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Iy Imie i nazwisko: Wojciech Pokora
2 Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

Dyplom doktora nauk biologicznych w zakresie biologii, 2004 r., Uniwersytet Gdanski, Wydziat
Biologii, Geografii i Oceanologii.

Tytut rozprawy doktorskiej, wykonanej w Katedrze Fizjologii Roslin:
.-Rola dysmutaz ponadtlenkowych w adaptacji glondw z rodzaju Scenedesmus do stresu
oksydacyjnego = wywolanego  dzialaniem = czynnikow  abiotycznych  pochodzenia
antropogenicznego”.
Promotor: Prof. dr hab. Zbigniew Tukaj

Dyplom magistra biotechnologii w zakresie fitopatologia, 2000 r., Miedzyuczelniany Wydziat
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Akademii Medycznej w Gdansku.

Tytutl pracy magisterskiej, wykonanej w Zaktadzie Biotechnologii i Ochrony Roslin
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i AMG:
..Charakterystyka germplazmy dzikich gatunkéw z rodzaju Solanum, odmian hodowlanych
ziemniaka S.7uberosum oraz mieszancoéw somatycznych S.brevidens x S.tuberosum”.
Promotor: Prof. dr hab. Ewa Lojkowska

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Od 01.04.2004 do chwili obecnej: adiunkt w Katedrze Fizjologii i Biotechnologii Roslin,
Wydzial Biologii, Uniwersytet Gdanski.

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

a) tytul osiagnigcia naukowego: ,,Znaczenie nadtlenku wodoru w adaptacji komoérek
mikroglonéw do stresu zwigzanego z zaburzeniami fotosyntezy oraz w przebiegu i
regulacji ich cyklu komérkowego”

b) Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego

1. Pokora W., Tukaj Z., 2010. The combined effect of anthracene and cadmium on
photosynthetic activity of three Desmodesmus (Chlorophyta) species. Ecotoxicol. Environ.
Saf. 73(6): 1207-1213. IF: 2,34; MNiSW: 30. M¢j wklad w powstanie pracy szacuje na
75%.

2. Pokora W., Tukaj Z., 2013. Induction time of Fe-SOD synthesis and activity determine
deferent tolerance of two Desmodesmus (green algae) strains to chloridazon: a study with
the synchronous cultures. Pest. Biochem. Physiol. 107: 68-77. IF: 2,00; MNiSW: 25. Moj
wklad w powstanie pracy szacuj¢ na 80%.

3. Pokora W., Bascik-Remisiewicz A., Tukaj S., Kalinowska R., Pawlik-Skowronska B.,
Tukaj Z., 2014. Adaptation strategies during cell cycle of two Desmodesmus armatus
strains (green microalgae) revealing different tolerance to cadmium: A study with light-
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induced synchronized cultures of algae. J. Phycol. 171: 69-77. IF 2,84; MNiSW: 30. M¢j
wklad w powstanie pracy szacuje na 40%.

4. Pokora W., Aksmann A., Bascik-Remisiewicz A., Dettlaff-Pokora A., Rykaczewski M.,
Gappa M., Tukaj Z., 2017. Changes in nitric oxide/hydrogen peroxide content and cell
cycle progression: Study with synchronized cultures of green alga Chlamydomonas
reinhardtii. J. Plant Physiol. 208: 84-93. IF 3,12; MNiSW: 35. M¢j wklad w powstanie
pracy szacuj¢ na 60%.

5. Pokora W., Aksmann A., Bascik-Remisiewicz A., Dettlaff-Pokora A., Tukaj Z., 2018.
Externally applied hydrogen peroxide modifies cell cycle of Chlamydomonas reinhardtii.
J. Plant Physiol. 230: 61-72. IF 3,12; MNiSW: 35. M¢6j wklad w powstanie pracy szacuje
na 75%.

¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Osiggnigcie naukowe stanowigce podstawe ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego
zostalo przedstawione w pigciu publikacjach, dotyczacych roli jakg pelnig enzymy
dopowiedziane za powstawanie i neutralizacj¢ nadtlenku wodoru w adaptacji komoérek
mikroglonéw do stresu wynikajacego z zaburzen procesu fotosyntezy oraz udziatu nadtlenku
wodoru oraz tlenku azotu w przebiegu i regulacji cyklu komérkowego zielenicy Chlamydomonas
reinhardtii. We wszystkich, pracach jestem pierwszym autorem, a w trzech z nich autorem
korespondencyjnym. Sumaryczny IF wspomnianych publikacji wynosi 13,42, suma punktow
MNiSW wynosi 155.

Znaczenie nadtlenku wodoru w adaptacji komoérek mikroglonéw do stresu
zwigzanego z zaburzeniami fotosyntezy oraz w przebiegu i regulacji ich cyklu
komoérkowego

Jedng z przyczyn stresogenicznego wplywu czynnikow abiotycznych na ro$liny, jest
modulacja ,.oksydoredukcyjnej homeostazy”, co moze prowadzi¢ do zachwiania réwnowagi
pomigdzy powstawaniem, a neutralizacjg reaktywnych form tlenu (RFT) (Mittler, 2017). Uwaza
si¢, iz niewielki stopien zaklocenia tej homeostazy ma istotne znaczenie w regulacji szeregu
proceséw fizjologicznych i biochemicznych (Foyer, 2018), a niektére z RFT, zwlaszcza
nadtlenek wodoru, ale takze reaktywne formy azotu (RFA), takie jak tlenek azotu, pelnig role
czasteczek sygnatowych (Neill i wsp., 2002). Ekspozycja komorki roslinnej na subletalne dawki
ksenobiotykéw powoduje zwykle znaczacy wzrost ilosei generowanych RFT, co okreslane jest

mianem stresu oksydacyjnego i manifestuje si¢ migdzy innymi wzrostem aktywnosci enzyméw



dr Wojciech Pokora AUTOREFERAT

antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), kalataza (CAT) czy
peroksydaza (PX) (Torres i wsp., 2008). Aktywno$¢ dysmutaz ponadtlenkéw, Katalaz i
peroksydaz pozostaje w Scistej wzajemnej zaleznos$ci, gtéwnie poprzez fakt, iz produkt jednego
enzymu jest bezposrednim substratem dla innych. Ponadto produkty posrednie przeksztalcania
anionorodnika ponadtlenkowego do tlenu i wody pelnig szereg funkcji regulacyjnych i
sygnalizacyjnych, a aktywnos$¢ katalityczna ww. enzymoéw w duzej mierze decyduje o ilosci
obecnych w komorce roslinnej RFT, w tym nadtlenku wodoru. (Mittler, 2017). Uwaza sig, ze
nadtlenek wodoru pelni kluczowa role w regulacji ekspresji genéw kodujgcych szereg enzymow,
zar6wno bioracych udzial w neutralizacji RFT (SOD, GPX, APX), ale takze w indukcji ekspresji
bialek PR (ang. pathogenesis related), biatek z rodziny HSP (ang. heat shock proteins) czy bialek
zwigzanych z przebiegiem i regulacja cyklu komérkowego (np. kinazy histonéw). Produkcja i
neutralizacja RFT wydaje si¢ by¢ kluczowa dla prawidlowego funkcjonowania komorki. W
zwigzku z tym, sprawno$¢ enzymatycznych i nieenzymatycznych mechanizmow
odpowiedzialnych za ich kontrolowanie ma istotny wptyw na prawidtowy rozwdj komorki,
przebieg proceséw fotosyntezy i oddychania, ale takze decyduje o zdolnosciach adaptacyjnych
komorki roslinnej do niekorzystnych warunkéw srodowiskowych. W mojej pracy doktorskiej
.Rola dysmutaz ponadtlenkowych w adaptacji glonéw z rodzaju Scenedesmus do stresu
oksydacyjnego =~ wywolanego  dzialaniem  czynnikéw  abiotycznych  pochodzenia
antropogenicznego” zrealizowanej w Katedrze Fizjologii Roslin Uniwersytetu Gdanskiego, pod
opieka Prof. dr hab. Zbigniewa Tukaja, badalem indywidualny oraz taczny wplyw
ksenobiotykdw na szereg szczepdw zielenic jednokomoérkowych. Analiza efektow dziatania
toksykantow o réznych mechanizmach dziatania (metal cigzki — kadm, policykliczny
weglowodor aromatyczny — antracen oraz herbicyd hamujacy proces fotosyntezy — chlorydazon)
wskazala zjawisko indukcji stresu oksydacyjnego jako uniwersalny mechanizm odpowiedzi
komorki na te substancje, a wzrost aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych takich jak
dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza czy peroksydaza askorbinianu intepretowalem jako wyraz
adaptacji komoérek mikroglonéw do warunkéw indukowanego chemicznie stresu. Wykazalem
takze duze zréznicowanie we wrazliwosci (redukcja wzrostu populacji, aktywnosé
fotosyntetyczna) na dzialanie badanych przeze mnie toksykantéw w obrebie blisko
spokrewnionych szczepow Desmodesmus (dawniej Scenedesmus) (praca doktorska, Pokora,
2003 oraz Pokora i wsp., 2003, Tukaj i Pokora, 2006).

