnificencji Rektora Uniwersytetu £.odzkiego.

5b) Kontynuacja pracy naukowej — po uzyskania stopnia doktora

Wyniki badan przedstawione w rozprawie doktorskiej zostaty opublikowane w czasopismie
Biology of Reproduction (Zat.31IA.2-1) i czterech streszczeniach komunikatow konferencyjnych
w czasopismach naukowych (Zat.311I1B.1.1-3,4,5,6). W 2009r. otrzymatam indywidualna Nagrodg 111°
JM Rektora Uniwersytetu L.odzkiego za cykl publikacji zwigzanych z rozprawg doktorskg (Zat.311ID).

Po doktoracie kontynuowatam badania dotyczace procesu spermatogenezy u dwoch gatunkéw Chara,
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wchodzace w sktad opisanego powyzej osiggnigcia naukowego. Rownolegle z tymi pracami
uczestniczylam w badaniach zespotu Pani prof. M. Kwiatkowskiej, ktorych tematem byty
lipotubuloidy oraz proces tworzenia kutikuli z udzialem enzyméw i kutinsoméw u wybranych
gatunkow roslin.

Lipotubuloidy to struktury cytoplazmatyczne, ktére zostaly odkryte w epidermie zalazni
u $niedka (Ornithogalum umbellatum). Nazwg lipotubuloidy, ktore nie sg plastydami, wprowadzita
prof. Kwiatkowska w 1971r. dla odréznienia tych struktur od ,.elajoplastow” opisanych przez
Wakker’a w 1888r. (Kwiatkowska 1971). Badania na poziomie mikroskopu elektronowego wykazaty,
ze lipotubuloidy to skupiska kul lipidowych oplecionych mikrotubulami. Domeny te, otoczone
w  wickszoSci obszaru tonoplastem, zawierajg takze pecherzyki i cysterny retikulum
endoplazmatycznego (ER), rybosomy, struktury Golgiego, mitochondria i mikrociata (peroksysomy,
glioksysomy), a w pdzniejszych stadiach rozwojowych takze wakuole autolityczne. Kule lipidowe
otoczone sa potowka blony elementarnej (jednowarstwa fosfolipidowa) i wypelione tluszczami
oboje¢tnymi oraz wolnymi kwasami thuszczowymi (Kwiatkowska 2004, Zat.31ID.2-1,1a). Wielko$é
lipotubuloidéw, ktére powstaja w wyniku gromadzenia si¢ pojedynczych kul lipidowych, jest podobna
do wielkosci jadra komorkowego. Dzigki obecno$ci mikrotubul pomigdzy kulami lipidowymi,
lipotubuloidy wykazuja ruch postgpowo-obrotowy, ktorego predkos¢ obrotowa jest okoto 6 razy
wieksza w pordéwnaniu z predkoscia ruch cytoplazmy. Zablokowanie ruchu cytoplazmy 2.,4-
dwunitrofenolem (DNF) nie hamuje ruchu obrotowego lipotubuloidow, powoduje natomiast
zmniejszenie jego predkosci. Ruch postepowo-obrotowy tych cytoplazmatycznych domen uczestniczy
w przekazywaniu substancji pomigdzy lipotubuloidami a pozostatymi sktadnikami komorki.
W lipotubuloidach O. umbellatum oprocz mikrotubul stwierdzono takze, przebiegajace rownolegle do
nich, krotkie filamenty aktynowe (Kwiatkowska i wsp. 2005). Ich wzajemne oddzialywania moga
wplywa¢ na przeksztalcanie mikrotubul o wigkszej $rednicy w waskie lub odwrotnie. Badania
z wykorzystaniem drugorzedowych przeciwcial sprzezonych ze zlotem koloidalnym (technika
immunogold) wykazaty, ze filamenty aktynowe sa powigzane z mikrotubulami biatkami
motorycznymi: kinezyna i miozyng, a wspolpraca tych wymienionych elementow umozliwia ruch
obrotowy lipotubuloidow. Wykryto takze obecno$¢ lekkich tancuchéw kolejnego biatka motorycznego
- dyneiny (Zat.311A.2-7).
Badania autoradiograficzne z  zastosowaniem *H-kwasu palmitynowego wykazaly, ze
w lipotubuloidach zachodzi synteza lipidow (Kwiatkowska 1972). Prace dotyczace tego zagadnienia
byty prowadzone w latach 2009-2012 w ramach grantu MNiSW (szczegotowe informacje Zat.311.1.2.),
w realizacji ktorego uczestniczytam jako gtéwny wykonawca. W ramach projektu badawczego zostato
opublikowanych 7 prac (Zat.311A.2-2,3,5,6,7; Zat.311D.2-2,3). Badania mialy réwniez na celu
uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy mikrotubule zwigzane z kulami lipidowymi uczestnicza takze

