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1. Imie i nazwisko
Dorota Rybaczek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2000r.- dyplom ukoriczenia stacjonarnych 5-letnich studiéw wyzszych (magisterskich)

- Woydziat Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu tédzkiego

- tytut magistra biologii w zakresie fizjologii i biotechnologii

- tytut pracy magisterskiej: "Zawartos¢ nadtlenku wodoru i aktywnosé: dysmutazy
i oksydazy/peroksydazy NADH w lisciach pomidora (Lycopersicon esculentum Mill.)
traktowanych kwasem 6-aminomastowym i zakazonych Botrytis cinerea Pers"

- promotor pracy magisterskiej: Prof. dr hab. Henryk Urbanek

2003 r.- stopieri doktora nauk biologicznych w zakresie biologii komérki nadany uchwata

Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego,

z dnia 30 wrzesnia 2003 roku

- tytut rozprawy doktorskiej: "Indukcja przedwczesnej kondensacji chromosoméw
w komdrkach merystemow korzeni Vicia faba"

- promotor rozprawy doktorskiej: Prof. dr hab. Janusz Maszewski

- rozprawa nagrodzona nagrodg Rektora Ut

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
1.09.2003 - 30.09.2003 -  asystent naukowo-dydaktyczny w Katedrze Cytofizjologii,
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £édzki
od 1.10.2003 - do chwili obecnej - adiunkt naukowo-dydaktyczny w Katedrze Cytofizjologii,
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet tédzki

4. Urlopy macierzynskie:

2009 r.- w zwigzku z urodzeniem Corki

2012 r.- w zwigzku z urodzeniem Syna
5. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595
ze zm.):
(a) Tytuf osiggniecia naukowego

Zachowanie sie chromatyny w warunkach stresu replikacyjnego
i podczas przedwczesnej kondensacji chromosomow

Chromatin behavior during replication stress
and premature chromosome condensation

Osiggniecie naukowe stanowi cykl 7 publikacji z lat 2007-2016, ktorych sumaryczny IF
(wedtug roku publikacji - lub w przypadku prac wydanych w 2015 i 2016 - dla roku 2014)
wynosi 12,765, a liczba punktow MNISW (wedfug wykazu z dnia 18.12.2015) wynosi 185.

Oswiadczenia wspéfautorow publikacji zawiera Zatgcznik 5.
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(b) Wykaz autorskich publikacji stanowiqcych osiggnigcie naukowe (autor/autorzy, tytut publikacji,
nazwa wydawnictwa, rok wydania)

Praca przeglgdowa

H1.

Rybaczek D, 2011, Eidetic analysis of the premature chromosome condensation process. In:
DNA Repair (Ed. Inna Kruman) InTech - Open Access Publisher, Rijeka, Croatia, ISBN: 978-953-
307-697-3, pp:185-204;

Autor korespondencyjny,
Indywidualny wkiad - 100% (koncepcja pracy, przygotowanie szaty graficznej oraz
napisanie i zredagowanie publikacji).

Prace oryginalne

H2.

H3.

H4.

Rybaczek D, Maszewski J, 2007, Phosphorylation of H2AX histones in response to double-
strand breaks and induction of premature chromosome condensation in hydroxyurea-
treated root meristem cells of Raphanus sativus, Vicia faba, and Allium porrum. Protoplasma
230(1-2):31-39.

Autor korespondencyjny,

Indywidualny wkifad - 65% (przygotowanie materiatu do badar, samodzieline
wykonanie badan i ich analiza, samodzielne przygotowanie szaty graficznej
i zredagowanie pracy; wspdfudziat w opracowaniu koncepcji pracy, jej niektérych
wynikow i angielskiej wersji artykutu).

Rybaczek D, Bodys A, Maszewski J, 2007, H2AX foci in late S/G2- and M-phase cells after
hydroxyurea- and aphidicolin-induced DNA replication stress in Vicia. Histochem Cell Biol
128(3):227-241.

Autor korespondencyjny,

Indywidualny wkiad - 60% (przygotowanie materiatlu do badar, samodzielne
wykonanie badari, samodzielne przygotowanie szaty graficznej i zredagowanie pracy;
wspdtudziat w opracowaniu koncepcji pracy, jej niektérych wynikéw i angielskiej
wersji artykutu).

Rybaczek D, Kowalewicz-Kulbat M, 2011, Premature chromosome condensation induced by
caffeine, 2-aminopurine, staurosporine and sodium metavanadate in S-phase arrested Hela
cells is associated with a decrease in Chk1 phosphorylation, formation of phospho-H2AX and
minor cytoskeletal rearrangements. Histochem Cell Biol 135(3):263-280.

Autor korespondencyjny,

Indywidualny wktad - 95% (koncepcja badawcza, przygotowanie materiatu do badar,
samodzielne wykonanie badarn, analiza | opracowanie uzyskanych wynikéw,
samodzielne przygotowanie szaty graficznej, wspotudziat w analizie statystycznej
uzyskanych wynikéw, samodzielne napisanie i zredagowanie manuskryptu).



Autoreferat Dorota Rybaczek

H5. Rybaczek D, Kowalewicz-Kulbat M, 2013, Relation of the types of DNA damage to replication
stress and the induction of premature chromosome condensation. In: New Research
Directions in DNA Repair (Ed. Clark Chen) InTech - Open Access Publisher, Rijeka, Croatia,
ISBN: 978-953-51-1114-6, pp:231-248.

Autor korespondencyjny,

Indywidualny wkiad - 95% (koncepcja badawcza, przygotowanie materiatu do badar,
samodzielne wykonanie badan, analiza i opracowanie uzyskanych wynikéw,
samodzielne przygotowanie szaty graficznej, wspotudziat w analizie statystycznej
uzyskanych wynikéw, samodzielne napisanie i zredagowanie manuskryptu).

H6. Rybaczek D, Musiatek MW, Balcerczyk A, 2015, Caffeine-induced premature chromosome
condensation results in the apoptosis-like programmed cell death in root meristem cells of
Vicia faba. PLoS ONE 10(11):e0142307

Autor korespondencyjny,

Indywidualny wkiad - 90% (koncepcja badawcza, przygotowanie materiatu do badar,
samodzielne wykonanie badan [poza elektroforezq DNA], samodzielna analiza
i opracowanie uzyskanych wynikéw, wspétudziat w przygotowaniu szaty graficznej
pracy, samodzielne napisanie i zredagowanie manuskryptu).

H7. Rybaczek D, 2016, Hydroxyurea-induced replication stress causes poly(ADP-ribose)
polymerase-2 accumulation and changes its intranuclear location in root meristems of Vicia
faba. ] Plant Physiol 198:89-102.

Autor korespondencyjny,

Indywidualny wkiad - 100% (koncepcja pracy, przygotowanie materiatu do badar,
samodzielne wykonanie badan, analiza | opracowanie uzyskanych wynikow,
przygotowanie szaty graficznej oraz napisanie i zredagowanie publikacji).

Tabela 1. Wskazniki Impact Factor (podano wartosci wskaznikéw IF dla czasopism z roku wydania
publikacji, biezacy - z 2014 r. - oraz 5-letni), punkty MNiSW (podano wartosci wedtug wykazu z dnia
18.12.2015) oraz liczba cytowan (na podstawie bazy Web of Science z dnia 30 maja 2016 r.)
publikacji stanowigcych osiaggniecie naukowe

Wskainik IF Punkty MNiSW
Nr Indeks
publikacji z roku wydania biezgcy 5-letni wg wykazu cytowan
publikacji zdn. 18.12.2015 (WosS)
H1 - - - 5 -
H2 1,493 2,651 2,72 30 16
H3 2,893 3,054 2,49 35 20
H4 2,588 3,054 2,49 35 7
H5 - - - 5 -
H6 3,234 3,234 3.7 40 -4
H7 2:557 2,557 3,04 35 “
Suma 12,765 14,55 14,44 185 44
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(c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Prace, wchodzgce w skfad osiggniecia naukowego, cytowane sq (w opisie zawartym w punkcie "c" -
ponizej) zgodnie z nadang im numeracjq [H1-H7], pozostate prace habilitanta - nie wchodzgce w skfad
osiggniecia naukowego cytowane sq joko: Zatf.7.1-Zat.7.14. Cytowana w tekscie literatura
uzupetniajqca zamieszczona zostata na koricu rozdziatu "c" (w porzqdku alfabetycznym).

Zachowanie sie chromatyny w warunkach stresu replikacyjnego
i podczas przedwczesnej kondensacji chromosomow

WPROWADZENIE

Problematyka badan prowadzonych przeze mnie w ramach niniejszej rozprawy habilitacyjnej dotyczy
funkcjonowania dwéch wewnetrznych punktéw kontrolnych fazy S, ktére blokuja podziaty
komorkowe (mitoze) w przypadku pojawienia sie strukturalnych uszkodzen DNA, lub w przypadku
spowolnienia albo zahamowania jego biosyntezy [Bartek i wsp. 2004]. Dziatanie tego mechanizmu
uzaleznione jest od sprawnosci szlakéw transdukcji sygnatéw wyzwalanych przez aparat sensoryczny
komérki i przekazywanych do czynnikéw efektorowych. Aktywacja systemu biochemicznego
blokujgcego mitozy stwarza mozliwos¢ naprawy uszkodzern DNA, zakoriczenia jego biosyntezy, lub -
jedli uszkodzenia okazg sie by¢ zbyt rozlegte - indukcji programowanej $mierci komoérki (PCD:
programmed cell death) [H6].

Podjete przeze mnie zadania badawcze polegaty na poszukiwaniu skutecznych metod zaburzania
funkcji tego systemu - tj. takich metod, ktére sprawiajg, ze punkty kontrolne fazy S przestajg petnic
swoje funkcje regulacyjne, umoiliwiajgc indukcje "nieuprawnionej" mitozy - przedwczesnej
kondensacji chromosomaéw [H1].

UKLAD BADAWCZY

Badane komérki poddano:

(1) indukciji stresu replikacyjinego (wywotywanego wptywem hydroksymocznika [HU] lub afidikoliny
[APH]). HU zmniejszat pule dostepnych deoksyrybonukleotydéw poprzez inhibicyjny wptyw na
funkcje reduktazy rybonukleotydowej, natomiast APH stosowano jako klasyczny inhibitor polimerazy
DNA;

(2) indukcji przedwczesnej kondensacji chromosoméw (PCC) - wywotywanej gtéwnie wptywem
kofeiny [CF], stosowanej jednoczesnie z HU (ale takze 2-aminopuryny [2-AP], staurosporyny [ST] i
wanadanu sodu [Van]);

(3) synchronizacji cyklu komérkowego (przez 24-godzinng inkubacje w HU a nastepnie przez
przeniesienie komdrek do wody na kolejne 8 godzin);

(4) monitorowaniu procesu regeneracji komérek (uprzednio blokowanych w trakcie fazy S wptywem
HU).