Po zakonczeniu doktoratu Kkontynuowalem badania nad efektami dziatania
ksenobiotykéw na komoérki zielenic, koncentrujgc si¢ na mechanizmie ich odzialtywania na

proces fotosyntezy badany na poziomie populacyjnym (Pokora i wsp., 2010; praca nr 1), a takze
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na wskazaniu szczegélnych cech fizjologicznych i biochemicznych komoérek glonéw, ktoére
decyduja o ich wrazliwosci lub tolerancji na nadmiar RFT generowanych w warunkach stresu.
Poprzez zastosowanie modelu badawczego opartego na hodowlach synchronicznych, wyniki
tych badan moglem interpretowaé na poziomie zdarzen zachodzacych w pojedynczej komoree, z
uwzglednieniem przebiegu jej cyklu komorkowego (Pokora i wsp., 2013, 2014; prace nr 2 i 3).
Z kolei zastosowanie modelowej zielenicy Chlamydomonas reinhardtii umozliwitlo mi
charakterystyke cyklu komoérkowego oraz powigzanych z nig zmian w wolnorodnikowej
homeostazie komorki, analizowanej na poziomie fizjologicznym, biochemicznym oraz
molekularnym (Pokora i wsp., 2017; praca nr 4). Wykazalem, iz modyfikacja wzajemnej
proporcji NO i HO zaindukowana w odpowiedniej fazie cyklu komoérkowego
Chlamydomonas, poprzez lagodna modyfikacje homeostazy redoks, moze przyspieszaé lub
opozniac czas trwania cyklu komérkowego, zwiekszaé liczbe rund replikacji wystepujacych w
jednym cyklu komorkowym, modyfikowaé¢ biomasg i objetosé, a takze przyspieszaé uwalnianie
komorek potomnych (Pokora i wsp., 2018; praca nr 5). Wymienione prace stanowa cykl
opracowan przestawiajacych rolg homeostazy wolnorodnikowej w adaptacji komoérek glonéw do
warunk6w stresu, analizowanej zarowno na poziomie populacyjnym jak i komérkowym oraz jej
roli w przebiegu i regulacji cyklu komérkowego zielenic, co stanowi przedmiot przedtozonego
osiggnigcia naukowego.

Nadtlenek wodoru w adaptacji komérek mikroglonéw do stresu zwigzanego z zaburzeniami
fotosyntezy — poziom populacyjny

Wzrost aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych obecnych w komérkach glonéw z
rodzaju Desmodesmus traktowanych kadmem i antracenem oraz ich kombinacja,
interpretowalem jako kluczowy mechanizm ich adaptacji do indukowanego chemicznie stresu
(Tukaj i Pokora, 2006). Fakt, iz wzrost ten dotyczyl w najwiekszym stopniu biatek typowych
dla chloroplastu, wskazywal to organellum jako istotne miejsce toksycznego oddzialywana
kadmu i antracenu. Poniewaz odpowiedZ komorki na efekt dziatania kadmu i antracenu,
aplikowanego indywidualnie oraz lacznie manifestowala si¢ gléwnie poprzez indukcje
mechanizméw ochronnych zwigzanych z chloroplastem, wptyw tych dwéch substancji na proces
fotosyntezy u szczepéw Desmodesmus analizowalem poprzez szczegélowa parametryzacje
wydzielania tlenu fotosyntetycznego oraz analize parametréw kinetyki indukcji i wygaszania
fluorescencji chlorofilu a mierzonej metoda pulsacyjnej modulacji amplitudy (PAM), (Pokora i
Tukaj, 2010; praca nr 1). Wyniki wskazaly charakterystyczna zalezno$é pomiedzy aktywnoscia
dysmutaz  ponadtlenkowych a  wartoscig ~ wspbtczynnika N, odpowiadajgcego

niefotochemicznemu rozpraszaniu energii zabsorbowanej przez aparat fotosyntetyczny (Thiele i
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wsp., 1997). U zielenic warto$¢ wspotczynnika N zwigzana jest przede wszystkim ze zmiang
ApH oraz przeksztalcaniem anteraksantyny i zeaksantyny w cyklu ksantofilowym (Garcia-
Mendoza i wsp., 2002). W komoérkach traktowanych tylko antracenem lub tylko kadmem
obserwowatem wzrost aktywnosci SOD lub zwigkszone niefotochemiczne rozpraszanie energii.
Natomiast pod wplywem jednoczesnego dziatania dwoéch toksykantow aktywacji podlegaly
obydwa mechanizmy ochronne, przy czym wzrost aktywnos$ci SOD obserwowatem juz w 2 h po
ekspozycji, natomiast zmiana wartosci QN widoczna byta po uptywie okoto 6 h od ekspozycji
komoérek na toksykanty. Analiza intensywnosci wydzielania tlenu fotosyntetycznego oraz
wydajnosci kwantowej PS II (¢ PS II, Genty i wsp., 1989) wykazala brak istotnego obnizenia
wydajnosci procesu fotosyntezy. Zatem wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej lub/oraz
innych proceséw warunkujacych niefotochemiczne rozpraszanie energii zabsorbowanej przez
fotosystem II, mozna bylo uzna¢ za mechanizmy wystarczajace, aby chroni¢ aparat
fotosyntetyczny glonéw przed skutkami podwyzszonego poziomu RFT, indukowanego
dziataniem kadmu oraz antracenu. Doswiadczenia z wykorzystaniem hodowli okresowych (ang.
batch-cultures), prowadzonych w optymalnych i suboptymalnych warunkach maja jednak pewne
ograniczenia. W hodowli takiej komérki glondw rosng i dzielg si¢ w sposdb nieuporzadkowany -
asynchroniczny. Jednocze$nie wrazliwos¢ danego organizmu moze zaleze¢ od fazy jego rozwoju
ontogenetycznego oraz stopnia dojrzatosci aparatu fotosyntetycznego, a uzyskiwany w
hodowlach asynchronicznych wynik jest wypadkowg reakcji wszystkich stadiow rozwojowych
organizméw w populacji. Aby analizowa¢ mechanizmy adaptacyjne mikroglonéw do stresu
indukowanego czynnikami abiotycznymi, na poziomie pojedynczej komérki, uwzgledniajac
jednoczesdnie etap jej rozwoju ontogenetycznego oraz dojrzato$¢ aparatu fotosyntetycznego,
dalsze badania prowadzitem z zastosowaniem modelu badawczego bazujgcego na hodowlach

synchronicznych.