w syntezie lipidow.
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Badania mikroskopowo-elektronowe wykazaty, obecnos¢ lipotubuloidéw takze u innych ro$lin
(Haemanthus albiflos, Althaea rosea, Funkia Sieboldiana, Vanilla planifolia), u ktérych do tej pory
stwierdzono wystepowanie ,,elajoplastow”. U H. albiflos, ktorego mikrotubule sg bardzo labilne, udato
si¢ je ujawni¢ dopiero po inkubacji z taksolem (czynnik stabilizujacy mikrotubule). ,,Elajoplasty”
powyzej wymienionych gatunkow posiadaja wszystkie cechy charakterystyczne dla lipotubuloidow
opisanych u O. umbellatum. Badania z zastosowaniem techniki immunogold potwierdzity obecnos¢
tubuliny a na terenie tych cytoplazmatycznych domen (Zat.311A.2-2,3).

Komoérki epidermy zalgzni O. umbellatum nie dzielg si¢ podczas rozwoju tego organu tylko ulegaja
silnemu wydhuzeniu (30-krotny wzrost). Ponadto ujawniono takze wprost proporcjonalng zaleznosc¢
pomigdzy wzrostem tych komorek, a powigkszaniem si¢ lipotubuloidu, w wyniku zwigkszania sig
w nich liczby kul lipidowych. Srednica dojrzatych kul lipidowych utrzymuje si¢ w przedziale 0,1 - 0,4
um, poniewaz na ich terenie zachowana zostaje dynamiczna réwnowaga pomiedzy synteza
i degradacjg lipidow (Kwiatkowska i wsp. 2007, Zat.31ID.2-2). Stosujac procedur¢ standardowego
utrwalania materialu do badan w mikroskopie elektronowym nie obserwowano w komorkach
epidermy zalazni mikrotubul korowych, charakterystycznych dla wydhuzajacych si¢ komorek.
Zastosowanie utrwalania materialu w zimnym metanolu i przeciwciat przeciwko tubulinie  ujawnito
obecnos¢ mikrotubul korowych przebiegajacych poprzecznie lub skosnie do dtugiej osi tych komorek.
Stabilne mikrotubule lipotubuloidu tworzyly natomiast gesto upakowane jasne miejsce. Niestabilne
mikrotubule korowe ujawniono takze na mikrofotografiach po wczesniejszym zastosowaniu taksolu
(Zat.311A.2-4).

Kolejne badania z zastosowaniem techniki immunoztota wykazaly, Zze dojrzate kule lipidowe
lipotubuloidu O. umbellatum, w poblizu fosfolipidowej monowarstwy, zawieraja enzymy
zaangazowane Ww synteze¢ kwasow tluszczowych i lipidow: lipazg oraz acylotransferazg
diacyloglicerolowa 2 (DGAT?2), ktéra Kkatalizuje przeksztalcenie diacyloglicerolu (DAG) do
triacyloglicerolu (TAG). Powierzchnia kul lipidowych jest rowniez miejscem whaczania *H-kwasu
palmitynowego do lipidow. Otrzymane wyniki pozwalaly przypuszczaé, ze tluszcze zawarte
w lipotubuloidach sg prawdopodobnie jednostkami budulcowymi kutikuli (Zat.311D.2-2).

