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Wstep

Stres abiotyczny powodowany takimi czynnikami jak wysokie natezenie $wiatla,
wysoka lub niska temperatura, susza czy metale cigzkie, ma ogromny wplyw na rozwoj
roslin, a w konsekwencji na uzyskiwane z nich plony. Rosliny jako organizmy niezdolne do
aktywnego ruchu, w naturalnym s$rodowisku sg wystawione na dziatanie szeregu réznych
stresdOw abiotycznych czesto oddziatujacych synergistycznie lub jeden po drugim. Pod
wplywem warunkow stresowych w komodrkach wzrasta poziom reaktywnych form tlenu
(RFT) (Szymanska i Strzatka 2010). Ich nadmiar powoduje, ze obecne w komorkach
mechanizmy obronne nie sg w stanie obnizy¢ ich zawartosci do nieszkodliwego poziomu.
Dochodzi wtedy do stanu okre$lanego mianem stresu oksydacyjnego. Dziatanie RFT jako
czasteczek aktywnych chemicznie prowadzi do utleniania lipidow, biatek czy kwasow
nukleinowych, zaburzenia rownowagi komdrkowej, a w koncowym etapie nawet do smierci
komorki. W komorce roslinnej glownym miejscem wytwarzania RFT sg chloroplasty. W ich
obrebie gldéwnymi zrodtami RFT sg fotosystem I (PSI) oraz fotosystem Il (PSII) (Szymanska i
Strzatka 2010).

W celu obrony przed niekorzystnym wpltywem warunkow stresowych rosliny
wyksztalcity szereg mechanizméw obejmujacych wiele poziomOw organizacyjnych (m. in.
Zmiana potozenia lisci, ruchy chloroplastow). Roslinne antyutleniacze, czyli zwiazki ktore
usuwajg RFT, dzielimy na dwie grupy: enzymatyczne i nieenzymatyczne. Do tej ostatniej
grupy nalezg lipidy prenylowe, ktore stanowig jedne z najwazniejszych chloroplastowych
antyutleniaczy. Do lipidow prenylowych nalezg terpeny, chinony prenylowe i sterole. Zwigzki
te petnig kluczowa role w metabolizmie komoérki (np. chinony prenylowe sg transporterami
elektronow 1 protonow w mitochondriach czy chloroplastach). Wspo6lng cechg strukturalng
tych zwigzkow jest obecno$¢ jednostek izoprenoidowych. Zwigzkami o charakterze
antyutleniajgcym z grupy chloroplastowych lipidow prenylowych sa tokochromanole oraz
plastochinol (PQH,-9) i jego pochodne. Tokochromanole to grupa rozpuszczalnych w
tluszczach zwiazkow o charakterze amfipatycznym. Zbudowane sg z polarnego pierscienia
chromanolowego oraz hydrofobowego, izoprenoidowego tancucha bocznego. Do grupy tej
nalezg tokoferole (z nasyconym tancuchem bocznym), tokotrienole (z nienasyconym
tancuchem bocznym) oraz plastochromanol-8 (PC-8) i jego pochodne. W zaleznosci od liczby
1 pozycji grup metylowych w pier§cieniu, wyrézniamy cztery homologi tokochromanoli: a, f3,

v i 8. Plastochromanol-8 to pochodna y-tokotrienolu z dtuzszym tancuchem izoprenoidowym
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(8 jednostek). Wszystkie tokochromanole sg wydajnymi antyutleniaczami, a dla ludzi i
zwierzat sg niezb¢dnymi sktadnikami pozywienia, okre§lanymi jako witamina E (Szymanska i
Kruk 2007).

Wtasciwosci antyoksydacyjne ma takze zredukowana forma plastochinonu (PQ).
Wykazano, ze PQH,-9 skutecznie wygasza tlen singletowy (*O,) oraz pelni role ochronna w
stosunku do PSII w warunkach stresu $wietlnego (Nowicka i in. 2009). Badania
przeprowadzone przeze mnie w ramach pracy doktorskiej pokazaly, ze PQH»-9 jest gtéwnym
chinonem prenylowym syntetyzowanym w odpowiedzi na stres $wietlny u Arabidopsis

thaliana (Arabidopsis) (Szymanska i Kruk 2010).

Obecnie w wielu laboratoriach na $wiecie prowadzone sg badania nad prenylolipidami, ktore

obejmujg mi¢dzy innymi:

a) cCharakterystyke poszczegdlnych etapdéw biosyntezy tokochromanoli i wyjasnienie
mechanizmow regulacji tego procesu w warunkach stresu biotycznego, abiotycznego
oraz w trakcie rozwoju i starzenia si¢ rosliny;

b) poznanie mechanizmu dziatania antyoksydacyjnego lipiddw prenylowych w uktadach
in vitro i in vivo, w tym wyjasnienie funkcji mniej rozpowszechnionych
tokochromanoli (np. y-, -tokoferolu czy PC-8);

c) poznanie funkcji nie-antyoksydacyjnych tokochromanoli (m.in. udziatu w transporcie
cukrow czy regulacji ekspresji genow);

d) wyjasnienie funkcji tokochromanoli w szlakach transdukcji sygnatu w komoérce (m.in.

szlakow zaleznych od fitohormondw).