Nadtlenek wodoru w adaptacji komérek mikroglonéw do stresu zwigzanego z zaburzeniami

fotosyntezy — poziom komérkowy

W hodowli synchronicznej, mikroglony utrzymywane sa w optymalnych warunkach
wzrostu (bogate podloze mineralne, wysoka podaz CO2, natgzenia $wiatta bliskie punktowi
wysycenia fotosyntezy Ex). Przy naprzemiennie stosowanych okresach $wiatta i ciemnosci,
komorki rosng i dziela si¢ w sposdb uporzadkowany. Wszystkie organizmy znajdujg si¢ na tym
samym etapie rozwoju ontogenetycznego — w tym samym momencie cyklu komoérkowego
(Andersen, 2005; Harris, 2009), ktéry w przypadku badanych przeze mnie organizméw zamyka
si¢ w czasie 24 godzin. Hodowla taka umozliwia analize probek biologicznych o duzych

liczebnosciach, natomiast interpretacja uzyskiwanych wynikow moze by¢é dokonywana na
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poziomie jednej komorki, z uwzglednieniem zmian w przebiegu proceséw fizjologicznych,
biochemicznych i molekularnych, wynikajacych z rozwoju komérki oraz ich skorelowania z
poszczegllnymi etapami cyklu komoérkowego. W przypadku badanych przeze mnie glonéw
interpretacja wynikéw mozliwa jest takze na poziomie pojedynczego chloroplastu, poniewaz
organizmy te posiadajg jedno takie organellum (Andersen, 2005). Wczesniej przeprowadzone
badania wskazywaly na istotne réznice we wrazliwosci blisko spokrewnionych szczepow
Desmodesmus na dzialanie metali cigzkich i herbicydow (Tukaj i Pokora, 2006). Analiza
wplywu wybranych przedstawicieli tych grup toksykantéw — kadmu oraz chlorydazonu,
aplikowanych do hodowli synchronicznie rosngcych komoérek glonéw miala na celu
zidentyfikowanie specyficznych cech badanych glonéw, warunkujgcych ich zréznicowana
tolerancj¢ na stres oksydacyjny oraz ich powiazanie z przebiegiem cyklu komérkowego (Pokora
i Tukaj, 2013; praca nr 2, Pokora i wsp., 2014; praca nr 3). Kompleksowa analiza
mechanizméw adaptacji komorek dwoch szczepéw Desmodesmus do stresu indukowanego
kadmem (Pokora i wsp., 2014, praca nr 3) obejmowata, poza charakterystyka stanu
fizjologicznego (tempo wzrostu, biomasa, aktywno$é fotosyntetyczna), pomiar aktywnosci oraz
ilosci obecnego w komérce biatka poszezegdlnych izoform SOD, syntezy fitochelatyn oraz
oznaczenia puli glutationu, a takze indukcj¢ biosyntezy bialek opiekunczych z rodziny HSP.
Wzrost komoérek szczepu odpornego nie byl hamowany, natomiast ich aktywnosé
fotosyntetyczna, obnizona w pierwszych godzinach po ekspozycji, powracata do poziomu
notowanego w hodowlach kontrolnych. Bylo to skorelowane ze znaczaco zwiekszong oraz
indukowang w zdecydowanie krétszym czasie, niz u szczepu wrazliwego, zdolnoscia komérek
do detoksykacji reaktywnych form tlenu. Podwyzszona aktywno$é chloroplastowej izoformy
SOD (Fe-SOD), a takze zdecydowanie wyzszy poziom glutationu wskazalem jako czynniki
wyrdzniajgce szczep bardziej odporny na dziatanie kadmu. Z kolei analizujac dwa inne, blisko
spokrewnione szczepy Desmodesmus, charakteryzujace sie w hodowlach asynchronicznych
zdecydowanie rézng wrazliwoscia na dzialanie herbicydu hamujacego fotosynteze —
chlorydazonu, takze zastosowatem hodowle synchroniczne (Pokora i Tukaj, 2013, praca nr 2).
W komorkach szczepu wrazliwego, chlorydazon powodowal obnizenie liczby podziatow
komérkowych, a tym samym prowadzil do zmniejszenia liczby komérek potomnych
uwalnianych na koniec cyklu komoérkowego. W komérkach szczepu odpornego, herbicyd nie
tylko nie hamowal procesow wzrostu i podzialu komérki, ale przyspieszal przebieg cyklu
komorkowego prowadzac do zwigkszenia liczby komorek potomnych, poprzez indukuje
dodatkowej rundy replikacji. Jednoczesnie ilo$¢ energii absorbowanej przez pojedyncze centrum

reakcji (RC) fotosystemu II byta dwukrotnie wigksza w szczepie wrazliwym, a energia
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putapkowana w RC byta podobna w obu szczepach, przez co niefotochemiczne rozpraszanie
energii zachodzace w komorkach szczepu wrazliwego znacznie przekraczalo warto$¢ uzyskang
dla szczepu odpornego. Komorki kontrolne obu szczepéw rdéznily sie istotnie co do ilosci
obecnego w komorce biatka dwéch izoform Fe-SOD: FSD 1 i FSD 2. Jednocze$nie réznice w
aktywnosci tych izoform byty niewielkie. W komérkach szczepu wrazliwego aktywnos¢ enzymu
byla wprawdzie znaczaco wyzsza, jednak pod wplywem dziatania herbicydu nie odnotowatem
wzrostu tej aktywnosci oraz przyrostu ilosci nowo syntezowanego biatka SOD. W komérkach
szczepu odpornego, pomimo nizszej poczatkowej zawartosci izoform Fe-SOD, indukcja ich
biosyntezy nastepowata w ciggu 2 godzin po ekspozycji na herbicyd, prowadzac do sprawnego
przeksztalcania anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru. Jednoczesnie w
komorkach tego szczepu wzrost ilosci i aktywnosci chloroplastowych izoform SOD korelowat z
przyrostem ilosci aktywnych centrow reakcji PS Il oraz przywrdceniem wydajnosci procesu
fotosyntezy do poziomu notowanego w komoérkach kontrolnych. Uzyskane przeze mnie wyniki
wskazaty, iz w przypadku badanych mikroglonow ,szybkos$¢” indukcji mechanizméw
adaptacyjnych moze by¢ czynnikiem nadrzednym nad ich ,konstytutywna” wydajnoscia.
Powigzanie kinetyki zmian w biosyntezie i aktywnosci bialek warunkujacych produkcje
nadtlenku wodoru z wydajnoscig procesu fotosyntezy, prowadzace do zmiany w profilu
rozwojowym komorki — skrocenie/zwigkszenie liczby rund replikacji lub zahamowanie cyklu
komoérkowego zielenic, stanowilo przestanke do podjecia badan nad zwigzkiem pomig¢dzy
kinetyka zmian stezenia wewnatrzkomorkowego nadtlenku wodoru oraz przebiegiem cyklu
komodrkowego zielenic.