MATERIAL
Materiatem do badan byty:

(1) komérki rodlinne (merystematyczne komérki korzeni)
gtéwnie Vicia faba subsp. minor (bobik; prace H1-H3, H5-H7),
ale takze Allium porrum (por; praca H2)

i Raphanus sativus (rzodkiewka; praca H2), oraz

(2) ludzkie komérki nabtonkowe (Hela) pochodzace z raka szyjki macicy, w hodowli in vitro (praca

H4).
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W pracy stosowano nomenklature przyjeta uprzednio podczas pisania rozprawy doktorskiej, z
jednoczesnym uwzglednieniem aktualnego stanu wiedzy, opisanej w literaturze éwiatowej [Cremer i
wsp. 1982; Bezrookove i wsp., 2003; Kowalska i wsp., 2003; Gotoh i Durante, 2006; Gotoh, 2009;
Darroudi i wsp., 2010; Cadwell i wsp, 2011; cyt za. H1]. Przyjeto - za Johnson'em i Rao [1970] - e
badany proces jest przedwczesng kondensacja chromosoméw (PCC) [H1], a w trakcie indukowanej
w sposob przedwczesny | wymuszony nieuprawnionej mitozy chromatyna interfazowa kondensuje,
przybierajac ostatecznie posta¢ przedwcze$nie skondensowanych chromosoméw; PCCs [Gotoh i
Durante, 2006; H1).

Cytologicznymi symptomami PCC w badanych komédrkach byty: (1) nieréwnomierna kondensacja
chromatyny w profazie; (2) fragmentacja chromosoméw; (3) zaburzenia w uktadzie metafazowym;
(4) obecno$¢ zagubionych lub poprzerywanych fragmentéw chromatyd i chromosoméw podczas
anafazy; (5) defekty procesu segregacji chromosoméw np. formowanie mostkéw chromosomowych i
mikrojader [H1; H6).

Dla uproszczenia opisywanych zjawisk przyjeto takze, ze komdrki ktére - na poziomie mikroskopu
swietlnego - nie wykazuja symptoméw PCC, sa komérkami o fenotypie A (fenotyp A = brak
symptomow PCC). Komérki o fenotypie B to takie, w ktérych obserwowano < 20 przerw w ciagtosci
chromosomoéw (okresélane byty one takze jako G2-PCC, poniewaz inicjowaty PCC nie ukoriczywszy
poreplikacyjnych procesdw naprawczych w fazie G2 cyklu komoérkowego). Z kolei komérki o
feneotypie C (S-PCC) inicjowaty przedwczesne mitozy z réznych podokreséw fazy S (od wczesnych -
przez srodkowe do - péZnych jej podokreséw ; H1; H4; H6; Zat.7.7; Zat. 7-12).

CEL NAUKOWY | ZNACZENIE PROWADZONYCH BADAN
Celem pierwszego etapu podjetych przeze mnie prac do$wiadczalnych byto:

(1) Sprawdzenie zakresu i rodzaju uszkodzer DNA indukowanych:
= w warunkach fizjologicznych;
® podczas stresu replikacyjnego;
= podczas synchronizacji cyklu komérkowego (po uprzedniej indukcji stresu replikacyjnego);
= podczas indukcji PCC;
= w czasie regeneracji komorek, poddanych uprzednio indukcji PCC w warunkach
przedtuzajgcego sie stresu replikacyjnego.

Na drugim etapie badar sprawdzano:
= jakie sg konsekwencje indukowanych uprzednio uszkodzer DNA;
=  czy w ich nastepstwie dochodzi do eliminacji komoérek na drodze programowanej $mierci
(PCD);
= czy indukcja PCD mogta byé powigzana z jednoczesng aktywacija mechanizméw
prowadzacych do wigczenia odpowiedzi adaptacyjnych na warunki stresowe.

H1.
Rybaczek D, 2011, Eidetic analysis of the premature chromosome condensation process. In: DNA Repair (Ed. Inna
Kruman) InTech - Open Access Publisher, Rijeka, Croatia, ISBN: 978-953-307-697-3, pp:185-204.

Cel naukowy pracy i syntetyczne omowienie wynikow:

Celem niniejszej pracy byto usystematyzowanie wiedzy dotyczacej procesu przedwczesnej
kondensacji chromosoméw. W pracy wykazano, ze termin BPCCZ nieroztgcznie zwigzany jest z
nazwiskami P. N. Rao i R. T. Johnsona [1970] oraz ich doswiadczeniami nad przedwczesng mitoza
indukowang w wyniku fuzji interfazowych i mitotycznych komérek Hela (G1/M, S/M oraz G2/M).
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Wykazano takze, ze indukcja procesu PCC nastgpi¢ jednak moze takze na drodze chemicznej i czesto
chemiczna indukcja PCC jest poprzedzona synchronizacjg cyklu komérkowego np. w fazie S (tak, jak
to mam miejsce w pozostatych pracach sktadajgcych sie na osiggniecie naukowe: H2, H4-H6).

W pracy wykazano, ze stabilno$¢ genomu wynika przede wszystkim z przemiennosci fazy S i mitozy.
Dodatkowo, wykazano, ze indukcja PCC jest mozliwa z réznych podokreséw cyklu komérkowego. Co
wigcej wykazane zostato istnienie zwigzkdw przyczynowo-skutkowych miedzy strukturg
chromosoméw okreslajacg ,fenotyp PCC”, a podokresami np. fazy S inicjujacymi biosynteze
»wezesnych” lub ,péZnych” replikonéw. W pracy podjeto zatem probe odpowiedzi na pytanie: jak
zmusi¢ komorki do wytamania sie z regut, ktére Natura wypracowywata przez miliardy lat? Jak —
mimo przerwanego, nieukoriczonego jeszcze procesu replikowania genomu — zmusi¢ komérke do
zainicjowania podziatu? Jakie mechanizmy niweczg sprawdzong w toku ewolucji zasade subordynaciji:
najpierw twoérz (faza S, powielajgca DNA), potem dziel (mitoza — stadium kondensacji DNA i
formowania siostrzanych jgder potomnych)? Ingerowanie w systemy regulacyjne cyklu komérkowego
nie jest sprawg prostg. Pula gendw, ktérych produkty uczestniczg w tworzeniu tych systeméw wcigz
zmienia si¢ w czasie, formujgc ustawicznie nowe ukfady i nowe interakcje. Z ich mnogoéci i stopnia
skomplikowania, z moiliwosci wiaczania mechanizméw zastepczych i biochemicznych systeméw
awaryjnych, wynikajg ogromne trudnosci w opracowaniu skutecznych i selektywnych metod
powstrzymujacych proliferacje komérek nowotworowych. Badania nad mechanizmami hamujgcymi
podziaty komdrek wydajg sie wiec najkrétsza drogg prowadzgcg do celu. W tym rozdziale [H1]
wykazano celowo$¢ podejmowania préb wymuszenia podziatéw w komérkach — przy jednoczesnym
nawigzywaniu do strategii w terapii antynowotworowej. Zjawisko PCC stanowi bowiem, w
rzeczywistosci, nie tylko istotny problem podstawowy w biologii cyklu komérkowego, ale jest takze
zagadnieniem niezmiernie waznym ze wzgledu na zastosowania praktyczne. Metody radio- i
chemioterapii stosowane w leczeniu choréb nowotworowych prowadzg do rozlegtych uszkodzeri
DNA, wstrzymujgcych proces replikacji materiatu genetycznego, a mimo tego zahamowanie
proliferacji komérek nowotworowych ma jednak najczesciej charakter albo przejéciowy, albo
obejmujacy tylko czes¢ ich populacji. W pracy podjeto takie prébe wyjasnienia molekularnego
podtoza indukcji PCC do czego punktem wyjscia byta biochemiczna organizacja punktéw kontrolnych
fazy S blokujacych inicjacje mitozy i mechanizmy umozliwiajace przetamywanie ich restrykcyjnych
oddziatywan.

H2.

Rybaczek D, Maszewski J, 2007, Phosphorylation of H2AX histones in response to double-strand breaks and
induction of premature chromosome condensation in hydroxyurea-treated root meristem cells of Raphanus sativus,
Vicia faba, and Allium porrum. Protoplasma 230(1-2):31-39.

Cel naukowy pracy i syntetyczne oméwienie wynikéw:

Celem niniejszej pracy bylo przetestowanie czy indukcji stresu replikacyjnego i PCC towarzyszy
fosforylacja histonu H2AX na serynie 139 (tj. fosforylacja markerowa dla dwuniciowych peknieé DNA).
W pracy postawiono takze pytanie: czy na wydajnos¢ indukcji PCC moga wptywaé réznice w zawartosci
2C DNA u badanych gatunkéw roslin, a co za tym idzie - czy na wydajnos¢ indukcji PCC i generowanie
uszkodzern DNA typu dwuniciowych peknie¢ moze mieé wptyw typ budowy jadra komorkowego.
Dotychczas nie byto bowiem pewne czy wszystkie zaburzenia replikacji DNA wykrywane sg przy
pomocy jednego tylko, uniwersalnego mechanizmu sensorycznego. By¢ moze, bez wzgledu na rodzaj
czynnika blokujacego faze S, struktura DNA generowana przez widetki replikacyjne w miejscu
uszkodzenia jest jednakowa. Nie mozna byto takie wykluczy¢, ze kazdy rodzaj zaburzenia struktury
DNA wywiera odmienny, specyficzny wptyw na widetki replikacyjne, a czynniki rozpoznajace
poszczegolne rodzaje uszkodzen takze sg rézne [cyt. za Osborn i wsp. 2002].
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W pracy badano trzy gatunki roslin réinigce sie poziomem zawartosci 2C DNA i typem jadra
komoérkowego:

(i) Raphanus sativus (rzodkiewka) - jadro chromocentryczne, zawartos¢ 2C DNA: 1.3 pg;

(i) Vicia faba (bobik) - jadro siateczkowate z chromocentrami, zawartos¢ 2C DNA: 26.1 pg;

(iii) Allium porrum (por) - jadro siateczkowate, zawartos¢ DNA: 65.3 pg [Johnston i wsp. 1999].

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw wykazano, ze rozproszona chromatyna rzodkiewki
okazata sie by¢ najbardziej podatna na generowanie dwuniciowych peknie¢ DNA, a chromatyna w
jadrach komérkowych pora - o najwyzszej z badanych zawartosci DNA - najmniej podatna (Srednia
liczba foci H2AXS139ph w przeliczeniu na jadro w fazie G2 wynosita odpowiednio: 35.6 dla
rzodkiewki, 20.0 dla jader komdrkowych bobiku i w koricu: 13.8 dla pora). Jednoczesnie wykazano, ze
chromatyna R. sativus jest najbardziej oporna na dziatanie czynnikéw, ktére - przez omijanie funkcji
punktéw kontrolnych - prowadzi¢ mogg do indukcji PCC. Z dalszych analiz wykluczono tez
chromatyne jader siateczkowatych A. porrum, z powodu skrajnie matej podatnosci na synchroniczne
wchodzenie w podziat mitotyczny, a co za tym idzie - skrajnie niski wskazniki indeksu mitotycznego.
Stad decyzja by do dalsze analizy ograniczy¢ wytacznie do merystematycznych komorek korzeni Vicia
faba subsp. minor.

H3.

Rybaczek D, Bodys A, Maszewski J, 2007, H2AX foci in late S/G2- and M-phase cells after hydroxyurea- and
aphidicolin-induced DNA replication stress in Vicia. Histochem Cell Biol 128(3):227-241.

Cel naukowy pracy i syntetyczne omowienie wynikow:

Celem kolejnej pracy sktadajacej sie na przedstawione do oceny osiggniecie naukowe byto
poréwnanie efektywnosci:

(i) bloku replikacyjnego wywotanego - w komérkach V. faba - wptywem hydroksymocznika (HU) i
afidikoliny (APH);

(i) synchronicznego wchodzenia w mitoze , po uprzednim blokowaniu fazy S wptywem HU lub APH;
(ii) generowania foci H2AXS139 indukowanych wptywem HU i APH (ze szczeg6inym uwzglednieniem
ich ilosci, rozmieszczenia i wielkosci).