Moje gléwne zainteresowania badawcze dotycza funkcji oraz regulacji biosyntezy
lipidow prenylowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem tokochromanoli, w czasie stresu
abiotycznego (generowanego zmianami nat¢zenia $wiatla, temperatury oraz toksyczno$cig
metali w tym nanoczastek). W nurt ten wpisuja sig takze badania eko-biochemiczne nad
naturalng zmiennoscig ekotypow Arabidopsis. Tego typu analiza pozwala odpowiedzie¢ na
pytanie w jaki sposob lokalne adaptacje srodowiskowe oraz réznice genetyczne pomigdzy
ekotypami wptywaja na metabolizm lipidow prenylowych. Pomimo, ze udzial
chloroplastowych lipidéw prenylowych w odpowiedzi roslin na stres jest badany od wielu lat,
doktadny mechanizm tego procesu oraz jego regulacja nadal sa stabo poznane. W dalszym
ciggu niewyjasniona pozostaje kwestia funkcji poszczegolnych tokochromanoli w odpowiedzi

na rozne czynniki stresowe, a takze regulacja ich syntezy w tych warunkach. Kolejng
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niepoznang kwestig jest dokladny mechanizm utleniania tych zwigzkOw przez RFT w
warunkach in vivo oraz funkcje powstajacych produktéw utleniania. W opublikowanych
dotychczas prac wynika, ze w zaleznosci od dzialania danego stresora istniejg preferencje
dziatania chloroplastowych lipidéw prenylowych (np. w czasie stresu suszy aktywnoS$cig
dominuje y-tokoferol, a czasie stresu $wietlnego — a-tokoferol i plastochinol) (Szymanska i
Kruk 2008; Szymanska i Kruk 2010). Co wigcej okazuje sig, ze ich zawarto$¢ ich regulowana
jest na poziomie genetycznym. Osobnym zagadnieniem jest takze taksonomiczna dystrybucja
oraz funkcja mniej znanych lipidow prenylowych syntetyzowanych w chloroplastach, np. PC-
8. Aktualny stan wiedzy na temat tego zwigzku zostal przez nas przedstawiony w pracy
przegladowej opublikowanej w Phytochemistry (Kruk i in. 2014). Zagadnienia dotyczace
nowych prenylolipidow beda przeze mnie kontynuowane w ramach przyznanego grantu
SONATA 10 ,,Nowe lipidy prenylowe — wystepowanie, biosynteza i funkcje biologiczne”
(NCN).

Wykaz prac cytowanych w powyzszym tekscie:

1) Szymanska R, Kruk J (2007) Wystepowanie oraz funkcja tokochromanoli u roslin,
zwierzat i u cztowieka. Postepy Biochemii 53(2), 174-182.

2) Szymanska R, Kruk J (2008) Gamma-tocopherol dominates in young leaves of runner
bean (Phaseolus coccineus) under a variety of growing conditions. The possible
functions of y-tocopherol. Phytochemistry 69(11), 2142-2148.

3) Nowicka B, Szymanska R, Kruk J (2009) Chinony prenylowe - wystgpowanie i
funkcja. Postepy Biochemii 55(3), 307-315.

4) Szymanska R, Kruk J (2010) Plastoquinol is the main prenyllipid synthesized during
acclimation to high-light conditions in Arabidopsis and is converted to
plastochromanol by tocopherol cyclase. Plant and Cell Physiology 51(4), 537-545.

5) Szymanska R, Strzatka Kazimierz (2010) Reaktywne formy tlenu w roslinach:
powstawanie, dezaktywacja i rola w przekazywaniu sygnatu. Postepy Biochemii 56(2),
182-201.

6) Kruk J, Szymanska R, Cela J, Munne-Bosch S (2014) Plastochromanol-8: Fifty years
of research. Phytochemistry 108: 9-16.

Cel badan

Tematyka prac, ktore uwzglednitam do oceny wpisuje si¢ w zakres badan
prowadzonych tez w innych laboratoriach, przy czym stanowi ich uzupetnienie i rozszerzenie.
Gléwnym celem tych pracy byto poznanie mechanizmu dzialania antyoksydacyjnego
chloroplastowych lipidow prenylowych w warunkach stresu oksydacyjnego generowanego
czynnikami abiotycznymi ($wiatto, temperatura, nanoczastki) oraz w czasie aklimatyzacji do
tych warunkow. Poprzez realizacje tych prac chciatam wyja$ni¢, jaki udzial majg

poszczegolne lipidy w reakcji na te warunki. Odpowiedz lipidéw prenylowych zalezy od
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natezenia oraz czasu trwania czynnika stresowego. W trakcie aklimatyzacji obserwujemy
akumulacje tych zwiazkow, natomiast w czasie krotkotrwatego, silnego stresu dochodzi do
znacznego spadku ich zawartosci. W zwigzku z tg obserwacjg naszym celem bylo
wyjasnienie, jakie produkty powstajg w warunkach stresu oksydacyjnego. Dodatkowo naszym
celem byta analiza ekspresji genow biosyntezy tokochromanoli, zarébwno w trakcie
aklimatyzacji jak i stresu. Uzupetnieniem tych badan jest analiza profilu lipidow prenylowych
oraz ekspresji gendéw ich biosyntezy w ekotypach Arabidopsis thaliana, (ang. accessions)
ktore stanowig warianty tego samego gatunku rozpowszechnione na calym $wiecie. Celem
tych badan byla analiza naturalnej zmiennosci ekotypow w odpowiedzi prenylolipidow na

aklimatyzacje do zwigkszonego natezenia $wiatta oraz obnizonej temperatury.

Opis uzyskanych wynikow

Pierwszym etapem prac w realizacji w/w celdow byta analiza zawarto$ci lipidow
prenylowych w dzikim typie (WT) oraz mutantach biosyntezy tokochromanoli (vtel-vte4)
Arabidopsis. Prowadzone eksperymenty miaty na celu wykazanie wptywu na te zwiazki
warunkow swietlnych w dwdch wariantach: i) w czasie aklimatyzacji do wysokiego nat¢zenia
$wiatla; 1) w czasie stresu $wietlnego, czyli krotkotrwatego dziatania silnego $wiatta. W
trakcie badan wykazaliSmy, ze w czasie stresu Swietlnego w chloroplastach powstaja
produkty utlenienia lipidow prenylowych. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w Plant,
Cell and Environment (Publikacja 1). Praca ta byla czg¢Sciowo kontynuacjg badan
prowadzonych przeze mnie w czasie doktoratu, a ktorych wyniki znalazly si¢ w publikacji
Plant, Cell and Physiology oraz Acta Biochemica Polonica. W trakcie obecnych badan
wykazatam, ze aklimatyzacja do wysokiego natezenia $wiatla (2000 umol fotonéw/m?/s)
prowadzi do akumulacji chloroplastowych prenylolipidéw we wszystkich analizowanych
liniach. Najwickszy przyrost obserwowatam dla a-tokoferolu oraz PQH,-9. Wzrastat takze
poziom PC-8 i PC-OH. W przeciwienstwie do aklimatyzacji, poziom lipidow prenylowych u
roélin poddanych dziataniu stresu $wietlnego (2000 umoli fotonéw/m?/s przez 1 i 2 h) malat.
W tym przypadku, najbardziej znaczacy spadek dotyczyt tych samych zwigzkow (a-tokoferol,
PQH,-9), dla ktérych obserwowano akumulacj¢ w trakcie aklimatyzacji. Uzyskane wyniki
byly zgodne z moim pierwotnym zalozeniem, ze w czasie aklimatyzacji do warunkow
stresowych ro$lina stopniowo zwigksza synteze antyutleniaczy co przejawia si¢ wzrostem ich
zawartosci, natomiast w czasie silnego stresu, zuzycie dost¢pnych lipidow prenylowych