Nadtlenek wodoru w przebiegu i regulacji cyklu komérkowego mikroglonéw

H>0» pelni funkcje czasteczki sygnatowej (Alscher i wsp., 1997) u rodlin oraz glonow
(Petrov i Van Breusegem, 2012), a jego powstawanie w warunkach fizjologicznych oraz w
odpowiedzi na dzialanie czynnikéw stresowych sugeruje udzial H.O» w wielokierunkowej
transdukcji sygnatu, prowadzacej do regulacji ekspresji szeregu biatek. Obok nadtlenku wodoru,
takze tlenek azotu uznaje si¢ za czasteczke sygnalowa. W komoérkach roslin wyzszych NO
powstaje gldwnie z argininy przy udziale syntazy tlenku azotu (NOS). W komoérkach zielenic, w
tym Chlamydomonas, przeksztalcanie NO> w reakcji katalizowanej przez reduktaze azotanowa
(NR) (Sakihama i wsp., 2002) uznawane jest za widaca droge powstawania NO. Jednoczesne
powstawanie NO i H>O2 w odpowiedzi na stres sugeruje wystgpowanie interakcji H2O2/NO w
odpowiedzi komoérek na bodzce $rodowiskowe. Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze
sygnatowa rola H>O2 i NO u roélin polega miedzy innymi na modulacji ekspresji biatek

bezposrednio zwigzanych z regulacja cyklu komdrkowego (cykliny i cyklino-zalezne kinazy)
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(Mittler, 2017). Moje dalsze doswiadczenia prowadzilem z zastosowaniem modelowej zielenicy
Chlamydomonas ~ reinhardtii, —u  ktorej poznanie calkowitej sekwencji genomu
(www.chlamy.org), sprawia, iz organizm ten znajduje powszechne zastosowanie w badaniach
molekularnych oraz fizjologicznych (Grossman i wsp., 2000), takze w warunkach hodowli
synchronicznych, umozliwiajacych badania cyklu komdrkowego. W  komérkach
Chlamydomonas zachodza wielokrotne podzialy prowadzace do powstania 2" komorek
potomnych, gdzie jeden cykl obejmuje ..n” rund replikacyjnych, w trakcie ktérych nastepuje
podziat jadra i chloroplastu. Kazdy z etapéw proceséw podzialowych, w tym replikacja DNA,
mitoza i cytokineza poprzedzony jest faza wzrostu, w ktérej nastepuje formowanie organelli
komoérkowych oraz gromadzone sg rezerwy energetyczne (Cross i Umen, 2015). Mechanizm
regulujacy przejscie fazy G1 w S (G1/S) zwigzany jest z przejsciem cyklu komérkowego przez
punkt kontrolny G1/S. Decydujace znaczenie ma wielko$¢ komérki, oraz prawdopodobnie czas
trwania fazy G1 (Matsumara i wsp., 2003). Punkt ten nosi nazwe punktu kompetencyjnego, a po
jego przejsciu dalszy podzial komorki, formowanie i uwolnienie komérek potomnych moze
zachodzi¢ bez udziatu energii swietlnej (Hirt, 1996). W tej czesci badan, moim pierwszym celem
bylo kompleksowe scharakteryzowanie cyklu komérkowego Chlamydomonas pod katem
zachodzacych w jego trakcie zmian w ilosci generowanego w komérkach nadtlenku wodoru i
tlenku azotu (Pokora i wsp., 2017, praca nr 4).W swoim modelu badawczym dobratem warunki
hodowli w taki sposob, aby komoérki przechodzily 3 rundy replikacji w trakcie jednego cyklu
komorkowego. Charakterystyki cyklu dokonalem w trzech obszarach: a) postepu cyklu
komoérkowego, analizowanego na poziomie ekspresji wybranych cyklin i cyklino-zaleznych
kinaz, co pozwolilo na wyznaczenie charakterystycznych faz (G1, S, M) oraz punktéw cyklu
(G1/S, S/M), momentu rozpoczgcia cytokinezy i sparametryzowanie kinetyki uwalniania
komoérek potomnych, b) funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego parametryzowanego przez
pomiar wydajnosci wigzania i wykorzystania energii w procesach fotochemicznych oraz
niefotochemicznego rozpraszania jej nadmiaru (analiza kinetyki indukcji i wygaszania
fluorescencji chlorofilu @ in vivo - test OJIP) oraz wydajnos¢ wydzielania tlenu
fotosyntetycznego i zmian ilosciowych w skladzie barwnikéw fotosyntetycznych c)
utrzymywanie homeostazy reaktywnych form tlenu i azotu oraz analize ekspresji (ilo$¢ obecnego
w komorce transkryptu oraz aktywnos¢ biatka) enzyméw zaangazowanych w ich powstawanie i
neutralizacj¢ na terenie cytozolu, chloroplastu i mitochondrium. Moje badania wykazaly
wystepowanie okotodobowych oscylacji w produkeji NO i H202 w komérkach Chlamydomonas.
Oscylacje te wspolgraly ze zmianami w aktywnosci oraz wzglednym poziomie transkryptow

enzymow dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i peroksydazy w przypadku nadtlenku wodoru
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oraz ze zmianami w aktywnosci fotosyntetycznej i aktywnosci oraz poziome ilodci transkryptu
reduktazy azotanowej i azotynowej, w przypadku tlenku azotu. Wyniki te sg zgodne z
doniesieniami o okolodobowym rytmie ekspresji NR oraz enzyméw metabolizujacych H>O»
(SOD, CAT, PX) u innych mikroglonéw (Velasco i wsp., 1989). Wykazalem takze istnienie
zbieznosci czasowej pomiedzy zmianami wartosci stosunku NO/H20» a szczegdélnymi
momentami cyklu komoérkowego takimi jak rozpoczecie fazy G1, przejscie punktu kontrolnego
G1/S oraz S/M, indukcja cytokinezy oraz indukcja uwalniania komorek potomnych (Pokora i
wsp., 2017; praca nr 4). Na podstawie uzyskanych wynikéw postawitem oraz zweryfikowatem
hipotez¢ zakladajacg, iz zmiana wewnatrzkomérkowego stosunku ilosciowego H20> do NO,
poprzez ich egzogenna aplikacj¢ i/lub wygaszanie, modyfikuje przebieg cyklu komérkowego
Chlamydomonas (Pokora i wsp. 2018, praca nr 5). W tym celu modyfikacja proporcji H202/NO
byla indukowana poprzez dodanie stabilizowanego roztworu nadtlenku wodoru do hodowli
synchronicznej, tak aby jego st¢zenie przypadajace na jedna komorke wynosito 150% wartosci
notowanej w danym momencie cyklu komérkowego, w hodowli kontrolnej. Wybratem cztery
momenty rozwoju komorki:

- milode komérki potomne, rozpoczynajace cykl komoérkowy, przed ekspozycja na $wiatlo
(wariant a)

- komorki o najnizszej wartosci stosunku NO/H202, przed osiggnieciem punktu kompetencji
podzialowej, wykazujace jednoczesnie wysoka aktywnos¢ fotosyntetyczng (wariant b),

- komorki o maksymalnej wartosci stosunku NO/H20a, przed rozpoczeciem procesu cytokinezy
(wariant c¢),

- dojrzale komorki macierzyste, w ktérych notowana jest najwyzsza w trakcie calego cyklu
wartos¢ stosunku NO/H0; oraz rozpoczat si¢ proces cytokinezy (wariant d).