Sekwencja wyrézniajgcg H2AX jest C-koricowy motyw SQ(D/E)(I/L/Y), w ktérym y-fosforylacja seryny
(u ssakéw Ser139) uznawana jest za modyfikacje markerowa dwuniciowych peknie¢ DNA (DSB).
Badania immunocytochemiczne (potwierdzone biochemicznie technika Western blot) wykazaty, ze
stres replikacyjny wywotany dziataniem hydroksymocznika lub afidikoliny indukuje formowanie sig
ognisk y-H2AX w specyficznych regionach jader komérkowych V. faba [H3; Zat.7.6]. Wykazana w
pracy zbieznoéé miejsc znakowania przeciwciatami a-Chk15317 i a-H2AXS139 wydaje sig sugerowac,
7e ogniska kumulujgce czasteczki ufosforylowanych histonéw H2AX - przynajmniej czeSciowo —
pokrywaja sie z regionami wzmozonej aktywnosci kinazy Chk1 [H3]. Zastosowanie — w celu indukcji
bloku replikacyjnego — co najmniej dwdch inhibitoréw replikacji (HU i APH) oraz wynikajace z tego
roznice w efektywnosci synchronizacji cyklu komérkowego V. faba skionity mnie do zaplanowania
dalszych eksperymentéw juz wytacznie na modelu blokowania komérek w fazie S wptywem 2.5 mM
roztworu HU (stosowanego przez okres 24 godzin).
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H4.

Rybaczek D, Kowalewicz-Kulbat M, 2011, Premature chromosome condensation induced by caffeine, 2-
aminopurine, staurosporine and sodium metavanadate in S-phase arrested Hela cells is associated with a decrease
in Chk1 phosphorylation, formation of phospho-H2AX and minor cytoskeletal rearrangements. Histochem Cell Biol
135(3):263-280.

Cel naukowy pracy i syntetyczne omdéwienie wynikéw:
Celem niniejszej pracy byto wykazanie czy skutecznosé indukcji PCC jest podobna u rodlin i w
komérkach zwierzecych?

Badania wstepne wykazaty, ze zdolno$¢ do zainicjowania przedwczesnej mitozy przez komérki, ktére
zakoniczyty replikacje DNA i znajdujg sie w fazie G2, pojawia sie — pod wptywem induktora PCC
(kofeiny) — niemal natychmiast; réwnie szybko i niemal réwnie liczne subpopulacje
merystematycznych komérek w korzeniach V. faba inicjujg przejscie G2—PCC w wyniku dziatania
wortmanniny, 2-aminopuryny, staurosporyny, wanadanu sodu, kalikuliny A, estru forboly,
dioktanoglicerolu czy ICRF-193 (Zat.7.7). Pojawienie sie przedwczesnych mitoz o fenotypie C, w
komérkach ktére nie ukoriczyly biosyntezy czesci sekwencji DNA, wiaze sie jednak z uptywem doé¢
dtugiego okresu czasu (ok. 6 - 8 godzin); zdoInos¢ do indukcji PCC w tej kategorii komérek (mozliwoéé
przejscia S—>PCC) wykazuje tylko kofeina i ester forbolu (PMA). Reakcje merystematycznych komdrek
korzeni Vicia faba i komérek Hela na stres replikacyjny i indukcje PCC sktaniajg do poszukiwania
sposobu zmuszenia jak najwiekszej liczby komérek do samobdjczej mitozy. Wyniki wstepnych badari
cytologicznych i ultrastrukturalnych sugerujg, ze komérki inicjujgce PCC sg jednoczesnie -
paradoksalnie — czeéciowo zawracane ze szlaku apoptotycznej degradacji. Powstaje zatem pytanie,
czy istnieje moziliwosc takiej ingerencji w uktady odpowiedzialne za regulacje cyklu komérkowego u
Vicia faba i w komérkach Hela, aby doprowadzi¢ do masowe] indukcji PCC, przy jednoczesnym
wyeliminowaniu mozliwosci wydajnej naprawy DNA po to, aby skierowaé mozliwie najwieksza liczbe
komérek na szlak programowanej $mierci?

W pracy wykazano, ze:
* indukcja PCC w komérkach Hela zachodzi na drodze Chk1-zaleinej;
* indukcji PCC towarzyszy generowanie uszkodzen DNA i formowanie mikrojader;
* niewielka cz$¢ komérek indukowanych do PCC wkracza nastepnie na szlak apoptozy;
* najskuteczniejszym induktorem PCC w komérkach Hela okazata sie byé staurosporyna.

H5.
Rybaczek D, Kowalewicz-Kulbat M, 2013, Relation of the types of DNA damage to replication stress and the
induction of premature chromosome condensation. In: New Research Directions in DNA Repair (Ed. Clark Chen)
InTech - Open Access Publisher, Rijeka, Croatia, ISBN: 978-953-51-1114-6, pp.231-248,

Cel naukowy pracy i syntetyczne oméwienie wynikéw:

Celem niniejszej pracy bylo dokonanie oceny iloéci i typu uszkodzen DNA generowanych w
warunkach stresu replikacyjnego wywotanego wptywem 2.5 mM HU oraz podczas indukcji PCC
wywotanej wptywem 5 mM kofeiny (w warunkach stale utrzymujacego sie stresu replikacjynego).

W  wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze: (i) traktowanie komodrek HU (stres
replikacyjny), a nastepnie co-traktowanie HU/CF (omijanie funkcji punktéw kontrolnych) prowadzi do
indukcji PCC zaréwno z fazy S (S-PCC) jak i z fazy G2 (G2-PCC) cyklu; (i) wystepowanie aberracji
chromosomowych w przebiegu PCC jest zwigzane z generowaniem uszkodzeri w czasteczkach DNA;
(iii) uszkodzenia DNA indukowane przez HU s3 - w wigkszosci - uszkodzeniami typu dwuniciowych
peknigc DNA (DSBs); (iv) uszkodzenia DNA generowane przez mieszanine indukujacg PCC (HU/CF) sg -
W znacznej mierze - uszkodzeniami typu jednoniciowych peknieé DNA (SSBs).
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H6.

Rybaczek D, Musiatek MW, Balcerczyk A, 2015, Caffeine-induced premature chromosome condensation results in
the apoptosis-like programmed cell death in root meristem cells of Vicia faba. PLoS ONE 10(11):e0142307.

Cel naukowy pracy i syntetyczne oméwienie wynikéw:

W pracy opisano wyniki eksperymentéw prowadzonych przeze mnie od 2003 roku. Przez te wszystkie
lata obserwowatam, ze cze$¢ jader zaindukowanych do przedwczesnej mitozy pod wptywem kofeiny
(w warunkach stale utrzymujgcego sie stresu replikacyjnego) wkracza na szlak $mierci komérkowej.
W tamtych czasach dbatam szczegoélnie o to zeby nie utozsamiaé obserwowanych zjawisk z procesem
apoptozy, znanym i szeroko opisywanym w literaturze naukowej w kontekscie komérek drozdzy,
zwierzat i ludzi. Klasyfikacja roznych typow smierci wprowadzona przez van Doorn'a w 2011 roku i
kolejne prace Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD), takie majace na wzgledzie
usystematyzowanie wiedzy w tym zakresie (Kroemer i wsp. 2009; Galluzzi i wsp. 2012), staty sie dla
mnie podstawg do sformutowania wniosku o wystepowaniu autolityczno-wakuolarnej
programowanej $mierci komorki typu apoptotycznego ([V/A] AL-PCD) w komérkach V. faba. Niniejsza
praca jest, w pewnym sensie, zwiericzeniem 12 lat pracy na 'moim' modelu badawczym. W pracy
stwierdzono, ze wkraczanie na szlak programowanej $mierci w badanych komdrkach byto
konsekwencjg rozlegtych uszkodzer: generowanych podczas kofeino-zaleznej indukcji PCC.

H7.

Rybaczek D, 2016, Hydroxyurea-induced replication stress causes poly(ADP-ribose) polymerase-2 accumulation and
changes its intranuclear location in root meristems of Vicia faba. J Plant Physiol 198:89-102.

Cel naukowy pracy i syntetyczne omdwienie wynikow:

W niniejszej pracy badano:

®= wewnatrzjgdrowg akumulacje biatka PARP-2 (markera SSBs, Isabelle et al. 2010) w
warunkach indukowanego HU stresu replikacyjnego;

= zjawisko wewnatrzjgdrowego przemieszczania sie biatka PARP-2 w zaleznosci od czsu trwania
i/lub intensywnosc¢ stresu replikacyjnego indukowanego HU;

= kolokalizacje PARP-2 i fosfo-formy histonu H2AXS139;.

= uzytecznosc¢ biatka PARP-2 jako biatka markerowego w okreslaniu intensywnosci stresu
replikacyjnego;

= zachowanie sie biatka PARP-2 podczas regeneracji merystemow V. faba (po uprzednim
stresie replikacyjnym).

W pracy stosowano hydroksymocznik (HU) - najlepiej poznany i najczesciej stosowany induktorem
stresu replikacyjnego w komédrkach roslinnych, zwierzecych i ludzkich. HU hamuje widetki
replikacyjne w sposéb posredni, przez blokowanie katalitycznej domeny reduktazy
rybonukleotydowej (RNR) [Roa et al. 2009; Kog et al. 2004; Alvino et al. 2007]. Zanik aktywnosci
RNR, przeksztatcajacej rybonukleotydy w trifosforany deoksyrybonukleozyddéw (dNTP, prowadzi do:
(i) zachwiania bilansu ilo$ciowego prekursoréw niezbednych do syntezy DNA [Chabes and Thelander
2000; Osborn et al. 2002]; oraz (ii) zmniejszenia szybkosci replikacji poprzez zaktywowanie punktow
kontrolnych fazy S (S-phase checkpoints) [Bartek et al. 2004; Rybaczek and Kowalewicz-Kulbat 2011;
Hartsuiker i wsp. 2001]. Badania nad wzbudzaniem aktywnosci punktéw kontrolnych fazy S przez HU
wykazaty, ze mimo ograniczenia puli endogennych dNTP proces replikacji DNA nie zostaje zatrzymany
catkowicie a jedynie jest silnie ograniczany, w celu umozliwienia stabilizacji widetek replikacyjnych
[reviewed by Bartek et al. 2004; Boddy and Russell 2001] oraz zachowania zdolnosci do kontynuacji
biosyntezy DNA bezposrednio po zniesieniu bloku replikacyjnego, juz bez koniecznosci montazu de
novo komplekséw replikacyjnych [Dimitrova and Gilbert 2000; Desany et al. 1998; Boddy and
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Russell 2001; Santocanale and Diffley 1998; Shirahige et al. 1998]. W zaleznosci od typu komérek,
stezenia inhibitora i czasu inkubacji HU blokuje komérki na granicy faz G1/S [Sree et al. 2012], w fazie
S [Hartsuiker et al. 2001], na granicy faz S/G2 [Rybaczek et al. 2008] lub w fazie G2 [Krause et al.
2001].