przewyzsza szybko$¢ ich biosyntezy (spadek zawartosci). W czasie stresu swietlnego, w
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chloroplastach dochodzi do stresu oksydacyjnego, podczas ktérego RFT utleniajg lipidy
prenylowe. W zwigzku z tym kolejnym etapem prac byta identyfikacja powstatych in vivo
produktow utleniania. Z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
oraz detekcji fluorescencyjnej w ekstraktach z lisci WT wykryliSmy a-TQ, PQ-C oraz PC-
OH. Identyfikacje PQ-C przeprowadzilismy z wykorzystaniem kolumny z odwrocong faza
oraz redukujacej post-kolumny. Przeprowadzone wczesniej badania in vitro wykazaty, ze w
reakcji utlenienia lipidéw prenylowych przez 'O, powstaje szereg produktéw. W
eksperymentach in vivo potwierdzilismy obecnos¢ a-TQ, PQ-C, PC-OH. Dowodem na
obecnos$¢ w tkankach roslin byt rowniez wzrost ich poziomu w lisciach infiltrowanych cigzka
woda (w cigzkiej wodzie czas zycia 'O, jest wydluzony). W infiltrowanych lisciach
poddanych dziataniu stresu $wietlnego, najwigksze zmiany dotyczyly PQ-C — jego poziom
znaczaco wzrastat, zarowno w WT jak i mutantach vte Arabidopsis. Dodatkowo, wzrost ten
byt skorelowany ze spadkiem zawartosci PQH»-9. W tych samych warunkach, spadek
poziomu PC-8 nie byl zwigzany ze wzrostem PC-OH. Jego zawarto§¢ natomiast wzrastata
wraz z wiekiem ro$lin aklimatyzowanych do silnego, stabego a takze bardzo stabego $wiatta.
Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, ze PC-OH tworzy si¢ w warunkach dlugotrwatej, mniej
intensywnej produkcji ‘O, natomiast PQ-C w czasie silnego, krétkotrwatego stresu, gdzie
wytwarzanie 'O, jest wicksze. Te réznice zwiazane sa z rozmieszczeniu macierzystych
zwigzkow (PQ-9 1 PC-8) — w tylakoidach poziom PQ-9 w obu formach utlenionej i
zredukowanej, byt az 4-krotnie wyzszy niz PC-8. Analiza zawartosci PC-OH w mutantach
vte2 i vted oraz PQ-C w vtel, vte2, vted nie wykazata roznic pomigdzy tymi liniami a WT co
wskazuje, ze produkcja 'O, w tych warunkach jest we wszystkich liniach na podobnym
poziomie. Te wyniki $wiadczg takze o kompensacyjnym dzialaniu antyutleniajgcym PQH2-9

w przypadku braku tokoferoli w warunkach stresu §wietlnego u Arabidopsis.

Kontynuacja wyzej opisanych wynikéw byta publikacja, ktora takze ukazata si¢ w
Plant, Cell and Environment (Publikacja 2). Z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej oraz detekcji fluorescencyjnej zidentyfikowaliSmy w liSciach WT i
vtel oprocz opisanych wyzej inne, dotychczas nieopisane u Arabidopsis produkty utlenienia
prenylolipidow: zredukowang forme PQ-C oraz PQ-B czyli ester kwaséw ttuszczowych oraz
PQ-C. Detekcja obu form PQ-C (utlenionej i zredukowanej) oraz PQ-B opierala si¢ na
wykorzystaniu kolumny z odwrdcong fazg i redukcji chinondw na post-kolumnie platynowej
z wykorzystaniem uktadu solwentow (metanol w przypadku PQ-C oraz metanol/izopropanol

w przypadku PQ-B). Punktem wyjscia do tych analiz byly wyniki uzyskane w poprzedniej
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pracy (Publikacja 1), gdzie wykazalismy ze PQ-C powstaje jako produkt utleniania PQ-9, ale
poziom tego zwiazku nie wzrastat pod wptywem silnego $wiatta. Dodatkowo, poziom PQ-C
nie rbwnowazyt obserwowanego spadku zawartosci PQ-9. Dlatego postawiona przez nas
hipoteza zaktadala wystepowanie zredukowanej formy PQ-C. Wyniki analiz
chromatograficznych wykazaly obecno$¢ tej formy juz w lisciach roslin kontrolnych
hodowanych w stabym swietle. Pod wptywem silnego $wiatta, poziom PQH,-C stopniowo
zwickszal si¢, a nawet przekraczal zawartos¢ PQ-9. Wyniki te potwierdzity, ze w czasie stresu
swietlnego PQ-C akumuluje si¢ glownie w formie zredukowanej. Dodatkowe badania, z
wykorzystaniem mutantow vtel Arabidopsis wykazaly, ze obie formy PQ-C gromadzg si¢
pod wptywem silnego $wiatla, natomiast w obecnosci D,O poziom PQH,-C znaczaco nie
zmienial si¢. Analiza zawartosci lipidow prenylowych we frakcjach chloroplastow wykazata,
ze PQ-9 jest zlokalizowany gtownie w btonach tylakoidowych i w plastoglobulach, natomiast
czas zycia 10, w D,O jest przedluzony w fazie wodnej chloroplastow. Co ciekawe, w czasie
relaksacji zawartos¢ zredukowanej formy PQ-C spadata tylko u WT Arabidopsis, natomiast

efekt ten nie wystgpowat u mutanta vtel.