Uzyskane wyniki wskazaly, iz w zaleznosci od fazy cyklu komoérkowego
Chlamydomonas, H20>, poprzez tagodna modyfikacje homeostazy redoks, moze przyspieszaé
lub op6znia¢ czas trwania cyklu komérkowego, zwiekszaé liczbe rund replikacji wystepujacych
w jednym cyklu komoérkowym, modyfikowa¢ biomase i objetosé, a takze przyspieszaé
uwalnianie komoérek potomnych. Odnotowane zmiany byly wynikiem lepszej adaptacji komérek
do ekspozycji na $wiatlo po okresie ciemno$ci (wariant a). Zmiana proporcji NO/ H20» w
momencie, gdy jej wartosci jest najnizsza (wariant b), przekladata sie¢ bezposrednio na
zwigkszenie wydajnosci transportu elektronéw pomigdzy PS II a PS 1, przy niezmienionej iloci
energii absorbowanej. Takie zwigkszenie wydajnosci procesu fotosyntezy wraz z
podwyzszeniem potencjalu komoérek do neutralizowania powstajacych wéwczas RFT oraz

podwyzszonym poziomem ilosci transkryptu cyklin (CYC) i cyklino-zaleznych kinaz
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biatkowych (CDK) oraz ilosci DNA skutkowala uzyskaniem przez komérki kompetencji do
przejscia dodatkowej — czwartej rundy replikacji, a co za tym idzie zwiekszenia liczby komoérek
potomnych uwalnianych na koniec cyklu. Z kolei zwigkszenie ilosci obecnego w komérce H203
w momencie, gdy wartosci stosunku NO/H20; byla najwyzsza (wariant c), prowadzilo do
opéinienia momentu rozpoczgcia procesu cytokinezy. W przypadku Chlamydomonas, z
procesem cytokinezy skorelowany jest podziat chloroplastu, w trakcie ktérego aktywno$é
fotosyntetyczna komorki ulega znacznemu obnizeniu (Cross i Umen, 2015). W wyniku
opoznienia tych zdarzen, wydluzony czas aktywnos$ci fotosyntetycznej nie byt wprawdzie
wystarczajgcy do zaindukowania kolejnej rundy podziatu komorki, jednak prowadzit do
zwigkszenia biomasy komoérek potomnych uwalnianych na koniec cyklu. Jednoczesnie
wykazalem, iz aplikacja nadtlenku wodoru po procesie cytokinezy (wariant d) moze byé
istotnym elementem sekwencji zdarzen prowadzacym do przyspieszenia momentu uwalniania
komorek potomnych z komoérek macierzystych. Uzyskane przeze mnie wyniki wydaja sie byé
niezwykle obiecujgce w zwigzku z rozwojem technologii opartych na hodowlach mikroglonéw
majacych na celu zwigkszenie wydajnosci hodowli masowych w bioreaktorach, produkcji
biopaliw, a takze uzyskiwania komorek glonéw o cechach pozgdanych np. w bioremediacji.
Szczegllnie interesujacym wydaje si¢ by¢é powigzanie uzyskanych przez mnie wynikéow z
fizjologicznymi podstawami zjawiska hormezy (Calabrese i wsp., 2007) i regulacja przebiegu
cyklu komérkowego. Daje to potencjalng mozliwosé sterowania rozwojem populacji komérek
mikroglonéw oraz moze przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia nieoczekiwanych efektéw (stymulacja
wzrostu populacji) notowanych w doswiadczeniach toksykologicznych, gdzie analizowane sa
efekty niskich dawek toksykantow (ECion4). Ponadto, wg. dostepnej mi wiedzy, badania
dotyczgce dziatania/wspoldziatania RFT i RFA w przebiegu cyklu komérkowego komérek
glonowych sg w pelni nowatorskie i nie byly dotychczas prowadzone w zadnym innym zespole

badawczym.

Za najwazniejsze elementy przedstawionego osiggni¢cia naukowego, bedacego

podstawg o ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego uwazam:

1.  Wskazanie chloroplastowych izoform dysmutazy ponadtlenkowej jako kluczowych
enzymoOw decydujgeych o zdolnosci adaptacji komorek zielenic z rodzaju Desmodesmus i
Chlamydomonas do stresu indukowanego toksykantami nalezagcymi do grup

zanieczyszczen najczgsciej notowanych w srodowisku wodnym: metali ciezkich -
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wykazane na przykladzie kadmu oraz herbicydow- = wykazane na przykladzie
chlorydazonu.

Wskazanie na ,szybko$¢” indukcji mechanizméw adaptacyjnych jako czynnika
nadrzgdnego nad ,stopniem” indukcji tych mechanizméw w przypadku blisko
spokrewnionych szczepdéw zielenic, o znaczaco zrdéznicowanej wrazliwosci na dzialanie
danego toksykanta.

Wykazanie zbieznosci czasowej pomiedzy zdarzeniami cyklu komoérkowego, takimi jak
przejscie faz cyklu G1/S, S/M, indukcja uwalniania komoérek potomnych, z oscylacjami
poziomu czasteczek sygnalowych — nadtlenku wodoru i tlenku azotu u modelowe;j
zielenicy Chlamydomonas reinhardtii.

Wykazanie, iz indukowana zewngtrznie zmiana proporcji pomigdzy H>O: i NO w
wybranych momentach cyklu komérkowego moze préwadzié do modyfikacji przebiegu
cyklu komoérkowego, co manifestuje si¢ zwigkszong liczba rund replikacyjnych, a co za
tym idzie wyzsza liczba komoérek potomnych uwalnianych z jednej komorki
macierzystej, zwiekszong biomasg komérek potomnych oraz lepsza adaptacjg mlodych

komorek potomnych do ekspozycji na intensywne $wiatlo.
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Przedstawiony powyzej cykl prac to prezentacja wynikéw badan dotyczacych izoform

enzymu: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), odpowiedzialnej za przeksztalcanie anionorodnika

ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru w komoérkach zielenic z rodzaju Desmodesmus (dawniej