Wykazano, ze w lipotubuloidach O. umbellatum ER uczestniczy w biogenezie kul lipidowych.
Thiszcze pojawiaja si¢ w przestrzeni, w postaci soczewki, pomigdzy listkami blony cystern ER.
Dojrzate kule lipidowe, wypelnione mniej osmofilng substancja niz w momencie tworzenia si¢, nie sa
bezposrednio potaczone z ER. Utrzymujg jednak kontakt z tymi strukturami przez przylegajace do
nich mikrotubule. Badania dotyczace lokalizacji enzyméw (DGATI1, DGAT?2 i fosfolipazy D1)
syntetyzowanych przy udziale rybosoméw zwiazanych z ER, potwierdzily wczes$niejsza hipoteze
dotyczaca udziatu kul lipidowych i mikrotubul w syntezie lipidow. Podczas tworzenia kul lipidowych
enzymy te sg transportowane z obszaru ER na powierzchni¢ tych kul przy udziale mikrotubul
(Zat.311A.2-5, Zat.31ID.2-3). Obecnos¢ enzymu DGAT2 wykazano takze na powierzchni kul

lipidowych w komorkach zarodka i merystemu korzeniowego Arabidopsis thaliana co dowodzi, ze
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jest to kolejny gatunek rosliny, u ktdrego wykazano powigzanie kul lipidowych, bedgcych miejscem
syntezy lipidow z otaczajgcymi je mikrotubulami uczestniczacymi w tym procesie (Zal.311A.2-6).
Wezeéniej przypuszezano, ze lipotubuloidy uczestniczg w syntezie kutikuli (Zat.311D.2-2). Analiza
autoradiogramow komorek epidermy zalagzni O. umbellatum wykazata, ze po 2 godz. inkubacji
w kwasie *H-palmitynowym oraz 6 godz. inkubacji w $rodowisku nieradioaktywnym (postinkubacja)
ziarna autoradiograficzne skupione nad lipotubuloidem rozprzestrzeniaja si¢ na powierzchni calej
komorki. Liczba ziaren autoradiograficznych ulega obnizeniu o okoto 70% po okresie postinkubacji,
co $wiadczy o metabolizowaniu znacznej ilo$ci lipidow w tym czasie. Nie wszystkie pozostate ziarna
srebra zanikaja po ekstrakcji w rozpuszczalnikach lipidow (woski sg latwo rozpuszczalne
w rozpuszczalnikach organicznych) i sa zlokalizowane w warstwie kutikularnej. Powyzsze obserwacje
pozwolity wysunaé przypuszczenie, ze okoto 30% lipidow obecnych w lipotubuloidach ulega
przeksztatceniu w jednostki budulcowe kutikuli (Zat.31ID.2-2,3). Nalezato jeszcze wyjasnié, czy
proces ten zachodzi na terenie lipotubuloidow, czy innych przedziatow komorki.