W toku dalszych eksperymentdéw, wykazalismy obecnos¢ w chloroplastach PQ-B —
estru kwasow thuszczowych PQ-C. Forma ta byla juz opisywana w literaturze, ale po raz
pierwszy zidentyfikowana u Arabidopsis. U WT Arabidopsis poziom PQ-B stopniowo
wzrastal pod wplywem silnego S$wiatta, natomiast u mutanta viel poczatkowo
obserwowalismy spadek jego zawarto$ci, a nastgpnie wzrost. Oprocz wymienionych
produktéw utleniania PQ (PQ-C, PQH,-C oraz PQ-B) w chloroplastach WT Arabidopsis
wykazali$my obecno$¢ PC-OH, ktorego poziom podnosit si¢ pod wptywem s$wiatta. Kilka lat
wczesniej w naszym laboratorium w ramach pracy doktorskiej pani Jolanta Gruszka
przeprowadzita eksperymenty in vitro, w ktérych dowiodta, ze pod wpltywem 'O, powstaje
cate spektrum produktow utlenienia prenylolipidow, w tym PQ-C, PQH,-C, PQ-B, PQ(OH)s-
9, PC-OH, PC(OH)s, chinon PC-8 (Gruszka i in. Free Rad Biol Med. 45: 920-928, 2008). O
ile obecno$¢ niektorych z tych zwigzkéw udato si¢ potwierdzi¢ in vivo, to pozostate nie
zostaty wykryte. Wyniki uzyskane w obu oméwionych wyzej pracach staty si¢ podstawa
artykulu przegladowego dotyczacego funkcji chinondow izoprenoidowych w czasie stresu

oksydacyjnego u roslin, opublikowanego w New Biotechnology (Publikacja 6).

Z wykorzystaniem opracowanej przeze mnie metody oznaczania ekspresji genow
biosyntezy tokochromanoli (vtel-vte5) w czasie rzeczywistym (qRT-PCR) wykazalismy, ze
zarbwno pod wplywem silnego $wiatta jak i aklimatyzacji dochodzi do specyficznego
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wzrostu poziomu ekspresji genu vte2, kodujacego fitylotransferaze homogentyzynianows.
Reakcja katalizowana przez ten enzym odgrywa kluczowa role w regulacji biosyntezy
chloroplastowych prenylolipidéw. Wysoki poziom ekspresji genu vte2 wystepowat takze u
mutanta vtel, co $wiadczy, ze gen vtel nie wptywa na ekspresje vte2. Dodatkowo, w lisciach
infiltrowanych D,0 ekspresja vte2 byta podwyzszona. Uzyskane wyniki sugeruja, ze wzrost
ekspresji genu vte2 jest zwigzany z dzialaniem '0, w warunkach wysokiego natezenia

Swiatla.

Kontynuacja, a zarazem uzupelnieniem wyzej opisanych prac sa badania dotyczace
zagadnienia aklimatyzacji do warunkow stresowych u Arabidopsis. Do$wiadczenia te
prowadzatam z wykorzystaniem ekotypoéw Arabidopsis i byly one realizowane w ramach
kierowanego przeze mnie projektu luventus Plus MNIiSW (IP2011 055271). Wyniki tych
badan zostaty opublikowane w dwoch artykutach w Physiologia Plantarum (Publikacja 3 i
Publikacja 4). Wymiernym efektem tych prac jest takze praca przegladowa dotyczaca
ekotypdéw 1 mozliwosci ich wykorzystania w badaniach nad naturalng zmiennoscia, ktorg
opublikowalam w Postepach Biochemii (Publikacja 7). Praca ta stanowi pierwszg i jedyna

pozycje omawiajace te zagadnienia w jgzyku polskim.

Rosliny, jako organizmy pozbawione mozliwosci aktywnego poruszania si¢ musza
by¢ wyposazane w mechanizmy warunkujace ich prawidlowy rozwdj w warunkach
zmieniajgcego si¢ Srodowiska, gtownie Swiatla i temperatury. Pod wplywem lokalnych
warunkow Klimatycznych wyksztatcajg specyficzne mechanizmy chronigce przed warunkami
stresowymi. Doskonatym narzedziem do studiowania tego typu zaleznos$ci sg ekotypy, ktore
stanowig roézne warianty tego samego gatunku, ale wykazujace naturalng zmienno$¢ w
odpowiedzi ro$lin na stres. Ich wykorzystanie umozliwito mi nie tylko zbadanie funkcji
chloroplastowych lipidow prenylowych w czasie aklimatyzacji do warunkéw s$wietlno-
temperaturowych, ale takze analiz¢ naturalnej zmiennos$ci tych zwiazkéw w obrgbie

analizowanych ekotypow.

W poczatkowym etapie prac (Publikacja 3) skupitam si¢ na analizie r6znic w
odpowiedzi fizjologicznej i antyoksydacyjnej pomigdzy dwoma ekotypami Arabidopsis
aklimatyzowanymi do czterech réznych warunkow s$wietlno-temperaturowych (I wariant
hodowlany — 16°C i niskie nat¢zenie $§wiatla; I wariant — 16°C i wysokie nat¢zenie Swiatla;
Il wariant — 23°C 1 niskie nat¢zenie $wiatla oraz IV wariant — 23°C i wysokie nat¢zenie