Scenedesmus). Enzym ten stanowi tzw. pierwszg linie obrony w warunkach stresu
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oksydacyjnego, a wydajno$¢ przeksztalcania powstajacego w komorce anionorodnika
ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru jest kluczowa w ochronie komérki przed skutkami
bardziej toksycznych RFT takich jak rodnik hydroksylowy (Mittler, 2017). W pracach tych
przedstawitem charakterystyke szeregu szczepdw zielenic z rodzaju Desmodesmus obejmujaca
parametryzacj¢ Kinetyki ich wzrostu i powiazane z nim zmiany w aktywnosci fotosyntetycznej
oraz zmiany w aktywnosci i profilu wystepujacych izoform dysmutazy ponadtlenkowej w trakcie
wzrostu populacji tych glonéw w warunkach kontrolnych na podtozach mineralnych (Pokora i
wsp., 2003) oraz w zréznicowanych warunkach troficznych (Pokora i wsp. 2007, 2011 a).
Analiza profilu bialkowego dysmutaz ponadtlenkéw wskazuje na obecno$é¢ u wszystkich
badanych gatunkéw jednej izoformy Cu/Zn-SOD, 1-2 izoform Mn-SOD oraz 1-3 izoform Fe-
SOD. Profil izoenzymatyczny SOD jest charakterystyczny dla kazdego z gatunkéw i nie zmienia
si¢ w trakcie rozwoju populacji, wystgpuja natomiast réznice w profilu SOD u tych samych
gatunkéw/szczepdw w roznych typach hodowli (intensywne, napowietrzane oraz stacjonarne).
Niezaleznie od tempa wzrostu populacji, skladu podloza hodowlanego oraz badanego
organizmu, dominuje oznaczona lacznie aktywno$¢ Fe- i Mn-SOD, a intensyfikacja hodowli
oraz miksotroficzny wzrost glonéw stymuluje w ich chloroplastach produkcje anionorodnika
ponadtlenkowego, co moze by¢ powodem stresu oksydacyjnego. Zostalo to wykazane na
przykladzie szczepu dzikiego zielenicy Desmodesmus obliquus oraz dwéch wyprowadzonych od
niego mutantéw z zablokowana funkcja odpowiednio PS II i PS I (Pratt i Bishop, 1968), ktére
poddalem szczegélowej charakterystyce pod katem funkcjonalnosci aparatu fotosyntetycznego
(wydajno$¢ wydzielania tlenu fotosyntetycznego, analiza krzywych indukcji i wygaszania
fluorescencji chlorofilu a in vivo — test OJIP) w trakcie wzrostu w réznych warunkach
troficznych, dobranych tak, aby proces fotosyntezy (fotoautotrofia) oraz oddychania
mitochondrialnego (heterotrofia) byly gtéwnymi lub zréwnowazonymi (miksotrofia) zrédtami
energii metabolicznej komorki (Pokora i wsp., 2011 a). Weryfikacje aktywnosci fotosystemow
u mutantow wykonalem poprzez ich poréwnanie ze szczepem dzikim traktowanym
specyficznymi inhibitorami PS I (DCMU: (3-(3,4-dichlorofenylo)-1,1-dimetylomocznik)) oraz
PS I (MV: dichlorek 1,1'-dimetylo-4,4'-bipirydyniowy). Rol¢ metabolizmu mitochondrialnego w
komorkach, gdzie zahamowany jest przebieg fotosyntezy analizowalem z zastosowaniem
hodowli prowadzonych w warunkach heterotroficznych, bez dostepu $wiatla. Potwierdzitem
brak funkcjonalnosci PS II u jednego z mutantéw, natomiast analiza kinetyki indukcji i
wygaszania fluorescencji chlorofilu a wraz z zastosowaniem specyficznego inhibitora PS I (MV)
wskazala, iz u mutanta opisanego jako organizm z niefunkcjonalnym PS I, pewna frakcja

fotosystemow I jest aktywna. Mutant PS I w warunkach heterotroficznych rdst duzo stabiej niz
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szczep dziki i mutant PS II, co nasuwa watpliwosci, czy mutacja u tego szczepu dotyczy jedynie
aktywnosci fotosyntetycznej. Doswiadczenia  potwierdzily takze istotng role dysmutaz
ponadtlenkowych w ochronie aparatu fotosyntetycznego zielenic, zwlaszcza w komoérkach z
zaburzeniami w obrgbie PS I, gdzie prawdopodobienstwo generowania anionorodnika
ponadtlenkowego jest znaczaco wyzsze (Allen, 2003).

Przedmiotem badan byl takze wplyw kadmu oraz weglowodoréw aromatycznych i
herbicydow blokujacych proces fotosyntezy na aktywno$¢ SOD w komérkach Desmodesmus o
zréznicowanej wrazliwosci na te substancje (Pokora i wsp., 2006, 2011 b). Badania te
pozwolily na okreslenie charakteru interakcji pomiedzy badanymi ksenobiotykami (Tukaj i
Pokora, 2006). Wyznaczone wartosci ECson4 (stezenie hamujgce wzrost populacji o 50% po 24
godzinach hodowli) dla kadmu, antracenu i chlorydazonu wskazywaly na antracen jako
najbardziej toksyczny, nastepnie chlorydazon, natomiast kadm wywolywal stosunkowo
najmniejsze zahamowanie wzrostu populacji zielenic z rodzaju Desmodesmus. W $rodowisku
naturalnym substancje te wystgpuja najczesciej tacznie (Babu i wsp., 2005), dlatego tez
analizowalem rodzaje interakcji pomigdzy tymi zwigzkami stosowanymi w mieszaninach dwu i
trzy-sktadnikowych, stosujac formuly matematyczne opisane przez Wang i wsp. (1995) oraz
Colby i wsp. (1967), pozwalajace na okreslenie charakteru oraz kierunku interakcji pomiedzy
badanymi czynnikami. Najcze$ciej wystepujacg formg wspéldzialania dla badanych przeze mnie
substancji byl antagonizm (rzeczywisty efekt byl mniejszy od oczekiwanego) oraz addycja
(efekty powodowane przez pojedynczo stosowanie zwigzki sumowatly si¢). Te dwa typy
odzialywania charakterystyczne byly dla mieszanin, ktérych skladnikiem byt hamujacy
fotosynteze herbicyd — chlorydazon. Kombinacja antracenu i kadmu prowadzita do wzajemnego
wzmocnienia toksycznego dziatania tych substancji dajgc efekt synergizmu. Jednoczesnie w
komorkach pochodzacych z hodowli traktowanych kadmem i antracenem odnotowatem
znaczacy wzrost aktywnosci chloroplastowych izoform dysmutazy ponadtlenkowej, co
wskazywalo na zwigkszong produkcj¢ anionorodnika ponadtlenkowego przeksztalcanego
nastepnie do nadtlenku wodoru. Jedna z cyklu prac (Pokora i wsp., 2011 b) ma charakter
bardziej opracowania metodycznego, gdzie na przykladzie hodowli kontrolnych oraz
traktowanych toksykantami wykazatem aplikacyjnos¢ metody analizy aktywnosci izolowanych z
komoérek glonéw, poszezegdlnych izoform SOD, rozdzielanych w natywnej elektroforezie
poliakrylamidowej polgczonej z barwieniem specyficznym dla aktywnosci tego enzymu.
Technika oparta na densytometrycznej analizie intensywnosci wybarwienia prazkow i

poréwnaniu z wartosciami referencyjnymi dla wzorca enzymatycznego umozliwita mi
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precyzyjne oznaczanie aktywnosci poszczegélnych izoenzyméw SOD w dalszych pracach
badawczych.

1.1 Allen, J. F. (2003). State transitions--a question of balance. Science, 299(5612), 1530-1532.

2. Babu, T.S., Tripuranthakam, S., & Greenberg, B. M. (2005). Biochemical responses of the aquatic higher
plant Lemna gibba tc a mixture of copper and 1, 2-dihydroxyanthraquinone: Synergistic toxicity via
reactive oxygen species. Environmental Toxicology and Chemistry, 24(12), 3030-3036.

3. Colby, S. R. (1967). Calculating synergistic and antagonistic responses of herbicide combinations. Weeds,
15(1), 20-22.

4. Mittler, R. (2017). ROS are good. Trends in Plant Science, 22(1), 11-19.

5.  Pratt, L. H., & Bishop, N. I. (1968). Chloroplast reactions of photosynthetic mutants of Scenedesmus
obliquus. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Bioenergetics, 153(3), 664-674.

6. Wang, J,, Zhang, M., Xu, J., & Wang, Y. (1995). Reciprocal effect of Cu, Cd, Zn on a kind of marine alga.
Water Research, 29(1), 209-214.

5.1.2. Zakres tematyczny: Analiza mutantéw Chlamydomonas reinhardtii z defektami
funkcjonalnymi aparatu fotosyntetycznego pod katem ich zdolnosci do tolerowania stresu
indukowanego kadmem i antracenem.

1. Aksmann A., Pokora W., Bascik-Remisiewicz A., Dettlaff-Pokora A., Wielgomas B.,
Dziadziuszko M., Tukaj Z., 2014. Time-dependent changes in antioxidative enzyme
expression and photosynthetic activity of Chlamydomonas reinhardtii cells under acute
exposure to cadmium and anthracene. Ecotox. Environ. Saf. 110: 31-40 IF: 2,76; MNiSW:
30.