Zagadnienie dotyczace syntezy kutikuli jest bardzo istotne z ekonomicznego
i biotechnologicznego punktu widzenia (Heredia i wsp. 2009, Dominguez i wsp. 2011, Zat.31ID.2-3).
Stanowi ono nadal przedmiot naszych dociekan, ktore prowadzimy w ramach badan z zespolem prof.
Antonio Heredia (Uniwersytet Malaga, Hiszpania). Nawigzana wspotpraca zaowocowata do tej pory
czterema wspoOlnymi publikacjami w czasopismach z listy JCR (Zat.311A.2-8,9,10,11). Zespot
hiszpanskich badaczy prowadzi badania nad kutinsomami — strukturami komoérkowymi ($rednica 40-
200nm), zawierajacymi polihydroksy kwasy thuszczowe i uczestniczacymi w tworzeniu kutikuli.
Hydrofobowa lipidowa zawarto$¢ kutinsomow jest oddzielona od s$rodowiska wodnego przez
otaczajaca ja hydrofilowa otoczke (shell) (Heredia-Guerrero i wsp. 2011).
Kutikula jest warstwa pokrywajaca powietrzng powierzchni¢ $ciany komorek epidermy, a jej gtdéwna
funkcja jest zapobieganie utracie wody podczas wymiany gazowej. Pelni ona takze istotng role
ochronng przed uszkodzeniami zewnetrznymi wywotanymi promieniowaniem UV, infekcjami
bakteryjnymi i grzybowymi, tgczeniem si¢ organow rosliny podczas ich rozwoju (Zal.311A.2-8).
Proces syntezy sktadnikow kutikuli w komodrkach epidermy przebiega wieloetapowo. Zespot prof.
Heredii przedstawit kutinsomy w badaniach in vitro dotyczacych syntezy biopoliestréw oraz w $cianie
komoérkowej owocu pomidora 5 dni po zakwitaniu stosujac metode immunogold z przeciwciatami
rozpoznajacymi kutinsomy (Dominguez i wsp. 2010). Z wykorzystaniem tych samych przeciwciat
ujawnili$my te struktury takze w komorkach epidermy zalgzni O. umbellatum gtéwnie w zewngtrzne;j
warstwie $ciany komorkowej, warstwie kutikularnej 1 kutikuli wtasciwej oraz w mniejszym stopniu na
terenie lipotubuloidu, cytoplazmy i w poblizu plazmolemy (Zat.311A.2-8). Przedstawione powyzej
badania dotyczace ultrastruktury lipotubuloidu O. umbellatum i obecno$ci na jego terenie enzymow
uczestniczacych w produkcji elementow kutyny (GPAT6) i woskow (DGAT) oraz bialek
motorycznych pozwolily na potraktowanie lipotubuloidu jako kompleksu. Pani prof. Kwiatkowska

zaproponowala dla tego strukturalno-funkcjonalnego kompleksu enzymow i struktur komorkowych
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termin lipotubuloidowy metabolon (lipotubuloid metabolon, LM). Na terenie LM odbywa si¢ synteza
lipidow, ktorych pewna czg$¢ jest metabolizowana i wykorzystywana przez komoérke jako substancje
odzywcze, a pozostale lipidy sg przeksztalcane w sktadniki kutikuli, przy udziale kutinsomoéw.
Wieloletnie badania dotyczace lipotubuloidowego metabolonu w komorkach epidermy zalgzni
O. umbellatum pozwolity sformutowaé liste¢ procesow, w ktorych uczestnicza te cytoplazmatyczne
struktury:

1) synteza lipidow 1 ich rozktad na terenie kul lipidowych,

2) tworzenie nowych kul lipidowych, mikrotubul i ER,

3) synteza i transport sktadnikow kutikuli,

4) wytwarzanie autonomicznego ruchu obrotowego (Zat.311A.2-9,10).

Podwojna reakcja immunogold z zastosowaniem przeciwcial rozpoznajacych kutinsomy i enzym
GPAT6 lub DGAT2 wykazata obecnos¢ tych enzymow jako swobodnych czasteczek na terenie
cytoplazmy, w miejscu ich syntezy, oraz w powigzaniu z otoczka kutinsomow. Swiadczy to o udziale
kutinsomow w transporcie tych enzymow, istotnych dla syntezy kutyny i woskow, z cytoplazmy przez
plazmoleme i polisacharydowa warstwe $ciany komodrkowej do kutikuli, czyli miejsca ich
funkcjonowania. Przemieszczanie kutinsomow, na zasadzie transportu bez udziatu pecherzykow, jest
mozliwe dzigki obecnos$ci hydrofilowej otoczki na powierzchni kutinsomow (Zat.311A.2-10).