swiatta). Do badan wybratam ekotypy: Shahdara (Sha) i Lovvik-5 (Lov-5), pochodzace ze
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skrajnych warunkow $rodowiskowych (rézna roczna suma opaddéw, Srednia roczna
temperatura, nastonecznienie, wysoko$¢ n.p.m, itd.), wykazujace inne strategie zyciowe 0raz
roznigce si¢ odpornoscia na stres. Lov-5 pochodzi z poinocnej Szwecji, natomiast Sha z gor
Pamir w Tadzyskistanie (3500 m n.p.m.). Bazujagc na wymienionych rdznicach
postanowiliSmy sprawdzi¢ jaka bedzie odpowiedz tych roslin poddanych aklimatyzacji do
roznych warunkow temperaturowo-swietlnych. Analiza lipidéw prenylowych wykazata
wickszg ich zawartos¢ w wysokogorskim ekotypie, z wyjatkiem warunkéw 16°C/HL.
Ponadto oba ekotypy mialy wyzszg zawarto$¢ prenylolipdiow w temperaturze 23°C niz w
16°C. Co cickawe, nie obserwowatam rdznic pomiedzy zawarto$cig antyoksydantow w
zaleznos$ci od zastosowanego natgzenia S$wiatla. To oznacza, ze w badanym przypadku
synteza lipidow prenylowych jest uzalezniona od temperatury wzrostu, a nie od warunkdw
swietlnych. Podobnie, jak w opisanych wcze$niej wynikach prac, we wszystkich
zastosowanych warunkach najwigkszy przyrost zawartoSci wykazywat a-tokoferol oraz
PQH»-9. Gorski ekotyp Sha miat wyzszy poziom PC i PC-OH niz Lov-5. Analiza qRT-PCR
poziomu ekspresji genow (vtel-vte5) u obu ekotypdw wykazata, ze aklimatyzacja do
zastosowanych warunkéw powoduje wyrazny wzrost poziomu ekspresji dwoch genow — vte3
(kodujacy metylotransferaze metylofitylobenzchinolu) oraz vte5 (kodujacy kinaze fitolu). To
oznacza, ze w zastosowanych warunkach oba te geny specyficznie reguluja synteze
prenylolipdiow. Poziom ekspresji wszystkich gendéw byt wyzszy u ekotypu Sha.
Uzupetnieniem badan dotyczacych odpowiedzi antyoksydacyjnej, byta analiza poréwnawcza,
ktora obejmowata szeroki poziom organizacyjny roslin (badania fenotypowe, fizjologiczne
przez analiza ultrastruktury chloroplastow). W kazdym przypadku obserwowalismy znaczne
roznice pomiedzy ekotypami. Uzyskane w trakcie tych analiz wyniki pozwolity na
wyciagnigcie nastepujacych wnioskéw: 1) znacznie nizsza zawarto$¢ chlorofilu u Sha moze
stanowi¢ adaptacje do warunkow wysokogorskich; 2) rosliny rosngce w nizszej temperaturze
wykazuja bardziej wydajne niefotochemiczne wygaszanie fluorescencji (NPQ); 3) wyzsza
temperatura wzrostu powoduje zaburzenia struktury migkiszu oraz ultrastruktury
chloroplastow; 4) pod wptywem wysokiego natezenia $wiatta pula PQ-9 jest utrzymywana w
stanie utlenionym, co moze by¢ jednym z mechanizméw adaptacyjnych zapobiegajacych

fotoinhibicji.

Kontynuacjg opisanych powyzej wynikoéw jest praca opublikowana w Physiologia
Plantarum (Publikacja 4). W tym przypadku analiz¢ rozszerzytam na 25 ekotypow
Arabidopsis pochodzacych z r6znych warunkéw klimatycznych. Ekotypy te, tak samo jak
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poprzednio, byly aklimatyzowane do czterech r6znych warunkéw $wietlno-temperaturowych
(opisanych wyzej). Po 5 tygodniach wykonaliSmy analize zawarto$ci prenylolipidow oraz
poziomu ekspresji gendw ich biosyntezy (vtel-vte5), a interpretacje wynikoéw rozszerzyliSmy
0 dane Kklimatyczne dla miejsc pochodzenia ekotypdéw. W analizowanych ro$linach
obserwowali$my znaczne réznice W poziomie i sktadzie tokochromanoli, lecz najwyzsze i
najnizsze warto$ci dotyczyly tych ekotypow, dla ktorych $rednia roczna temperatura nie
przekracza 7°C. Dla roslin hodowanych w 23°C stosunek PC-OH/PC byt zdecydowanie
nizszy niz w 16°C, co wskazuje Ze nizsza temperatura promuje tworzenie PC-OH. Taka
zalezno$¢ nie byla obserwowana w stosunku do warunkéw S$wietlnych. W obnizonej
temperaturze obserwowali$§my takze wyzszy poziom PQH2-9. Co wigcej w 16°C wyraznie
wzrost poziom ekspresji gendw vtel i vted. W celu sprawdzenia czy pomiedzy zawartoscia
prenylolipidow, poziomem ekspresji gendw ich biosyntezy a warunkami wzrostu ekotypow
istniejg korelacje, przeprowadzili$my statystyczng analiz¢ sktadowych gtéwnych PCA — (ang.
principal component analysis). Analiza PCA wykazata, ze poziom lipidéw prenylowych jest
uzalezniony od temperatury wzrostu ro$lin a nie warunkow $wietlnych. Najwigkszy wplyw w
uzyskany rozktad miat poziom ekspresji gendw vtel, vted, vte5 oraz zawartos¢ a-tokoferolu.
Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz danych klimatycznych dokonali$my takze analizy
skupien. Uzyskane dendrogramy pokazaly, ze ekotypy pochodzace z terenéw o podobnej
$redniej rocznej temperaturze (wyzszej niz 10°C i nizszej niz 5°C) maja zblizong zawarto$¢
tokochromanoli. Takiej korelacji nie oberwaliSmy biorgc pod uwage region, z ktdrego dany
ekotyp pochodzi. Wyniki obu prac (Publikacja 3 i Publikacja 4) byly prezentowane na
Sympozjum Fotosyntetycznym na Krecie (2015) oraz na Zjezdzie Biochemicznym w
Warszawie (2014).