2. Aksmann, A., Pokora W., Bascik-Remisiewicz A., Dettlaff-Pokora A.. Tukaj Z., 2016.
High hydrogen peroxide production and antioxidative enzymes expression in the

Chlamydomonas reinhardtii cia3 mutant with an increased tolerance to cadmium and
anthracene. Phycol. Res. 64: 300-311. IF: 1,338; MNiSW: 25.

3. Pokora W., Aksmann A., Bascik-Remisiewicz A., Dettlaff-Pokora A., Tukaj Z., 2014.
Dysfunction of carbonic anhydrase Cah3 protein affects Chlamydomonas tolerance to Cd-
induced oxidative stress. Acta Biol. Cracov. 56: 36. IF: 0,73; MNiSW: 20.

4. Aksmann A., Bascik-Remisiewicz A., Pokora W., Dettlaff-Pokora A., Tukaj Z., 2014.
Photosynthetic activity of Chalmydomonas reinhardtii wild type and CC-2699 mutant
under Cd-stress. Acta Biol. Cracov.56: 49. IF: 0,73; MNiSW: 20.

Wymienione prace prezentuja cykl do$wiadczen, przeprowadzonych z zastosowaniem
intensywnych hodowli Chlamydomonas reinhardtii, ktére pozwolily wykazaé, ze zaréwno
antracen (ANT), jak i kadm (Cd) powoduja wzmozong produkcje H2O2 w komoérkach glonoéw
(Aksmann i wsp., 2014) oraz wskaza¢ na role zaburzen w funkcjonowaniu aparatu
fotosyntetycznego na zdolno$¢ komoérek do tolerowania chemicznie indukowanego stresu
(Aksmann i wsp., 2016). W celu wyjasnienia, w jaki sposob glony moga zneutralizowaé skutki
stresu oksydacyjnego, przeprowadzona =zostala seria doswiadczen majacych na celu
przesledzenie sekwencji zmian molekularnych i fizjologicznych zachodzacych w komérkach

eksponowanych na dziatanie ANT i Cd, (Aksmann i wsp. 2014). Analiza parametrow
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fluorescencji chlorofilu a in vivo wykazala, ze zaburzenia fotosyntezy w komorkach
traktowanych ANT i Cd maja charakter przejsciowy: aktywnos$¢ fotosyntetyczna, najsilniej
obnizona w széstej godzinie ekspozycji komorek na toksykanty, po kilkunastu godzinach
ekspozycji wraca do poziomu poréwnywalnego jak w komérkach kontrolnych (Aksmann i wsp.
2014). Obserwowany spadek wydajnosci aparatu fotosyntetycznego i wzrost ilo$ci energii
rozpraszanej niefotochemicznie byl spowodowany gléwnie okoto 50%-owym zmniejszeniem
frakcji aktywnych centrow reakcji PS II. W tym samym czasie wzgledna ilo$¢ transkryptow
genow kodujgcych SOD i CAT rosta, po czym nastepowat postepujacy wzrost aktywnoscei tych
enzyméw, co umozliwilo przywrocenie homeostazy redoks oraz p6ézniejszy, stopniowy wzrost
aktywnosci fotosyntetycznej komorek. W wyniku analizy zmian ilosci transkryptow i
aktywnosci poszczegdlnych izoform enzymoéw antyoksydacyjnych stwierdzono, ze za ochrone
mitochondrium przed RFT odpowiadaja CAT oraz mitochondrialna izoforma Mn-SOD, podczas
gdy chloroplastowa izoforma Mn-SOD jest gléwnym enzymem chronigcym chloroplast.
Dysfunkcja aparatu fotosyntetycznego wydaje sie¢ prowadzi¢ do zwigkszenia wrazliwosci
komorek glonéw na stres oksydacyjny, jednak badania przeprowadzone z wykorzystaniem
mutanta C. reinhardtii cia3 wskazaly, ze, co zaskakujace, jest on mniej wrazliwy na dziatanie
ANT i Cd niz szczep dziki (WT) (Aksmann i wsp., 2015). Mutant cia3 nie posiada jednej z
izoform anhydrazy weglanowej (CAH3), nalezacej do enzyméw odpowiedzialnych za wydajna
asymilacj¢ CO> (Hanson i wsp., 2003, Shutova i wsp., 2008). Organizm ten odznacza si¢
niewielkimi mozliwosciami aklimatyzacyjnymi do zmian stezenia CO» w $rodowisku, wskutek
czego narazony jest na stres oksydacyjny wywolany zahamowaﬁiem procesow
fotosyntetycznych. Poszukiwanie przyczyn réznic we wrazliwosci mutanta i szczepu dzikiego na
dzialanie toksykantow skupito si¢ na oznaczeniu ilo$ci produkowanego przez komérki H,O; oraz
na analizie ekspresji i aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych. W warunkach kontrolnych
produkcja H>O, przez komorki cia3 przewyzszala warto$ci notowane dla WT. Podobnie,
poziomy transkryptéw genow kodujacych SOD oraz aktywno$é jej izoform byly zdecydowanie,
a APX i CAT tylko nieco wyzsze niz w komorkach szczepu dzikiego. W tym ostatnim, w
wyniku traktowania ANT i Cd pojawialy si¢ symptomy stresu oksydacyjnego w postaci
gwaltownego wzrostu produkcji H202, podczas gdy w przypadku mutanta zmiany te byty mniej
znaczace. Uzyskane wyniki, sugeruja, iz wysoki, konstytutywny poziom ekspresji i aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych zwigzany jest z duza iloscig produkowanego przez te komorki
H202. W komérkach tych obserwujemy ,,permanentny” stan lagodnego stresu oksydacyjnego,
przez co organizm ten wykazuje wigkszy potencjal do neutralizowania RFT generowanych w

wyniku ekspozycji na dziatanie substancji toksycznych.
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1. Hanson,.D. T., Franklin, L. A., Samuelsson, G., & Badger, M. R. (2003). The Chlamydomonas reinhardtii
cia3 mutant lacking a thylakoid lumen-localized carbonic anhydrase is limited by CO2 supply to rubisco
and not photosystem Il function in vivo. Plant Physiology, 132(4), 2267-2275.

2. Shutova, T., Kenneweg, H., Buchta, J., Nikitina, J., Terentyev, V., Chernyshov, S., ... & Junge, W. (2008).
The photosystem li-associated Cah3 in Chlamydomonas enhances the 02 evolution rate by proton
removal. The EMBO Journal, 27(5), 782-791.

5.1.3. Zakres tematyczny: Stres oksydacyjny w koleoptylach kukurydzy eksponowanych na
dziatanie naftochinonow.

1. Kurtyka R., Pokora W., Tukaj Z., Karcz W., 2016. Effects of juglone and lawsone on
oxidative stress in maize coleoptlle cells treated with IAA. AoB Plants 8: plw073. IF:
2,238; MINiSW: 30.