Przeprowadzone badania potwierdzity przydatnosé¢ PARP-2 jako markera intensywnosci natezenia
stresu replikacyjnego (analogicznie do markerowej dla DSBs fosforylacji Ser139 histonu H2AX).
Wykazano, ze wydtuzenie czasu trwania stresu indukowanego przez HU zwieksza iloé¢ foci PARP-2-
specyficznych, ktére korespondujg z iloscig foci H2AX-specyficznych. Co wiecej, wraz ze wzrostem
ilosci PARP-2-pozytywnych foci osiggane sg przez nie kolejne kompartmenty wewnatrzjadrowe. Przy
matym natezeniu stresu replikacyjnego — okolice otoczki jadrowej, nastepnie — frakcje
interchromatynowe, kolejno — heterochromatyna okotojgderkowa i ostatecznie — przy najwiekszym
natezeniu bodzca stresowego —kompartment jgderkowy.

PODSUMOWANIE

Analizy prowadzone w ramach rozprawy habilitacyjnej wskazuja, ze odpowiedz badanych komérek
na stres genotoksyczny oraz nastgpujacg po nim indukcje PCC jest procesem zfozonym. Do
najwazniejszych wynikow nalezy zaliczy¢:

1. Wykazanie, Ze indukcja PCC powoduje znaczne zmiany w materiale genetycznym: liczne
aberracje chromosomowe (zaréwno w jadrach typu S-PCC jak i G2-PCC), formowanie
mikrojader, defekty w segregacji chromosomoéw [H1, H2, H4, H6], co - w efekcie koricowym -
prowadzi¢ moze do niestabilnosci chromosomowej (CIN);

2. Wykazanie zwigkszonego poziomu uszkodzern DNA po dziataniu HU i podczas indukcji PCC.
Stwierdzenie, ze HU generuje gtéwnie dwuniciowe pekniecia DNA (DSBs - double strand
breaks), podczas gdy kofeino-zalezna indukcja PCC prowadzi do wzrostu liczby uszkodzen
DNA typu jednoniciowych peknigé (SSBs - single strand breaks) [H5;H6]. Biatkiem
markerowym dla jednoniciowych peknie¢ - badanym podczas prac nad rozprawa
habilitacyjng - byta polimeraza poli(ADP-rybozy) [Isabelle i wsp., 2010; H5;H7], natomiast
biatkiem markerowym dla dwuniciowych peknie¢ DNA byta fosfo-forma histonu H2AXS139ph
[Paull i wsp., 2000; Rogakou i wsp., 1998, H2-H7];

3. Opracowanie wydajnej metody synchronizacji komérek V. faba i wykazanie, ze synchroniczne
wejécie w mitoze (po uprzednim bloku wywotanym HU) jest mozliwe mimo obecnoéci w
czasteczkach DNA uszkodzen typu DSBs [H3];

4. Udowodnienie, ze rozproszona chromatyna w jagdrach chromocentrycznych R. sativus jest
bardziej podatna na generowanie uszkodzen typu DSBs, ale takie bardziej oporna na
dziatanie czynnikow, ktére - omijajac funkcje punktéw kontrolnych - prowadzi¢ moga do
indukcji PCC [H2];

5. Wykazanie, ze nastepstwem indukowanych kofeing uszkodzert DNA jest inicjowanie PCD.

Stwierdzenie wystepowania klasycznej apoptozy w komérkach Hela [H4];

7. Wykazanie wystepowania wakuolarno-autolitycznej programowanej $mierci komérki typu
apoptotycznego ([V/A] AL-PCD) w merystemach korzeni V. faba [H6];

8. Stwierdzenie, ze dtugotrwaty stres replikacyjny indukowany 1- lub 2-dobowg inkubacja w
roztworze HU powoduje wzrost aktywnosci polimerazy poli(ADP-rybozy) [PARP-2], enzymu
markerowego dla uszkodzern DNA. Stwierdzono, ze wzrostowi ilo$ci PARP-2 towarzyszy
zmiana ich wewnatrzjagdrowe] lokalizacji tj. przemieszczenie z epichromatynowych
(brzeznych, por. Olins i wsp., 2011) obszaréw jadra komérkowego ku jego wnetrzu, az do
osiggniecia kompartmentu jaderkowego (co nastepuje w warunkach najdtuzej dziatajacego
stresu replikacyjnego i jest poprzedzone PARP-2-specyficznym wyznakowaniem
heterochromatyny okotojaderkowej [H7]

&
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Na posiedzeniu Rady Instytutu Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu tdédzkiego w dniu 10 maja
2016 roku przedstawitam tezy mojej rozprawy habilitacyjnej, ktére zostaty przyjete jednomysinie
w gtosowaniu jawnym, co upowaznifo mnie do ubiegania sie o wszczecie procedury habilitacyjnej.
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(d) Dalsze plany badawcze

W  wyniku zrealizowania badan finansowanych z czterech grantéw Ut (wilasnych, tzw.
habilitacyjnych), grantu N N303 355 935 (ktérego bytam kierownikiem) i projektu POMOST/2011-4/8
(ktérego bytam koordynatorem) zyskatam pewnos¢, ze po zakoriczeniu procedur zwigzanych z
uzyskaniem habilitacji chce ukierunkowaé prowadzong przeze mnie dziatalno$é naukowa na
zagadnienia zwigzane ze wspétzaleznosciami replikacji DNA i mitozy (zaleznosci S-M i M-S w cyklu
komdrkowym). Aktualnie jest wystana do druku praca, w ktérej opisano zjawisko kontynuacji
uprzednio zablokowanej replikacji DNA w chromatynie mitotycznej typu PCC. Wynik ten zaburza
powszechnie panujacy poglad o genetycznej inercji silnie skondensowanej chromatyny mitotycznej:

Rybaczek D, Vrana J, Ciszewski WM, Wnuk M, Balcerczyk A, Petrovska B, Bartosz G, Dolezel J, 2016, Induction
of premature chromosome condensation causes an imbalance of the heterochromatin and deregulation of
replication timing in root meristems of Vicia faba. PLoS Genet, w recenzji

Dzigki wspdtpracy z profesorem Jaroslav'em DoleZelem i Jego zespotem (Laboratory of Molecular
Cytogenetics and Cytometry, Institute of Experimental Botany AS CR, v. v. i, Olomouc, Czech
Republic) oraz zrealizowanemu na terenie tego osrodka stazowi naukowemu, udato sie ostatecznie
udowodni¢, ze: (i) ujawniona w przebiegu PCC zdolno$¢ do replikacji DNA $wiadczy o mozliwosci
taczenia (in vivo) zaréwno cech stanu mitotycznego, jak i stanu gotowosci do replikacji DNA, a takie
ze (ii) obserwowana replikacja jest kontynuacjg biosyntezy DNA uprzednio zatrzymanej w przebiegu
fazy S, a nie wigczaniem prekursoréw DNA w procesie o charakterze wyfacznie reperacyjnym
(naprawczym).

Dodatkowo, w 2014 roku opublikowatam prace (zawierajgca, w czesci, wyniki z mojej rozprawy
doktorskiej), w ktérej wskazuje na specyficzng organizacje strukturalng przedwczeénie
skondensowanych chromosomoéw:

I Rybaczek D, 2014, Ultrastructural changes associated with the induction of premature chromosome
condensation in Vicia faba root meristem cells. Plant Cell Rep 33(9):1547-64.

Na bazie tych zainteresowar opublikowatam takze (we wspétautorstwie z moimi magistrantkami -
stypendystkami w programie POMOST/2011-4/8) dwie prace przegladowe traktujace o znaczeniu
replikacji DNA dla zachowania integralnosci genomu:

Mazurczyk M, Rybaczek D, 2015, Replication and re-replication: different implications of the same
mechanism. Biochimie 108:25-32.

| Musiatek MW, Rybaczek D, 2015, Behavior of replication origins in Eukaryota — spatio-temporal dynamics of
licensing and firing. Cell Cycle 14(14):2251-64.

Kolejnym etapem podejmowanych przeze mnie badari bedzie monitorowanie miejsc inicjacji
replikacji i zachowania sig widetek replikacyjnych prowadzone na modelu merysteméw korzeni V.
faba, w wybranych liniach komérek nowotworowych i na modelu komérek Xenopus, dokonywane we
wspotpracy z profesorem J. Juliane'em Blow'em w Wellcome Trust Centre for Gene Regulation &
Expression (University of Dundee, UK), jako kontynuacja wspétpracy zainicjowanej w ramach mojego
projektu POMOST. Planuje takze, bezposrednio po zakorczeniu procedur zwigzanych z uzyskaniem
stopnia doktora habilitowanego, wystapi¢ z projektem dotyczacym epigenetycznej regulacji procesu
przedwczesnej kondensacji chromosoméw (projekt ten - szczegdlnie w swym aspekcie
proteomicznym - zaktada scistg wspotprace z profesorem lJaroslav'em DoleZelem z Institute of
Experimental Botany, AS CR).

=34-



Autoreferat Dorota Rybaczek _

(e) Oméwienie pozostafych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Prace naukowe nie wchodzqce w sktad osiggniecia sq cytowane zgodnie z wykazem opublikowanych
prac naukowych (Zatgcznik 7) jako kolejno: Zat.7.1 - Zat. 7.14.

(e.1) Poczqtki pracy naukowe;j - do uzyskania tytutu magistra

Dziatalno$¢ naukowg rozpoczetam od pracowni magisterskiej, bedac studentkg IV roku Wydziatu
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu tédzkiego. Badania wykonywane w Katedrze Fizjologii
i Biochemii Rodlin, pod kierunkiem prof. dr hab. Henryka Urbanka polegaty na traktowaniu lici
pomidora (Lycopersicon esculentum Mill.) kwasem B-aminomastowym, a nastepnie zakazaniu ich
zarodnikami Botrytis cinerea Pers. W ramach pracy magisterskiej dokonywano pomiaréw zawartosci
nadtlenku wodoru, a takie badano aktywno$¢ enzyméw: dysmutazy ponadtlenkowej
i oksydazy/peroksydazy NADH. W pracy wykazano, ze elicytacja roslin, ktére nastepnie sa zakazane,
prowadzi do ostabienia reakcji na zakazenie. Prace magisterskg obronitam z wynikiem bardzo
dobrym.

Czg$¢ wynikéw pracy magisterskiej zostata zaprezentowana na V Miedzynarodowym Sympozjum:
Wolne Rodniki w Biologii i Medycynie (czerwiec, 2000 r.):

Patykowski J, Chrzanowska (Rybaczek) D', Wyrwicka-Maciejewska A, Kuzniak E, Urbanek H, 2000, Changes of
peroxidase activity and ascorbic contents in cytosol and apoplast of tomato leaves after Botrytis cinerea
infection — komunikat zjazdowy na V Miedzynarodowe Sympozjum: Wolne Rodniki w Biologii i Medycynie
(,Free Radicals in Biology and Medicine”) — czerwiec, £6dz.

W trakcie studiéw bytam wspétinicjatorka, a nastepnie cztonkiem Sekji Fizjologii i Ekobiotechnologii
Roslin Studenckiego Kota Naukowego Biologéw - aktywnie i twérczo zaangazowanym w jego
dziatalnoé¢ naukowg (opiekunem naukowym Sekcji byta woéwczas dr hab. Elzbieta Kuzniak-
Gebarowska, prof. nadzw. Ut). Za osiggniecia podjetych przez nas zespofowych prac
eksperymentalnych nad wptywem zanieczyszczen atmosferycznych na pro- i antyoksydacyjne reakcje
lisci klonu wyréznieni zostaliSmy Ill nagrodg za najlepszy poster podczas XXXVIII Ogéinopolskiej
Konferencji STN Akademii Medycznej w todzi (maj, 2000 r.):

Chrzanowska (Rybaczek) D, Wyrwicka-Maciejewska A, Majorowicz H, Banasik E, Caban E, 2000, Wybrane
elementy pro- i antyoksydacyjnej reakcji lisci klonu zwyczajnego (Acer platanoides L.) na stres abiotyczny
zwigzany z zanieczyszczeniami atmosferycznymi — praca w ramach Sekgji Fizjologii i Ekobiotechnologii Roslin
Studenckiego Kota Naukowego Biologéw na XXXVIIl Ogélnopolska Konferencje STN Akademii Medycznej w
todzi, todz 12-13 maja.