Zardwno synteza kutikuli, jak i transport hydrofobowych jej sktadnikow z terenu cytoplazmy na
powierzchni¢ organu pozostajg ciggle w sferze badan wielu osrodkéw naukowych. Dotychczas
przedstawione zostaty rézne koncepcje dotyczace syntezy tej zewnetrznej okrywy roslin z udziatem
powstajagcych spontanicznie kutinsoméw — nanoczgsteczek zawierajacych polihydroksy kwasy
thuszczowe lub udziatlu tych czasteczek takze w transporcie enzymow, istotnych dla syntezy kutyny
i woskow. Prawdopodobnie w procesie przemieszczania enzymow uczestnicza, zlokalizowane w
btonie komorkowej, transportery ABC (ATP-binding cassette) (Zat.311A.2-10).

Przeprowadzone badania udowodnily istnienie zwigzku migdzy synteza kutikuli
i lipotubuloidowym metabolonem u O. umbellatum. Poniewaz u A. thaliana w komorkach epidermy
nie stwierdzono wystgpowania LM-6w (Zal.311A.2-6), postanowiono sprawdzi¢ na tym modelu
ros$liny obecno$¢ kutinsomoéw w komodrkach epidermy liscieni dojrzatego zarodka. W badaniach
immunogold z zastosowaniem przeciwcial skierowanych przeciwko kutinsomom stwierdzono
obecnos¢ tych czasteczek w cytoplazmie, w poblizu plazmolemy, w $cianie komorkowej i warstwie
kutikuli, co potwierdza udzial kutinsoméw w tworzeniu kutikuli zarodkowej (Zat.311A.2-11).

Nasze dotychczasowe badania wzbogacity informacje dotyczace drogi biosyntezy sktadnikow
lipidowych uczestniczacych w formowaniu kutikuli. Mamy nadzieje¢, ze w przyszlosci moga one miec¢
szersze zastosowanie np. w sadownictwie, poniewaz grubos¢ kutikuli moze by¢ istotna ze wzgledu na

ochrong przed szkodnikami, a tym samym mie¢ wptyw na jako§¢ owocow.
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Na posiedzeniu Rady Instytutu Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu Lodzkiego w dniu
28.06.2018r. przedstawilam tezy mojej rozprawy habilitacyjnej, ktore zostaly przyjete z jednym

glosem wstrzymujacym sig.
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Zalacznik 2a

Podsumowanie calego dorobku naukowego:

(szczegotowe informacje zawiera Zatgcznik 3)

Dorobek naukowy: - 27 publikacji (w tym 6 wchodzacych w skiad osiggniecia)
- 34 doniesienia konferencyjne

Laczna liczba cytowan wszystkich publikacji — 114 (bez autocytowan — 63)

Laczny IF (zgodny z rokiem publikacji) — 47,761

Laczne punkty MNiSW (zgodne z rokiem publikacji) - 577

Indeks H = 7; (wedlug Web of Science) (na dzien 09.07.2018)

Dorobek publikacyjny przed doktoratem: - 7 publikacji naukowych

- 12 doniesien konferencyjnych

Dorobek publikacyjny po doktoracie: - 20 publikacji
- 1 rozdzial w monografii zagranicznej
- 22 doniesienia konferencyjne

Liczba projektéw badawczych: 5 (Funkcja Kierownika — 1, Funkcja Wykonawcy

Nagrody za dziatalno$¢ naukowag: 2

Podsumowanie bibliometryczne dla calego dorobku naukowego:

)

Wskaznik IF Punkty MNiSW
z roku 5-letni z roku wg wykazu z
opublikowania opublikowania 2016

Glowne osiggnigcie naukowe

[ 12,095 | 13,683 l 139 I 165

Pozostale publikacje przed doktoratem

I 6,591 | 11,85 ] 48 | 140 |

Pozostate publikacje po doktoracie

| 23,883 l 26,199 l 281 l 315 ]

Komunikaty zjazdowe opublikowane w czasopismach naukowych przed doktoratem

| 2195 | 6,912 l 44 | 105

|

Komunikaty zjazdowe opublikowane w czasopismach naukowych po doktoracie

| 2997 l 4,247 | 65 I 73 ]
Caly dorobek naukowy
| 47,761 | 62,891 [ 577 ] 798 |
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