Naftochinony to substancje wytwarzane przez bakterie i grzyby, a takze produkty
wtornego metabolizmu roslin wyzszych, szeroko rozpowszechnione w przyrodzie. Ich
aktywnos$¢ biologiczna opiera si¢ na dwoch glownych mechanizmach: jednym z nich jest
indukcja stresu oksydacyjnego spowodowanego interakcja z chloroplastowymi i
mitochondrialnymi przeno$nikami elektronéw (Cheniany i wsp., 2013), podczas gdy drugi
polega na bezposrednim oddzialywaniu z makroczasteczkami, w ktérym chinony dzialaja jako
elektrofile. Homeostaza redoks jest uznawana za jeden z czynnikéw zaangazowanych w
regulacje wzrostu roslin za posrednictwem auksyny (Schopfer i wsp., 2002), jednak niewiele
wiadomo na temat interakcji miedzy auksyna (IAA) i RFT wytwarzanymi w komoérce w wyniku
ekspozycji na chinony. W prezentowanych badaniach poréwnano wpltyw dwdch wystepujacych
naturalnie naftochinonéw, juglonu (JG, 5-hydroksy-1,4-naftochinonu) i lawsonu (LW, 2-
hydroksy-1,4-naftochinonu) na indukcje stresu oksydacyjnego w izolowanych segmentach
koleoptyli kukurydzy. Koleoptyle kukurydzy stosowane sa jako typowy model eksperymentalny
do badan nad zaleznym od auksyny mechanizmem wzrostu oraz potencjalnymi interakcjami
pomiedzy auksyng i innymi czynnikami wplywajacymi na wzrost komoérek (Schopfer 1 wsp..
2002). Stwierdzono, ze zwiekszona produkcja nadtlenku wodoru oraz wzrost aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych (SOD, PX i CAT) w koleoptylach kukurydzy zachodzit w
znacznie wiekszym stopniu pod wplywem lawsonu niz juglonu, niezaleznie od obecnosci
auksyny (IAA) w pozywce inkubacyjnej. Co wiecej, oba naftochinony spowodowaly wzrost
aktywnosci izoenzymoéw Cu/Zn-SOD, co sugeruje, ze pod wplywem juglonu i lawsonu
nadtlenek wodoru byl wytwarzany przede wszystkim w cytozolu i $cianie komérkowej, gdzie
enzym ten jest zlokalizowany. Co ciekawe, potencjal komorki do neutralizacji nadtlenku
wodoru, okreslony przez aktywnos¢ PX i CAT, wskazywal na aktywnos$¢ katalazy, jako

gléwnego enzymatycznego mechanizmu odpowiedzialnego za usuwanie nadtlenku wodoru,
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ktory powstal w wyniku stresu oksydacyjnego wywotlanego przez JG lub LW. Dlatego
postawiliSmy hipoteze, ze powstawanie nadtlenku wodoru, ktére bylo bardziej efektywnie
indukowane przez LW, bylo glownym czynnikiem, ktéry odpowiadal za réznice miedzy
toksycznosciag LW i JG w koleoptylach kukurydzy. Stres oksydacyjny indukowany przez JG i
LW jest zatem jednym z mechanizméw dzialania allelopatycznego chinonéw na rosliny,
natomiast mozliwe w takich warunkach utlenianie auksyny (IAA) prawdopodobnie nie odgrywa
roli w tym procesie.

1. Cheniany, M., Ebrahimzadeh, H., Vahdati, K., Preece, J. E., Masoudinejad, A., & Mirmasoumi, M. (2013).
Content of different groups of phenolic compounds in microshoots of Juglans regia cultivars and studies
on antioxidant activity. Acta Physiologiae Plantarum, 35(2), 443-450.

2. Schopfer, P., Liszkay, A., Bechtold, M., Frahry, G., & Wagner, A. (2002). Evidence that hydroxyl radicals
mediate auxin-induced extension growth. Planta, 214(6), 821-828.

5.2. Pozostate przejawy aktywnosci naukowej

Wyniki moich badan prezentowatem, w formie posteréw i referatéw, uczestniczac w
konferencjach naukowych zaréwno krajowych (8), jak i migdzynarodowych (12).

Bralem udzial w realizacji 11 projektéw badawczych, finansowanych przez Komitet
Badan Naukowych (2 granty), Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (1 grant),
Uniwersytet Gdanski (7 grantéw) i Narodowe Centrum Nauki (1 grant). W 7 z tych projektow,
w tym w grancie MNiSW i KBN pehitem rol¢ kierownika. Przygotowywatem i skladatem
wniosek 0 uzyskanie zgody Ministra Srodowiska na zamknigte uzycie GMO w Katedrze
Fizjologii i Biotechnologii Roslin (decyzja nr 13/2014, nr w rejestrze: 01-102/2013), w ktérym
jestem osobg odpowiedzialng za nadzér nad prawidtowym postepowaniem z organizmami GMO
w Katedrze Fizjologii i Biotechnologii Roslin UG.

Dwukrotnie otrzymalem zespolowa nagrod¢ Rektora Uniwersytetu Gdanskiego za
wieloautorski cykl publikacji naukowych.

W 2013 roku przebywalem na stazu naukowym w Umea Plant Science Center (Umea,
Szwecja).

W latach 2013 — 2018 wykonatem lacznie 17 recenzji manuskryptéow publikacji
naukowych w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym.

Bratem udzial w przygotowaniu dwoch rozdziatéw ,,Przewodnika do ¢wiczen z fizjologii
roslin”, pod redakcja Z. Tukaja. Ponadto, poza prowadzeniem ¢wiczen laboratoryjnych z
przedmiotu ,Fizjologia roslin® opracowalem merytorycznie i graficznie prezentacje
multimedialne wyktadéw oraz protokoly/instrukcje wykonywania doswiadczen laboratoryjnych,
do szeregu autorskich, prowadzonych przeze mnie wyktadow i ¢wiczen dla studentdéw Biologii

UG. Sa to migdzy innymi: ,Biotechnologia roslin” (30 h wykladéw, 30 h ¢éwiczen
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laboratoryjnych, 30 h éwiczen andytoryjnych), ,,Metody kultur in vitro” (wyktad 30 lub 15 h),
»Metabolity wtérne roslin” (wyktad 15 h), ,.,Kultury in vitro w hodowli roslin” (wyktad 15 hi 30
h ¢wiczen laboratoryjnych). Ponadto przygotowuje i prowadze wyktady i ¢wiczenia w ramach
przedmiotow prowadzonych przez szersze grono osob, takie jak ..Fizjologia roslin II7,
»Substancje pochodzenia roslinnego w diagnostyce medycznej” czy ,.Badania naukowe na
Wydziale Biologii UG”.

Dotychczas bylem opiekunem naukowym 14 magistrantow, w tym promotorem czworga
z nich oraz promotorem czterech prac licencjackich. Bylem cztonkiem zespotu powotanego w
celu przygotowania i wdrozenia nowych kierunkéw studiow na UG: ,Biologia i Genetyka
Eksperymentalna” oraz anglojezyczny, miedzywydzialowy kierunek ,.Bio-Innovation and
Entrepreneurship”. Biore takze aktywny udzial w popularyzacji nauki poprzez uczestniczenie
jako organizator oraz wystawca w Baltyckim Festiwalu Nauki, Nocy Naukowcéw, prowadzenie
warsztatow naukowych w ramach programu ,,Poznaj prace biologa™ oraz wyglaszanie wykladéw
o charakterze popularno-naukowym w ramach programu ,, Zapro§ naukowca do szkoly” oraz
.Oliwska Akademia Sztuki”. Bylem takze cztonkiem zespolu opracowujgcego i sprawujacego
nadzor merytoryczny nad projektem i realizacjg koncepcji funkcjonalno-przestrzennej nowego
budynku Wydziatu Biologii UG (obecna siedziba Wydziatu), dbajac o stwarzanie optymalnych

warunkéw do pracy i rozwoju naukowego Katedry.

Szczegbtowy opis moich osiggnigé naukowych, dydaktycznych i organizacyjnych znajduje si¢ w
osobnym zalgczniku (Zatgcznik nr 3).
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