Kontynuacja zagadnienia dotyczacego aklimatyzacji 1 zwigzanych z tym
mechanizméw antyoksydacyjnych sa wyniki badan opublikowane w Environmental Pollution
(Publikacja 5). Stres abiotyczny moze by¢ wywotany nie tylko zmianami natezenia Swiatta
czy temperatury, ale takze zanieczyszczaniami $rodowiska, w tym obecnymi w coraz
wigkszym stopniu nanoczgstkami. Do doswiadczen wybrali$my nanoczastki tlenku tytanu
(IV) (nano-TiOy) ze wzgledu na: 1) szerokie wykorzystanie w réznych sektorach gospodarki,
a co za tym idzie znaczne rozpowszechnienie w $rodowisku; 2) nietypowe, W poréwnaniu do
wickszych czastek, cechy; 3) wykazywanie efektu fotokatalitycznego pod wplywem
o$wietlania oraz zwigzane z tym generowanie RFT. Naszym celem byto sprawdzenie jaki jest

funkcja chloroplastowych lipidow prenylowych u roslin hodowanych w obecnosci nano-TiO;
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oraz poddanych dziatlaniu stresu $wietlnego. Jest to pierwsza praca pokazujaca wpltyw
nanoczastek na metabolizm tokochromanoli i plastochinonu oraz uzupetniona o kompleksowa
analiz¢ biochemiczno-molekularng. Nasiona Arabidopsis byly inkubowane przez 48 h w
zawiesinie wzrastajacych stg¢zen nano-TiO, (100 — 1000 pg/ml) i hodowane w ziemi przez 4
tygodnie. Analiza masowa potwierdzita obecno$¢ tytanu w lisciach roslin. Z
przeprowadzonych badan wynika, ze tylko wyzsze stezenia nano-TiO, powodujg stres
oksydacyjny (obserwowany jako peroksydacja lipidéw), co za tym idzie objawy toksycznosci
I wzrost poziomu antyutleniaczy. Pod wplywem nizszych stezen nano-TiO,, zawarto$¢
tokochromanoli spadata, a podwyzszony ich poziom wystepowat przy 1000 ug/ml nano-TiOs.
Natomiast w lisciach roslin poddanych réwnoczesnie dziataniu nanoczastek oraz stresowi
$wietlnemu (2500 pmoli fotonéw/m?/s) poziom tokochromanoli wzrastal wraz ze wzrostem
stezenia nano-TiO,, CO 0znacza ze w czasie Synergistycznego dziatania silnego $wiatla i
nanoczastek efekt toksyczny poteguje si¢. Rezultat ten jest dodatkowo potggowany przez
infiltracje lisci DO, co $wiadczy o wysokiej aktywnosci 'O, w tych warunkach.
Kompleksowa analiza wptywu nano-TiO, na wzrost i rozwoj Arabidopsis pozwolita na
wysnucie nastepujgcych wnioskow: 1) obserwowany spadek $wiezej i suchej biomasy roslin
w ro$linach traktowanych nano-TiO, moze mie¢ zwigzek z zaburzeniem transportu
mikroelementow; 2) pod wpltywem nanoczgstek chlorofil ulega degradacji; 3) rownoczesne
dziatanie nanoczastek i silnego $wiatta prowadzi do spadku aktywnosci Katalazy i wzrostu
aktywnosci SOD, co moze $wiadczy¢ powstawaniu anionorodnika ponadtlenkowego w fazie
wodnej chloroplastdéw; 4) przy matych stezeniach nano-TiO,, dochodzi do obnizenia ekspres;ji
gendw vtel-vte5, a przy wysokich do jej wzrostu, co koreluje z zawartoscig tokochromanoli;
5) pod wpltywem nano-TiO, poziom PQH,-9 spada co sugeruje, ze w tych warunkach
wystepuje on gtdwnie w formie utlenionej; 6) najwiekszy wzrost poziomu ekspresji dotyczy
genu vteb, co Scisle koreluje ze spadkiem st¢zenia chlorofilu (kinaza fitolu kodowana przez
gen vte5 fosforyluje fitol uwolniony w czasie degradacji chlorofilu, ktory jest
wykorzystywany jako substrat w syntezie tokochromanoli); 7) duze stezenia nano-TiO;
powoduja peroksydacje lipidow, czym mozna wytlumaczy¢ wzrost poziomu lipofilnych

tokochromanoli w tych warunkach.
Najwazniejsze wnioskKi:

W przedstawionych powyzej pracach opisatam funkcje chloroplastowych lipidow

prenylowych ze szczegdlnym uwzglednieniem tokochromanoli i plastochinolu w czasie
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stresu oksydacyjnego generowanego czynnikami abiotycznymi, tj. natezenie Swiatta, zmiany
temperatury oraz obecno$¢ nanoczastek (wplyw tych czynnikoéw byt testowany pojedynczo
lub w kombinacjach). Wszystkie badania byly prowadzone na modelowej roslinie
Arabidopsis thaliana i uwzgledniaty nie tylko, wykorzystywany standardowo w laboratoriach
na $wiecie ekotyp Columbia, ale takze inne ekotypy pochodzace z r6znych miejsc w Euroazji.
Zamierzeniem przeprowadzonych doswiadczen bylo wykazanie rézni¢ w metabolizmie
omawianych zwiazkéw w czasie stresu oraz aklimatyzacji. Do najwazniejszych wnioskow

mozna zaliczy¢ wykazanie, ze:

- w czasie aklimatyzacji do wysokiego nat¢zenia $wiatta dochodzi do akumulacji

tokochromanoli i plastochinolu;

- pod wplywem stresu czyli krotkotrwalego dziatania niekorzystnego czynnika,

chloroplastowe lipidy prenylowe sg konsumowane, w zwigzku z czym ich poziom maleje;

- w czasie stresu fotooksydacyjnego powstaja produkty utlenienia prenylolipidow; pod
wplywem 'O, plastochromanol-8 utlenia si¢ do hydroksy-plastochromanolu, natomiast
plastochinon-9 do plastochinonu-C; w chloroplastach tworzy si¢ takze plastochinon-B,

bedacy estrem kwasow thuszczowych oraz plastochinonu-C;

- w warunkach stresu $wietlnego plastochinon-C wystepuje gléwnie w formie zredukowane;j,

zarowno w dzikiem typie jak i w pozbawionym tokoferoli mutancie vte;

- 10, tworzacy si¢ w czasie stresu $wietlnego specyficznie podnosi ekspresje genu vte2

kodujacego fitylotransferaze homogentyzynianowg;