(e.2) Kontynuacja pracy naukowej - do uzyskania stopnia doktora

Po uzyskaniu tytutu magistra zostatam przyjeta na Stacjonarne Studium Doktoranckie Fizjologiczno-
Mikrobiologiczne przy Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu tddzkiego, gdzie mogtam
poszerzaC swoje zainteresowania biologia eksperymentalng. W Katedrze Cytofizjologii, pod
kierunkiem prof. dr hab. Janusza Maszewskiego, prowadzitam badania nad indukcjg przedwczesnej
kondensacji chromosoméw w komdrkach merysteméw korzeni Pisum sativum i Vicia faba.

W czasie trwania | i Il roku studiow doktoranckich prof. dr hab. Janusz Maszewski zaproponowat mi
wspotudziat w realizacji kierowanego przez Niego projektu badawczego pt. "Rola fosforylacji
i defosforylacji biatek w regulacji cyklu komérkowego i endoreduplikacji DNA u ro$lin" (grant KBN nr
6 POAC 026 17). M¢j udziat w tym projekcie byt nieformalny, ale statam sie pierwsza autorka
publikacji wchodzacej w skfad artykutéw rozliczajacych dorobek grantu [Zat.7.1]:
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Rybaczek D, Polit J, tuchniak P, Maszewski J, 2002, Induction of premature mitosis in root meristem cells of
Vicia faba and Pisum sativum by various agents is correlated with an increased level of protein
phosphorylation. Folia Histochem Cytobiol 40(1):51-9.

Wspétrealizowane przez nas badania dotyczyly wptywu inhibitora fosfataz biatkowych (wanadanu
sodu) i szeregu inhibitoréw kinaz cyklino-zaleznych (m.in. 2-aminopuryny, benzyloaminopuryny,
olomoucyny, staurosporyny i 6-dimetyloaminopuryny) na zdolno$¢ do indukcji nieprawidtowych
(aberracyjnych) podziatéw mitotycznych. Osobiécie prowadzitam jakosciows i iloéciowg analize zmian
kariologicznych zwigzanych z wymuszong kondensacjg chromosoméw w komérkach merysteméw
korzeni zarodkowych P. sativum i V. faba. Realizujgc przypisang mi czeéé¢ zadan wykazatam, ze
czynnikami indukujgcymi PCC moze by¢ nie tylko kofeina i niektdre inhibitory cyklino-zaleznych kinaz
biatkowych (CDK), ale takze podobna do nich pod wzgledem struktury chemicznej
benzyloaminopuryna (fitohormon) i wanadan sodu (inhibitor fosfatazy cdc25). Dodatkowo, analizy
prowadzone z zastosowaniem fluorescencyjnie znakowanych przeciwcial rozpoznajacych
fosfotreonine sugerowaty, ze PCC indukowane kofeing wigzato sie - u obu badanych gatunkéw - z
nasilong ekspresjg CDK. Powyisze badania, wykonane przeze mnie zaledwie w ciggu roku pracy,
opublikowane zostaty w Folia Histochemica et Cytobiologica [Zat.7.1] i stalty sie podstawa do
ubiegania si¢ o grant promotorski (projekt zgtoszony do Komitetu Badari Naukowych zostat
zakwalifikowany do finansowania na lata 2001-2003 i otrzymat numer 3PO4C 030 24; tytut projeku
promotorskiego, w ktérym bytam gtéwnym wykonawcg brzmiat: “Indukcja przedwczesnej
kondensacji chromosoméw w komdrkach merystematycznych Vicia faba"). Takze po roku pracy,
Rada Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi, na wniosek mojego Promotora prof. dr hab. Janusza
Maszewskiego, otworzyta mi przewdd doktorski.

Wyniki uzyskane z przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej eksperymentéw upowaznity
mnie do sformutowania nastepujacych wnioskow:

1. Merystematyczne komorki korzeni Vicia faba, zablokowane w przebiegu replikacji DNA pod
wptywem hydroksymocznika (HU), omijajg punkt kontrolny "S-M" inicjujgc przedwczesng
mitoze (PCC) w wyniku dziatania kofeiny (CF), 2-aminopuryny (2-AP), wanadanu sodu (Van)
oraz aktywatordw kinazy biatkowej C - DOG (1,2-dioctanoylo-sn-glicerolu) i PMA (estru
forbolu);

2. Najbardziej efektywnymi stymulatorami PCC w komérkach zablokowanych w trakcie
replikacji DNA s3: kofeina oraz PMA. Ominiecie punktu kontrolnego "S-M" wywotane
dziataniem CF lub PMA indukuje przedwczesne mitozy w komdrkach, ktore nie zrealizowaty
fazy S (S>PCC). Dziatanie innych czynnikéow (2-AP, Van, DOG) prowadzi do inicjacji PCC
w tych komorkach, ktére nie zakoriczyty poreplikacyjnych proceséw naprawczych podczas
fazy G2 (G2->PCC);

3. Inicjacja przedwczesnej, mitotycznej kondensacji chromosoméw pod wptywem Van, DOG i
PMA wydaje sie wskazywaé¢ na istnienie alternatywnych szlakow biochemicznych,
omijajgcych punkt kontrolny "S-M" w sposéb niezalezny od aktywacji kinaz cyklinozaleznych;

4. W merystemach korzeni V. faba poddawanych dziataniu bloku replikacyjnego, a nastepnie
indukcji PCC, chromatyna komdrek interfazowych ulega dyspersji. Najsilniejsza
dekondensacje wywotuje 2-AP;

5. Komérki z symptomami S-PCC, wykazujace silng fragmentacje chromosoméw, wkraczajg na
droge programowanej smierci;

6. Mechanizmem wywotujgcym blok mitotyczny w komadrkach merystemoéw korzeni V. faba
zatrzymanych w przebiegu replikacji DNA pod wptywem HU jest - prawdopodobnie -
fosforylacja kinazy biatkowej o motywach homologicznych do fragmentow ludzkiej kinazy
efektorowej Chk1, podrzednej wobec sensorycznych kinaz typu ATM-ATR-Rad3;
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7. Stres replikacyjny wywotany dziataniem HU generuje pekniecia DNA. Uszkodzenia te indukuja
fosforylacje histonéw H2AX. Prawdopodobnie, niektére sposréd ich wewnatrzjagdrowych
ognisk wykazujg wspodlng lokalizacje z regionami wzmozonej fosforylacji kinazy typu Chk1;

8. W komérkach zablokowanych w fazie S dziataniem HU, a nastepnie indukowanych do inicjacji
przedwczesnej mitozy (PCC) pod wptywem CF, chromosomy zachowujg stan kompetencji do
replikacji DNA. Zdolno$¢ "chromatyny typu PCC" do replikacji DNA zablokowana jest w
profazie i metafazie; ujawnia sie po przejsciu metafaza—>anafaza, prawdopodobnie na skutek
redukcji aktywnosci CDK mitotycznych. Struktura przedwcze$nie skondensowanych
chromosoméw wykazujgcych zdolnosé do replikacji DNA jest mniej zwarta w poréwnaniu z
chromosomami mitotycznych komérek kontrolnych [Zat.7.2].

Obrona rozprawy doktorskiej pt.: "Indukcja przedwczesnej kondensacji chromosoméw w komérkach
merysteméw korzeni Vicia faba" odbyta sie 30 wrzeénia 2003 roku.

Recenzentami mojej rozprawy doktorskiej byty: prof. dr hab. Joanna Deckert z Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu i prof. dr hab. Wanda M. Krajewska z Uniwersytetu tédzkiego. Na
wniosek recenzenta prace nominowano do wyrdznienia. Rada Wydziatu BNZ jednomyslinie przyjeta
wniosek o wyrdinienie mojej rozprawy doktorskiej. Woéwczas takie, stopiern doktora nauk
biologicznych zostat zatwierdzony przez Rade Wydziatu BNZ, a w roku 2007 otrzymatam
indywidualng nagrode JM Rektora Ut za cykl publikacji zwigzanych z tematyka rozprawy doktorskiej.

(e.3) Kontynuacja pracy naukowej - po uzyskaniu stopnia doktora

W wyniku przeprowadzonego postepowania konkursowego, od 1 paZdziernika 2003 roku, zostatam
zatrudniona w Katedrze Cytofizjologii Uniwersytetu tddzkiego na stanowisku adiunkta.

Bezposrednio po zakoriczeniu etapu zwigzanego z realizacjg rozprawy doktorskiej powstata koncepcja
projektu naukowego nt. "Wewnetrzne punkty kontrolne fazy S. Zaleinoié S-M a indukcja
przedwczesnych mitoz w komérkach roslinnych"”, ktéry zostat zakwalifikowany do finansowania na
lata 2004-2007 (3POA4C 044 27) i byt realizowany w Katedrze Cytofizjologii, pod kierownictwem prof.
dr hab. Janusza Maszewskiego i ze mng w roli gtdwnego wykonawcy. W ramach tego projektu
sfinansowano dwie prace sktadajace sige na przedstawione do oceny osiggniecie naukowe [H2, H3).

Wsrdd istotnych osiggniec tej czesci mojej dotychczasowej pracy naukowo-badawczej wymieni¢
nalezy:

1. Okreslenie réznic w czasie i efektywnosci indukcji PCC, w zaleznosci od tego, ktéry z etapéw
szlaku przekazu sygnatéw o zatrzymaniu lub spowolnieniu replikacji DNA ulega
zablokowaniu;

2. Ujawnienie zmian ultrastrukturalnych na poziomie chromosoméw w komdrkach
wykazujgcych symptomy PCC oraz przeprowadzenie charakterystyki organizacji fibryli
chromatynowych w jadrach interfazowych, ktére nie ulegty procesowi PCC;

3. Wykazanie, Ze réznice w morfologii chromosoméw indukowanych w procesie przedwczesnej
mitozy zaleza od podokresu fazy S, w ktérym komérki zablokowane w trakcie replikacji
ulegaja procesowi PCC;

4. Wykazanie synergizmu dziatania kofeiny i estréw forbolu w procesie indukcji PCC;

5. Wykazanie, ze stres replikacyjny u roslin generuje fosforylacje histonéw H2AX, a niektére z
ognisk tej modyfikacji wykazujg wspding lokalizacje z regionami wzmozonej fosforylacji
kinaza typu Chk1 i Chk2;
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6. Wykazanie zdolnosci przedwczednie skondensowanych chromosomoéw do replikacji DNA
i opracowanie kierunku badawczego nad zdolnoscig chromatyny typu PCC do kontynuacji
replikacji w komérkach roslinnych i zwierzecych.