- w czasie aklimatyzacji, poziom chloroplastowych lipidow prenylowych zalezy od warunkow

$wietlno-temperaturowych;

- zawarto$¢ lipidow prenylowych jest $cisle uzalezniona od miejsca pochodzenia danego

ekotypu i jest efektem przystosowan do lokalnych warunkow klimatycznych;

- aklimatyzacja ekotypow do wysokiego natgzenia $wiatta oraz obnizonej temperatury
powoduje aktywacje genow vte3 oraz vieb, w przeciwienstwie do warunkow stresowych, w

ktorych wigksze znaczenie ma aktywacja vte2;
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- w czasie aklimatyzacji zawarto$¢ lipidow prenylowych oraz poziom ekspresji gendow
zmienia si¢ w zalezno$ci od zastosowanych warunkdéw hodowli, przy czym wigkszy udziat

ma temperatura niz warunki swietlne;

- u ro$lin aklimatyzowanych do nizszej temperatury wzrasta poziom hydroksy-

plastochromanolu, co wskazuje na wigksza produkcje *O, w tych warunkach:;

- pod wptywem nanoczastek metali, poziom prenylolipdiow zmienia si¢, ale zakres tych
zmian jest zalezny od zastosowanego stezenia — objawy stresu oksydacyjnego dotycza tylko

wysokich stezen (1000 pg/ml);

- synergistyczne dziatanie nanoczastek oraz wysokiego natezenia $wiatta powoduje znaczny
wzrost poziomu lipidow prenylowych, co swiadczy wystepowaniu stresu oksydacyjnego w

tych warunkach;

- przy duzych stezeniach nanoczastek wzrasta poziom ekspresji genu vte5, co ma zwigzek z
obserwowang degradacja chlorofilu w tych warunkach; gen vte5 koduje kinaz¢ fitolu, ktora

wykorzystuje fitol pochodzacy z rozktadu chlorofilu do syntezy tokochromanoli.

Bazujac na uzyskanych wynikach mozna powiedzie¢, ze w zaleznosci od dziatajacego
czynnika stresowego, jego nat¢zenia oraz czasu trwania zachowanie lipidow prenylowych jest
inne. W czasie krotkotrwatego dziatania warunkow stresowych tokochromanole i plastochinol
sg zuzywane, czego skutkiem jest powstawanie produktow ich utlenienia. Zwigzki te moga
by¢ traktowane zatem jako markery stresu oksydacyjnego. Z kolei w czasie aklimatyzacji
wzmozona ich synteza skutkuje akumulacjg tych antyutleniaczy. Regulacja biosyntezy tych
zwigzkoOw ma miejsce na wielu etapach i jest takze zalezna od zastosowanych warunkow
hodowlanych. Oznacza to, ze odpowiedz chloroplastowych lipidéw prenylowych jest
specyficzna dla danego czynnika stresowego i powinna by¢ rozpatrywana odmiennie.
Dodatkowym czynnikiem, ktory ma kluczowe znacznie w odpowiedzi antyoksydacyjnej jest
takze pochodzenie gatunkow 1 zwigzane z tym lokalne adaptacje do warunkow

klimatycznych.
Kierunki kontynuacji badan

Omowione badania stanowig cz¢$¢ prowadzanych przeze mnie prac dotyczacych
metabolizmu chloroplastowych lipidéw prenylowych. Gtéwny ich nurt dotyczy funkcji

lipidow prenylowych w czasie stresu abiotycznego. Uzupelnieniem a zarazem kontynuacja
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badan jest identyfikacja i analiza nowych lipidow prenylowych w ramach przyznanego w
edycji X grantu NCN Sonata pt. ,,Nowe lipidy prenylowe — wystgpowanie, biosynteza i funkcje
biologiczne”, ktérego jestem kierownikiem. Dodatkowo, moje prace skupiaja si¢ wokot
biosyntezy tokochromanoli ze szczegdlnym uwzglednieniem kluczowych dla niej enzymow —
VTE1L (cyklazy tokoferolu) oraz VTES (kinazy fitolu). Zagadnienia te uwzgledniajg badania
nad specyficzno$cig substratowa tych enzyméw in vitro oraz in vivo. W przypadku VTEDS,
gtowny nacisk potozony jest na poznanie mechanizmu alternatywnego szlaku biosyntezy
tokochromanoli zaleznego od katabolizmu chlorofilu. Roéwnolegle z tymi pracami bede
prowadzila badania nad enzymem o aktywnos$ci oksydazowej, ktory utlenia tokoferole i
ktorego aktywno$¢ udato mi si¢ wykazaé jeszcze w czasie prac nad doktoratem. Kolejnym

etapem prac begdzie proba oczyszczania tego enzymu i jego charakterystyka.
Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych (artystycznych)

Oprocz publikacji wymienionych i oméwionych powyzej, w sktad mojego dorobku
naukowego wchodzi jeszcze 15 prac oryginalnych, 3 prace przegladowe w jezyku angielskim,
7 prac przegladowych w jezyku polskim, 2 doniesienia w materiatach pokonferencyjnych i 6
rozdzialtow w ksigzkach. Obecnie jestem kierownikiem grantu Sonata 10 (NCN) oraz
wykonawca grantu OPUS 10 (NCN). W poprzednich latach bylam kierownikiem grantu
luventus Plus (Nr 1P2011 055271; 2012-2014), gtéwnym wykonawca w grancie NCN OPUS
(Nr 2011/01/B/NZ1/00079; 2012-2015; kierownik Prof. dr hab. Jerzy Kruk) oraz wykonawca
w dwobch innych grantach: NCN Harmonia (Nr 2011/01/M/NZ1/01170; 2012-2015;
kierownik Prof. dr hab. Kazimierz Strzatka) oraz projekt KBN (Nr N302 04932; 2007 — 2010;
kierownik Prof. dr hab. Jerzy Kruk).

Moje zainteresowania badawcze od poczatku dotyczyly zagadnien zwigzanych z
tokochromanolami (witaming E) oraz innymi chloroplastowymi lipidami prenylowymi.
Badania te stanowity jeden z glownych nurtow badan w Zaktadzie Fizjologii i Biochemii
Roslin Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego, w
ktorym wykonywatam prace magisterska, a pdzniej doktorska.

W trakcie badan w ramach pracy doktorskiej, ktéra dotyczyla biosyntezy
tokochromanoli w czasie stresu $wietlnego, udato mi si¢ wykaza¢, ze PC-8 dzieli ten sam
szlak biosyntezy co tokoferole i jest syntetyzowany przez cyklaze tokoferolu (VTEN).
Dodatkowo, po raz pierwszy wykazatam obecnos¢ w lisciach roslin hydroksylowej pochodne;j
plastochromanolu (PC-OH). W toku badan pokazatam réwniez, ze w etiolowanych lisciach

fasoli dominuje y-tokoferol, a nie jak normalnie a-tokoferol, oraz ze ma on znaczenie w
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ochronie przed suszg. Co wigcej, w etiolowane] fasoli wykazatlam obecno$¢ oksydazy
tokoferolu i przeprowadzitam badania nad specyficzno$cia tego enzymu. Cze$é
eksperymentow do pracy doktorskiej wykonywalam w trakcie kilkumiesiecznych stazy
naukowych na Uniwersytecie Christian Albrecht w Kiel w Niemczech, w ramach wspotpracy
prof. Jerzego Kruka z dr Jonem Folkiem i prof. Karin Krupinska z tamtejszego uniwersytetu.
Wyniki prac, o ktorych traktuje moja praca doktorska, zostaty opublikowane w Plant and Cell
Physiology (2010), Acta Biochemica Polonica (2010), Acta Physiologieae Plantarum (2013)
oraz w Phytochemistry (2008).

Po obronie pracy doktorskiej w centrum moich zainteresowan nadal pozostaje
tematyka chloroplastowych lipidow prenylowych, stresu abiotycznego i oksydacyjnego.
Oprécz centralnego nurtu badan, ktdry stanowi przedmiot osiagnigcia naukowego

przedstawionego do oceny, prowadzone przeze mnie badania przyczynity si¢ m.in. do:

a) rozszerzenia wiedzy dotyczacej taksonomicznej dystrybucji tokoferoli, plastochromanolu-
8 1 hydroksy-plastochromanolu (ro$liny wyzsze, glony, mszaki) (prace w Plant
Physiology and Biochemistry (2007), Acta Biochimica Polonica (2008), Acta Biologica
Cracoviensia (2009), Journal of Chilean Chemical Society (2011))

b) opracowania metod analizy produktow utleniania tokoferoli (Journal of Plant Physiology
(2008)).

c) identyfikacji nowych tokochromanoli — tokomonoenoli (Journal of Plant Physiology
(2011)).

d) oznaczania stanu redoks puli plastochinonu i funkcji lipidow prenylowych w czasie stresu
oksydacyjnego generowanego przez 'O, (BBA-Bioenergetics (2012), Plant, Cell and
Environment (2014).

Prace wymienione powyzej oraz te uwzglednione w osiggnieciu naukowym byly/sg
finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, KBN oraz NCN. Ponadto
prace zwigzane z ekotypami sa wynikiem odbytego przeze mnie stazu w Laboratorium Maxa
Plancka, ktére funkcjonowato przy Matopolskim Centrum Biotechnologii. Prace te byly
efektem wspotpracy z dr Roosg Laitinen z Max Planck Institute of Molecular Plant
Physiology w Golm (Niemcy), ktéra kierowata Laboratorium. Ponadto, wigkszos¢ z
opublikowanych prac powstata we wspolpracy z osrodkami krajowymi i zagranicznymi,

wsrod ktorych znajduja sie:
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a) Laboratorium Mikroskopii Elektronowej, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet 1.6dzki (dr Stawa Glinska)

b) Zaktad Biofizyki, WBBiB UJ (dr Andrzej Zadto)

¢) Laboratorium Srodowiskowe AGH (mgr Wiestaw Knap)

d) Instytut Fizjologii Ro$lin Polskiej Akademii Nauk (dr hab. Ireneusz Slesak)

e) Palacky University, Olomouc, Czechy (prof. Pavel Pospisil)

f) Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology, Golm/Poczdam, Niemcy (dr
Roosa Laitinen)

g) Christian Albrecht University, Kiel (Niemcy) (prof. Karin Krupinska, dr Jon Folk)

h) Barcelona University (prof. Sergi Munne-Bosch, dr Jana Cela)

Podsumowanie

Moj dorobek naukowy obejmuje

- 21 prac doswiadczalnych z listy JCR — laczny IF = 65,932 (zgodnie z rokiem
opublikowania); h index — 8, cytowan 150 (bez autocytowan) — dane z 27.07.2016

- 2 doniesienia w materiatach pokonferencyjnych
- 6 rozdzialow w ksigzkach

- 4 prace przegladowe w jezyku angielskim

- 8 prac przegladowych w jezyku polskim.

Ponadto wyglositam 2 wyktady na zaproszenic w innych o$rodkach naukowych
(Instytut Biochemii, Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszawskiego; Instytut Molekularnej
Fizjologii Roslin im. Maxa Plancka w Golm); 2 wyktady na seminarium Wydziatu Fizyki i
Informatyki Stosowanej AGH oraz dwa wyktady na konferencjach tematycznych (Zjazd
Biochemiczny w Krakowie i Szkota Zimowa Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Zakopanem). Wyniki moich prac zostaty zaprezentowane w
formie 22 posteréw na konferencjach migdzynarodowych oraz krajowych, w tym w 16 bratam
udziat jako o0soba prezentujaca. W czasie mojej pracy bylam promotorem 5 prac
magisterskich, 1 pracy licencjackiej i 3 prac inzynierskich. Bylam takze opiekunka 3
stazystow (kierunek Biologia i Ochrona Srodowiska). Dodatkowo, bylam recenzentem

kilkunastu prac magisterskich i inzynierskich. Jestem cztonkiem 4 towarzystw naukowych
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(Miedzynarodowe Towarzystwo Fotosyntetyczne, Polskie Towarzystwo Botaniczne, Polskie

Towarzystwo Biochemiczne, Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika).
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