Zagadnienia wspomniane w punkcie 6, zwigzane bezposrednio ze wspétzaleznosciami replikacji DNA i
mitozy (zaleznosci S-M i M-S) stana sie wiodacym kierunkiem mojej pracy badawczej jui po
zakoriczeniu postepowania habilitacyjnego (stuzy¢ temu ma réwniez, nawigzana przeze mnie w
trakcie realizacji grantu POMOST/2011-4/8, wspétpraca naukowa z profesorem J. Julian'em Blow'em i
planowany na rok 2017/2018 staz naukowy w Cancer Research UK Chromosome Replication
Research Group kierowanej przez prof. 1.J. Blow'a [Wellcome Trust Centre for Gene Regulation &
Expression, University of Dundee, Down Street, Dundee DD1 SEH, UK]).

Nastgpnie, w mojej pracy zajmowatam sie kontynuacjg badari nad indukcjg PCC, tym razem w ramach
kierowanego przeze mnie (w latach 2008-2011) grantu o numerze N N303 355 935 pt.
"Kompetencja przedwczesnie skondensowanej chromatyny do replikacji DNA w mitozie". W

ramach tego projektu sfinansowano dwie prace sktadajace sie na przedstawione do oceny osiggniecie
naukowe [H1, H4].

Za istotne osiggniecia tej czesci prac badawczych uwazam:

1. Wykazanie, ze replikacyjna aktywacja przedwczesnie skondensowanych chromosoméw
zalezy nie tylko od ich organizacji strukturalnej (tj. odpowiedniego rozluznienia fibryli
chromatynowych, Zat.7.12), ale przede wszystkim od ich stanu biochemicznego. Wykazano,
ze czynnikiem wyzwalajgcym kompetencie do ponownego uruchomienia widetek
replikacyjnych jest wieloenzymatyczny kompleks APC/cyklosom, poniewaz kompetencja
przedwczesnie skondensowanych chromosoméw do wznawiania przerwanej biosyntezy DNA
jest skorelowana z zanikiem katalitycznych funkcji MPF (Rybaczek i wsp., w recenzji:
Zatacznik 3a, pkt. 1.1 [poz.23]);

2. Stwierdzenie, ze stres replikacyjny wywotany wptywem hydroksymocznika (HU) zwieksza
pule nieufosforylowanych form biatek Rb, a takze wykazanie, ze wznowienie i kontynuacja
uprzednio zablokowanej replikacji nie jest zwigzana ze wznowieniem fosforylacji biatek Rb na
Ser807/811, mimo, ze ma ona miejsce w newralgicznym obszarze granicznym eu- i
heterochromatyny w jadrach interfazowych (Rybaczek i wsp., w recenzji: Zatacznik 3a, pkt.
1.1 [poz.23]).

3. Potwierdzenie, ze markerem kontynuacji replikacji w chromatynie typu PCC moie by¢ biatko
PCNA (Rybaczek i wsp., w recenzji: Zatacznik 3a, pkt. 1.1 [poz.23]).

W roku 2004 nawigzatam, trwajacg do dzi$, wspdtprace z dr Anetg Balcerczyk z Katedry Biofizyki
Molekularnej Uniwersytetu toédzkiego. Efektem pierwszego etapu wspdtpracy jest artykut
opublikowany w 2005 roku w Biochemical Pharmacology [Zat.7.5]:

Balcerczyk A, Soszyriski M, Rybaczek D, Przygodzki T, Karowicz-Biliiska A, Maszewski J, Bartosz G, 2005, Induction of
apoptosis and modulation of production of reactive oxygen species in human endothelial cells by
diphenyleneiodonium. Biochem Pharmacol 69(8):1263-1273.

Aktualnie prowadzona wspodtpraca naukowa z dr Anetg Balcerczyk dotyczy badania zmian
epigenetycznych zwigzanych z procesem angiogenezy (jednym z kluczowych zjawisk regulujacych
rozwoj nowotworu). Celem biezgcych badan jest zdefiniowanie roli metylacji wybranych reszt lizyn
biatek histonowych (ze szczegélnym uwzglednieniem lizyny w pozycji 4 i 9, histonu H3) w regulacji
procesu angiogenezy, a takze wyodrebnienie mechanizmu odpowiedzialnego za te regulacje. Badania
sg prowadzone we wspotpracy z profesorem Assam'em El-Osta (Epigenetics in Human Health and
Disease Laboratory, AU), u ktérego dr Balcerczyk przebywata na dtugoterminowym stazu. Moje
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zadania polegajg na przeprowadzeniu szeregu szczegétowych analiz immunocytochemicznych po
zastosowaniu wybranych inhibitoréw metylotransferaz histonéw, m.in. Bix-01294 i A(K)MI-1/5.
Aktualnie w recenzji znajduje sie publikacja opisujgca wyniki zwigzane z wptywem inhibitora AMI-1 i
AMI-5 na komérki srodbtonka [Balcerczyk i wsp., w recenzji: Zatgcznik 3a, pkt. 1.1 [poz.22]].

Z uwagi na sprawnosc z jaka postuguje sie metodami cytologicznymi, prof. dr hab. Janusz Maszewski
zarekomendowatl mojg osobe Pani prof. dr hab. Krystynie Géreckiej z Instytutu Ogrodnictwa
w Skierniewicach do przeprowadzenia badan z wykorzystaniem komérek gametycznych do
wyprowadzania linii homozygotycznych marchwi, w efekcie czego powstata nastepujgca publikacja:
[Zal.7.8];

Kowalska U, Rybaczek D, Krzyzanowska D, Kiszczak W, Gorecka K, 2008, Cytological assessment of carrot plants
obtained in anther culture. Acta Biol Cracov s. Bot 50(2):7-11.

Z kolei, prof. dr hab. Joanna Deckert z Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, zaprosita
mnie do wspoélnego napisania rozdziatu w monografii pod redakcja prof. dr hab. Waldemara
Maksymca. Rozdziat poswiecony byt odpowiedziom komérki na dziatanie réznorodnych czynnikéw
stresowych [Zat.7.9]:

Deckert J, Pawlak S, Rybaczek D, 2009, The nucleus as a ,headquarters” and target in plant cell stress reactions. In.
Compartmentation of Responses to Stress in Higher Plants, True or False. (Ed. Waldemar Maksymiec) Transworld
Research Network, Kerela, India, ISBN:978-81-7895-422-6, pp 61-90.

Jedna z figur opisywanych w naszym rozdziale i przestanych uprzednio do recenzji, zostata wybrana
przez edytoréw na oktadke ww. monografii: "Compartmentation of Responses to Stress in Higher
Plants, True or False".

Nawigzana w 2009 roku wspodtpraca naukowa z profesor dr hab. Krystyng Janas z Uniwersytetu
tédzkiego (z Katedry Ekofizjologii i Rozwoju Roélin) dotyczyta badania wptywu jonéw miedzi na siewki
soczewicy [Zat.7.11]:

Janas KM, Zielinska-Tomaszewska J, Rybaczek D, Maszewski J, Posmyk MM, Amarowicz R, Kosinska A, 2010, The
impact of copper ions on growth, lipid peroxidation, and phenolic compound accumulation and localization in lentil
(Lens culinaris Medic.) seedlings. J Plant Physiol 167(4):270-6.

(e.4) Autorstwo i wspotautorstwo publikacji naukowych

NA MOJ CAtY DOROBEK NAUKOWY SKtADA SIE:

® 21 prac o fagcznym IF 32.601 i 455 pkt MNiSW, oraz
= 55 doniesien zjazdowych: 44 postery i 11 referatow.

w tym - prace sktadajgce sie na osiggniecie naukowe: o wspétczynniku oddziatywania

IF 12.765 (zgodnie z rokiem publikacji) i 185 punktach MNiSW;
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(e.5) Udziat w projektach badawczych

Jako kierownik/koordynator

1. 2012-2015, koordynator projektu POMOST/BRIDGE Fundacji na rzecz Nauki Polskiej
finansowanego w ramach PROGRAMU OPERACYJNEGO INNOWACYJNA GOSPODARKA,
PRIOTYTET I, DZIALANIE 1.2 — WZMOCNIENIE POTENCJALU KADROWEGO NAUKI.

Numer projektu: POMOST/2011-4/8

Tytut projektu: "Chromatin, chromatids and chromosomes during the course of prematurely
induced mitoses and their behavior within the second round of the nuclear replication and
division"

Czas trwania: od lipca 2012 do czerwca 2015

2. 2008-2011, kierownik projektu MNiSW/NCN (35 konkurs)
Typ projektu: wiasny
Numer projektu: N N303 355 935
Tytut projektu: "Kompetencja przedwczesnie skondensowanej chromatyny do replikacji DNA
w mitozie"

3. Ut - wiasny, habilitacyjny; Ut/505/378/2008; Zastosowanie spektrometrii mas w badaniu
udziatu kinaz biatkowych (ATM, ATR, Chkl i Chk2) w omijaniu punktéw kontrolnych cyklu
w merystematycznych komérkach korzeni Vicia faba; Czas trwania projektu: 2008 r.

4. Ut - wiasny, habilitacyjny; Ut/505/378/2007; Udziat cyklin D i B w cyklu komérkowym Vicia
faba; Czas trwania projektu: 2007 r.

5. Ut - wiasny, habilitacyjny; Ut/505/378/2006; Czy inicjacja fazy S w komérkach Vicia faba jest
zwigzana z fosforylacja biatek Rb na serynach 780, 795 i na Ser807/811; Czas trwania
projektu: 2006 r.

6. Ut - wiasny, habilitacyjny; Ut/505/378/2005; Replikacja sekwencji heterochromatyny
przycentromerowej w przebiegu przedwczesnej kondensacji chromosomow; Czas trwania
projektu: 2005 r.

Jako wykonawca

7. 2004-2007, gtowny wykonawca projektu MNiSW
Typ projektu: witasny
Numer projektu: 3P04C 044 27
Tytut projektu: "Wewnetrzne punkty kontrolne fazy S. Zalezno$¢ S-M a indukcja
przedwczesnych mitoz w komérkach roslinnych"

8. 2001-2003, gtéwny wykonawca projektu MNiSW
Typ projektu: promotorski
Numer projektu: 3PO4C 030 24
Tytut projektu: "Indukcja przedwczesnej kondensacji chromosoméw w komérkach
merystematycznych Vicia faba"

9. Ut - badania wtasne Ut/505/389/2010; Ultrastrukturalne badania Chara vulgaris po aplikacji
etopozydu jako inhibitora topoizomerazy II; Czas trwania projektu: 2010 r.
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10. Ut — badania statutowe; Wptyw estrow forbolu na indukcje i przebieg przedwczesnej
kondensacji chromosomoéw; Czas trwania projektu: 2004 r.

11. Ut - badania wiasne; Ut/505/432/; Fosforylacja histonu H2AX podczas indukcji dwuniciowych
peknieé¢ w jadrach réznigcych sie rozmiarem genomu i strukturg chromatyny; Czas trwania
projektu: 2003-2004 r.

12. Ut - badania wiasne; Ut/505/467/2002; Rearanzacje cytoszkieletu podczas indukcji
przedwczesnej kondensacji chromosomow u Vicia faba; Czas trwania projektu: 2002 r.

13. Ut - badania statutowe; Changes of absorbent of silver are connected with the increase of
threonine phosphorylation in Pisum sativum Ag-NOR proteins; Czas trwania projektu: 2001 r.

(e.6) Staze zagraniczne i szkolenia (krajowe i zagraniczne)

Staze zagraniczne:
1. 5-tygodniowy staz naukowy (w 2013 roku) w Instytucie Botaniki Eksperymentalnej (Centre of

Plant Structural and Functional Genomics, AS CR, Olomouc, Republika Czeska) — praca
w zespole Profesora Jaroslav'a Dolezel'a.

Udziat w kursach i szkoleniach oraz posiadane certyfikaty:

1. 2003 r. - kurs naukowy: Protein electrophoresis and Western blot technique
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych,
Katedra Chemii Bioorganicznej, Polska Akademia Nauk, t6dz2
- prowadzgcy: dr Stawomir Antoszczyk.

2. 2006 r. - tygodniowy kurs naukowy: Techniques of molecular cytogenetics in analysis
of plant genome
Uniwersytet Slaski, Katedra Anatomii Roslin i Cytologii
- prowadzgcy: Prof. Robert Hasterok wraz z zespotem.

3. 1. 2009 r. - tygodniowy kurs naukowy: Techniques of immunocytochemistry and in situ
hybridization at the level of electron microscope
Uniwersystet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Zaktad Biologii Komérki
- prowadzgcy: dr hab. Marta Lenartowska, prof. UMK; dr hab. Dariusz Smolinski,
prof. UMK; dr Janusz Niedojadto, dr Agnieszka Kotowerzo-Lubnau.

4. 1X. 2010 r. - tygodniowy kurs naukowy: FISH and PRINS techniques,
Uniwersytet Rzeszowski, Zamiejscowy Wydziat Biotechnologii, Kolbuszowa
- prowadzacy: dr hab. Maciej Wnuk, prof. UR.

5. X. 2010 r. - Warsztaty technik pamigciowych, Ut, t6dZ (w ramach Programu Operacyjnego
Kapitat Ludzki, 4.1.1.Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego uczelni)

6. XI. 2012 r. - Kurs szybkiego czytania, Ut, £6dZ (w ramach Programu Operacyjnego Kapitat
Ludzki, 4.1.1.Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego uczelni)

=/
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7. 1/11. 2013 r. - Research Team Management course (Zarzqdzanie zespotem naukowym),
szkolenie w ramach projektu SKILLS Fundacji na rzecz Nauki Polskiej,
- szkolenie prowadzone przez Susanne Marx, Weisbaden, Germany.

8.  V.2013r. - Scientific writing training course - advanced level (kurs: Pisanie tekstow
naukowych), szkolenie w ramach projektu SKILLS Fundacji na rzecz Nauki
Polskiej,
- szkolenie prowadzone przez Jean-Luc Lebrun, Warszawa, Polska.

9. lll. 2014 r. - Training workshop in self-presentation and public speaking skills
(kurs z zakresu autoprezentacji i sztuki wystgpien publicznych),
szkolenie w ramach projektu SKILLS Fundacji na rzecz Nauki Polskiej,

- szkolenie prowadzone przez Caroline van der Brul, Warszawa, Polska

(e.7) Uzyskane nagrody i wyréznienia
Wyréinienia wynikajgce z prowadzenia badan naukowych lub prac rozwojowych:

1. 2007 r. - Indywidualna nagroda Rektora Ut za cykl publikacji zwigzanych z rozprawg
doktorskg;

2. 2015r.- Brazowy Medal Prezydenta RP za Dtugoletnig Stuzbe;
3. 2015r. - Il nagroda za najlepszy poster - lll Konferencja MSB "Symbioza", SGGW Wraszawa;

4. 2005r. - | nagroda za najlepszy poster - IX Konferencja Polskiego Towarzystwa Biologii
Komarki, £odz;

5. 2005r. - | nagroda za najlepszy poster - XXXIV Miedzynarodowe Seminarium Két Naukowych,
Olsztyn;

6. 2003 r. - | nagroda za najlepszy poster - | Conference of Polish Society for Cell Biology;

=

2000 r. - 1l nagroda za najlepszy poster - XXXVIII Conference of Student Scientific Society
of the Medical University of Lodz.

(e.8) Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

Dziatalnos¢ w krajowych i zagranicznych organizacjach naukowych:

1. cztonek Polskiego Towarzystwa Biologii Eksperymentalnej Roslin;
2. cztonek Polskiego Towarzystwa Biologii Komarki;
3. czlonek Polskiego Towarzystwa Botanicznego.

(e.9) Recenzje publikacji
Recenzowanie prac naukowych:

1. recenzent prac naukowych w czasopismach:

- International Journal of Radiation Biology (IF 1.687)
- Nuclear Instruments and Methods in Physics Research Section B (IF 1.124).
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(f) OMOWIENIE DZIAtALNOSCI DYDAKTYCZNEJ | ORGANIZACYINEJ

10.

(f.1) Omdwienie pracy organizacyjnej i dziatalnosci popularyzatorskiej

2003 r. - pomystodawca i organizator Sekcji "Homunculus" Studenckiego Kota Naukowego
przy Kole Naukowym Biologéw Ut;

od 2003 r. - opiekun naukowy jednego z pieciu (aktualnie) zespotéw dziatajgcych w Katedrze
Cytofizjologii w ramach Sekcji "Homunculus";

2005 r. - sekretarz IX Konferencji Biologii Komérki;
2005 r. - wspotorganizator IX Konferencji Biologii Komorki;

2005 r. - pomystodawca i organizator Sekcji Studenckiej podczas IX Konferencji Biologii
Komarki;

od czerwca 2006 r. do chwili obecnej - konsultant naukowy z ramienia Polski firmy
Cell Signaling Technology (USA);

2007 r. - cztonek panelu ekspertéw zewnetrznych w ramach National Foresight Programme
Poland 2020;

od lipca 2010 r. do chwili obecnej - konsultant naukowy z ramienia Polski szwedzkiej firmy
AGRISERA;

2011 r. - cztonek Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej;

2016 r. - cztonek Kolegium Elektoréw Wydziatu BiOS

(f.2) Omdwienie dziatalnosci i osiggniec dydaktycznych

W latach 2003-2016 bytam opiekunem naukowym fgcznie 15 studentédw wykonujgcych prace
magisterska oraz sprawowatam opieke naukowg nad 1 doktorantkg (dr Anna Pastucha).
Nie petnitam funkcji promotora pomocniczego.

Bytam promotorem 1 pracy magisterskiej (mgr Marceliny W. Musiatek; magisterium
zrealizowano w ramach stypendium magisterskiego w programie POMOST/FNP), kopromotorem
1 pracy magisterskiej (mgr Ewy G. Pikus; magisterium zrealizowano w ramach stypendium
magisterskiego w programie POMOST/FNP) oraz promotorem 1 pracy licencjackiej (Pani
Agnieszki Drazkowskiej).

Od roku 2003 r. (z dwiema przerwami na urlopy macierzynskie) jestem opiekunem naukowym
studentéw Sekcji "Homunculus" (doktadnie: studentéw jednego z pieciu aktualnie funkcjonuja-
cych w ramach Sekcji zespotéw).

Od roku 2015 r. prowadzg, na terenie Katedry Cytofizjologii, autorskie warsztaty dotyczgce
"Technik immunocytochemicznych”, skierowane do studentéw studiéw stacjonarnych i
niestacjonarnych.

Prowadzitam takie warsztaty, pokazy i wyktady w ramach Nocy Biologdéw i Festiwalu Nauki,
Techniki i Sztuki (lata: 2014, 2015, 2016).

=33
g
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W ramach pracy dydaktycznej prowadze zajecia na studiach dziennych i zaocznych na kierunku
biologia, mikrobiologia i biotechnologia. Prowadzone przeze mnie przedmioty to: ¢wiczenia
z biologii komérki, Ewiczenia z botaniki ogdinej, ¢wiczenia z biologii stresu, ¢wiczenia i wykfady
z fizjologii reakcji adaptacyjnych do srodowiska, pracownie specjalistyczne, pracownie
magisterskie oraz seminaria (w jezyku polskim i angielskim). W zwigzku z prowadzong przeze
mnie dziatalnoscig dydaktyczng opracowatam: (1) autorsko: ¢wiczenia z biologii komérki, biologii
stresu i fizjologii reakcji adaptacyjnych do srodowiska, oraz (2) wspdtautorsko: wyktady z fizjologii
reakcji adaptacyjnych do srodowiska.

(f-3) Wykaz prac doktorskich, magisterskich i licencjackich, w ktérych byfam opiekunem
naukowym i/lub kierujgcym pracq:

f3.1. Praca doktorska:

- opieka naukowa:
3.6a.1.1. mgr Anna Pastucha
obrona pracy doktorskiej: 2011 r.
tytutf pracy doktorskiej:
"Indukcja stresu replikacyjnego i przedwczesnej kondensacji chromosoméw w merystematycznych
komérkach korzeni Vicia faba. Wybrane modyfikacje potranslacyjne histonéw rdzeniowych".
Promotor: Prof. dr hab. Janusz Maszewski (nie petnifam funkcji promotora pomocniczego).

f3.2. Prace magisterskie:

- opieka naukowa:
f3.2.1. Hubert Syrek,
obrona pracy magisterskiej: 2003 r.
tytut pracy magisterskiej:
"Wptyw réznych stezeri hydroksymocznika na efektywno$é indukowanej kofeing przedwczesnej
kondensacji chromosoméw w komérkach merysteméw korzeni Allium cepa”.

f3.2.2. Cezary Woijcik,
obrona pracy magisterskiej: 2004 r.
tytut pracy magisterskiej:
"Indukcja przedwczesnej kondensacji chromosoméw w mersytemach korzeni Vicia faba. Wtaczanie
*H-urydyny i *H-lizyny - badania autoradiograficzne".

f3.2.3. Katarzyna Dospiat,
obrona pracy magisterskiej: 2004 r.
tytut pracy magisterskiej:
"Wiaczanie *H-tymidyny w przebiegu indukcji przedwczesnej kondensacji chromosoméw w meryste-
mach korzeni Vicia faba".

f3.2.4. Aleksandra Bodys,
obrona pracy magisterskiej: 2005 r.
tytut pracy magisterskiej:
"Indukcja ATR-zaleznych sekwencji zdarzeri w przebiegu przedwczesnej kondensacji chromosomoéw
(PCC) w komdrkach merysteméw korzeni Vicia faba. Uwarunkowania zwigzane z aktywnoscig
funkcjonalnego odpowiednika fosfatazy Cdc25".

Ry e
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f3.2.5. Agnieszka Krzyzowska,
obrona pracy magisterskiej: 2005 r.
tytuf pracy magisterskiej:
"Omijanie funkcji wewnetrznych punktéw kontrolnych fazy S pod wptywem kofeiny, staurosporyny i
5-azacytydyny w komérkach merysteméw korzeni Vicia faba".

f3.2.6. Ewa Kramek
obrona pracy magisterskiej: 2006 r.
tytut pracy magisterskiej:
"ldentyfikacja homologa zwierzecej kinazy biatkowej Chk2 w metystematycznych komérkach korzeni
V. faba poddanych dziataniu zwigzkdw blokujgcych replikacje DNA i indukujgcych PCC".

f3.2.7. Kamil Karolczak
obrona pracy magisterskiej: 2006 r.
tytut pracy magisterskiej:
"ldentyfikacja homologa zwierzecej kinazy biatkowej Chk1 w metystematycznych komérkach korzeni
zarodkowych Vicia faba podczas stresu replikacyjnego i przedwczesnej kondensacji chromosomoéw".

f3.2.8. Antoni Kowalski,
obrona pracy magisterskiej: 2006 r.
tytut pracy magisterskiej:
"Wptyw stresu replikacyjnego na barwliwos¢ chromatyny w merystematycznych komérkach korzeni
Vicia faba".

f3.2.9. Piotr Kostrzewski,
obrona pracy magisterskiej: 2007 r.
tytut pracy magisterskiej:
"Zjawiska towarzyszace indukcji stresu replikacyjnego i PCC po dziataniu hydroksymocznika,
afidikoliny oraz inhibitoréw fosfataz biatkowych w merystemach Vicia faba - analizy cytologiczne,
cytometryczne, immunocytochemiczne i biochemiczne".

f3.2.10. Agnieszka Bukowska,
obrona pracy magisterskiej: 2007 r.
tytut pracy magisterskie;j:
"Zjawiska towarzyszace indukcji stresu replikacyjnego po dziataniu hydrokymocznika, afidikoliny oraz
inhibitoréw kinaz biatkowych w merystemach Vicia faba - analizy cytologiczne, cytometryczne,
immunocytochemiczne i biochemiczne".

f3.2.11. Magdalena Grazul,
obrona pracy magisterskiej: 2008 r.
tytut pracy magisterskiej:
"Wiaczanie bromodeoksyurydyny do jader interfazowych i przedwczesnie skondensaowanych
chromosoméw w komérkach merysteméw korzeni Vicia faba poddanych dziataniu stresu
replikacyjnego”.

f3.2.12. Konrad Winnicki,
obrona pracy magisterskiej: 2008 r.
tytut pracy magisterskiej:
"Ekspresja cykliny B1 podczas mitozy i przedwczesnej kondensacji chromosoméw (PCC) w komérkach
merystemow korzeni V. faba".

f3.2.13. Marta Milanowicz,
obrona pracy magisterskiej: 2008 r.
tytut pracy magisterskiej:
"Ekspresja cykliny D podczas mitozy i przedwczesnej kondensacji chromosoméw (PCC) w komérkach
mersytemow korzeni V. faba".
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f3.2.14. Agnieszka Tomaszewska,
obrona pracy magisterskiej: 2009 r.
tytut pracy magisterskiej:
"Wptyw aktynomycyny D na proces przedwczesnej kondensacji chromosoméw (PCC) w komérkach
mersytemow korzeni Vicia faba".

f3.2.15. Aleksandra Makarewicz,
obrona pracy magisterskiej: 2009 r.
tytut pracy magisterskiej:
"Wptyw cykloheksymidu na proces przedwczesnej kondensacji chromosoméw (PCC) w komérkach
mersytemow korzeni Vicia faba".

- kierowanie praca (kopromotor):
3.6a.2.16. Ewa Gabriela Pikus,

obrona pracy magisterskiej: 2015 r.

tytut pracy magisterskiej:
"Uszkodzenia DNA w stresie replikacyjnym i kofeino-zaleznej indukcji przedwczesnej kondensacji
chromosoméw (PCC) oraz kinetyka naprawy DNA w merystematycznych komérkach korzeni Vicia
faba" ['DNA damage in replication stress and caffeine-dependent induction of premature
chromosome condensation (PCC) and the kinetics of DNA repair in root meristem cells of Vicia faba'].
Kierujqcy pracq: dr Dorota Rybaczek i dr hab. Tomasz Poptawski, prof. nadzw. Ut
Praca magisterska zrealizowana w ramach stypendium magisterskiego w programie
POMOST/2011-4/8 Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.

- kierowanie pracg (promotor):
3.6a.2.17. Marcelina Weronika Musiatek,

obrona pracy magisterskiej: 2015 r,

tytut pracy magisterskiej:
"Obrazowanie przebiegu replikacji, uszkodzerh DNA i symptoméw programowanej émierci komérki na
modelu komdrek merysteméw wierzchotkowych korzeni Vicia faba indukowanych do PCC" (‘Imaging
of replication, DNA damage and symptoms of programmed cell death based on the model of PCC-
induced root apical meristem cells of Vicia faba').
Kierujgcy pracq: dr Dorota Rybaczek
Praca magisterska zrealizowana w ramach stypendium magisterskiegp w programie
POMOST/2011-4/8 Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.

3.3. Praca licencjacka:

- kierowanie praca (promotor):
3.6a.3.1. Agnieszka Drazkowska,

obrona pracy licencjackiej: 2016 r.

tytut pracy licencjackiej:
"Przedwczesna kondensacja chromosoméw (PCC) i katastrofa mitotyczna (MC) - dwie rézne drogi
prowadzgce do $mierci komérki"” ('Premature chromosome condensation and mitotic catastrophe -
two different ways leading to cell death').
Kierujgcy pracg: dr Dorota Rybaczek
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(g) INNE RODZAJE DZIAtALNOSCI NAUKOWEJ (WSPOLPRACA NAUKOWA)

10.

od 2012 r. - wspotpraca naukowa z Profesorem Jaroslav'em DoleZel'em, doktorem Janem
Vrana i doktor Beatg Petrovska z Instytutu Botaniki Eksperymentalnej (Centre of Plant -
Structural and Functional Genomics, AS CR, Olomouc, Republika Czeska) - badania z zakresu
proteomiki; pierwsza publikacja - w recenzji.

od 2012 r. - wspodtpraca naukowa z Profesorem J. Julian'em Blow'em z Wellcome Trust
Centre for Gene Regulation & Experession, UK (badania procesu replikacji DNA) - staz
naukowy odbedzie sie w roku 2017/2018;

wspotpraca naukowa z dr Aneta Balcerczyk z Uniwersytetu tédzkiego (badania dotyczace
zmian epigenetycznych zwigzanych z procesem angiogenezy) i z Profesorem Assam'em
El-Osta (Epigenetics in Human Health and Disease Laboratory, AU); pierwsza publikacja

- w recenzji; druga publikacja - w przygotowaniu.

wspotpraca naukowa z dr Januszem Niedojadto z Uniwersytetu im. Mikotaja Kopernika
w Toruniu (analizy mikroskopowo-elektronowe procesu replikacji DNA w chromatynie
mitotycznej typu PCC - publikacja w przygotowaniu);

wspdtpraca naukowa z dr hab. Maciejem Wnukiem prof. nadzw. z Uniwersytetu
Rzeszowskiego (analizy FISH i PRINS) — publikacja — w recenz;ji;

wspotpraca naukowa z dr Danielem Broda z Uniwersytetu Rzeszowskiego (metoda DIGE: 2D
Fluorescence Difference Gel Electrophoresis - biatka PCNA i Cdc6 - publikacja w
przygotowaniu);

wspdtpraca naukowa z dr hab. Monikg Bugno-Poniewierska prof. IZ z Instytutu Zoologii, PAN
w Balicach k. Krakowa (metoda mikrodysekji i otrzymywanie sond genetycznych malujacych
chromosomy Vicia faba — przygotowano zgtoszenie patentowe);

wspotpraca naukowa z Profesor dr hab. Krystyng Gérecka z Instytutu Ogrodnictwa
w Skierniewicach (Zaf.7.8; wykorzystanie komérek gametycznych do wyprowadzania linii
homozygotycznych marchwi);

wspotpraca naukowa z Profesor dr hab. Krystyng Janas z Uniwersytetu tédzkiego (Zat.7.11;
badanie wptywu jonéw miedzi na siewki soczewicy);

wspotpraca naukowa z dr Marcinem Kiedrzyriskim z Katedry Geobotaniki i Ekologii Ro$lin
Uniwersytetu tddzkiego (badania kariologiczne Cimicifuga europea; okreslenie stopnia
ploidalnosci i morfologii chromosoméw u osobnikéw pochodzacych z réznych siedlisk tj.
laséw bukowych vs laséw debowych - publikacja w przygotowaniu);
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PODSUMOWUIAC:
NA MOJ CALY DOROBEK NAUKOWY SKtADA SIE *:
= 21 prac o tacznym IF 32.601 i 455 pkt MNiSW, oraz

= 55 doniesien zjazdowych: 44 postery i 11 referatow.

w tym - prace skiadajace sie na osiagniecie naukowe: o wspétczynniku oddziatywania

IF 12.765 (zgodnie z rokiem publikacji) i 185 punktach MNiSW;
* dane szczegétowe zawiera Tabela 2 (zamieszczona ponizej) i Zatacznik 3a.
Indeks Hirsch'a (h-index): 6 (wedtug bazy Web of Science);
Sumaryczna liczba cytowan: 119 (wedtug bazy Web of Science),
w tym liczba cytowan prac stanowiacych osiagniecie naukowe: 44 (wedtug bazy Web of Science);

Sumaryczna liczba cytowan (bez autocytowan): 87 (wedtug bazy Web of Science).

DOROBEK PRZED DOKTORATEM STANOWIA:

= 1praca(IF 0.526 i 15 pkt MNiSW), 1 monografia (rozprawa doktorska, 2003 r.), oraz

= 14 doniesien zjazdowych, w tym 10 posteréw i 4 referaty.

DOROBEK PO DOKTORACIE STANOWIA:
= 19 prac (IF 32.075 i 440 pkt MNiSW), oraz

= 41 doniesien zjazdowych, w tym 34 postery i 7 referatéw.
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Tabela 2. Podsumowanie danych bibliograficznych i bibliometrycznych
(publikacje stanowigce osiggniecie naukowe zaznaczono pogrubiong czcionka)

. Fa IF IF IF punkty Sp.oséb SEe
RPN PTG ki Wit publikacji 2014/2015 Sletal Mamw - OPectspetiiad]
Lp. % w zatgczonych plikach
(ostatni dostepny)
1 2002 0.526 1.364 1.08 15 Zat.7.1
2 2003 Rozprawa doktorska Zat.7.2
3 2004 0 0.203 0.126 5 Zat.7.3
4 2004 0 0.203 0.126 5 Zat.7.4
5 2005 3.617 5.009 4.69 40 Zat.7.5
6 2007 1.493 2.651 2.72 30 H2
7 2007 1.259 1.849 1.55 2D Zat.7.6
8 2007 2.893 3.054 2.49 35 H3
i 2008 0.807 1.584 1.67 25 Zat.7.7
10 2008 0.351 0.73 1.04 20 Zat.7.8
11 2009 0 0 0 S Zata.7.9
12 2009 0 0.203 0.126 5 Zat.7.10
13 2010 2.677 2.557 3.04 35 Zat.7.11
14 2011 0 0 0 5 H1
15 2011 2.588 3.054 2.49 35 H4
16 2013 0 0 0 < H5
17 2014 3.071 3.071 2.89 35 Zat.7.12
18 2015 2.963 2.963 3.12 25 Zat.7.13
19 2015 4.565 4.565 4.64 30 Zat.7.14
20 2015 3.234 3.234 3.7 40 H6
21 2016 2,557 2.557 3.04 35 H7
o s
INNOWACYINA ‘ u % FNP UNIA EUROPEJSKA
GOSPODARKA % £ EUROPEJSKI FUNDUSZ
NARGDOWA STRATEGIA SPOINOSCI bt e Looq,\‘" Fundacja na rzecz Nauki Polskiej ROZWOJU REGIONALNEGO

DOTACJE NA INNOWACJE — PROGRAM POMOST

"Praca zostata czgsciowo sfinansowana z projektu POMOST (POMOST/2011-4/8)
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej, finansowanego ze $rodkéw
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego (Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka,
Priorytet |, Dziatanie 1.2 - Wzmocnienie potencjatu kadrowego nauki)".

tédz, dnia 31 maja 2016 roku Podpis habilitanta
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