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Streszczenie

Starzenie rozwojowe jest procesem nieodwracalnym, po ktérym nastepuje bezwarunkowo
Smier¢ komarki. Indukowane ciemnoscia starzenie lisci (ang. dark-induced leaf senescence, DILS)
jest do pewnego stadium procesem odwracalnym. W roslinach indukowane starzenie jest
wysoce kontrolowanym i aktywnym procesem wymagajacym globalnego przeprogramowania
metabolicznego, majacego na celu zorganizowang dezintegracje i ponowng remobilizacje
cennych zasobdéw. Sprawnos¢ regulacji indukowanego procesu starzenia jest oznakg zywotnosci
starzejgcych sie komorek, ktére na kazdym etapie muszg zachowac zdolnos¢ do utrzymania
homeostazy, przejawiajacej sie m.in. kontrolowaniem homeostazy cyklu poliamin (PA).
Homeostaza PA w komodrce jest utrzymywana przez mechanizmy sprzezenia zwrotnego
z poziomu biosyntezy, katabolizmu, importu i eksportu. Poliaminy sg niskoczgsteczkowymi
organicznymi kationami nalezagcymi do grupy biogennych amin, kluczowymi w wielu
fizjologicznych i rozwojowych procesach u bakterii, zwierzat i roslin. Metabolizm PA moze
odgrywac istotng role w procesie starzenia sie liscia.

Zespo6t prof. Ewy Sobieszczuk-Nowickiej za cel postawit sobie poznanie wielokierunkowych
powigzan metabolizmu poliamin z siecig metaboliczng organizujgcg proces starzenia lisci
jeczmienia oraz ocene, czy zmiana kierunku starzeniowo-zaleznego metabolizmu PA wptynie na
ten proces. Kierunek metabolizmu PA i transport moze kontrolowaé efektywnos¢ zaleznej od
starzenia remobilizacji azotu. Do realizacji celu wybrano podejscie oparte na genomice
funkcjonalnej.

Brak w literaturze informacji na temat sekwencji gendw metabolizmu PA w jeczmieniu byt duzym
ograniczeniem tego podejscia. Stad tez potrzebna byta identyfikacja genéw metabolizmu PA
w jeczmieniu, ktdra stata sie celem mojej rozprawy doktorskiej. Do badan wtgczytam réwniez
analize transporteréw PA. Transportery PA s3g rozpoznane u ro$lin w niewielkim stopniu.
Importery PA zostaty opisane u rzodkiewnika, ryzu i pomaranczy. Eksportery PA zostaty
zasugerowane jako potencjalne eksportery PA u rzodkiewnika i ryzu.

W wyniku badan w skali catego genomu jeczmienia wyodrebnitam rodziny gendéw
warunkujgce homeostaze PA w komdrce, ktére obejmowaty 23 geny metabolizmu PA i 13
gendw  transporterow. Przeprowadzitam réwniez szczegotowa charakterystyke
zidentyfikowanych genéw oraz ich biatkowych produktéw. Modelowanie homologiczne
badanych transporteréw pozwolito z duzg doktadnoscig przewidzie¢ struktury tréjwymiarowe
biatek, a analizy dokowania molekularnego potwierdzity mozliwos¢ interakcji pomiedzy biatkami
transportujgcymi a PA. Obecno$¢ w genomie zidentyfikowanych in silico genow potwierdzitam
eksperymentalnie i zbadatam ich organospecyficzng ekspresje.

Nastepnie w modelu starzenia lisci jeczmienia indukowanego ciemnoscig zbadatam profile
ekspresji gendw homeostazy PA. Na podstawie tej analizy wytypowatam geny kandydujace do
badan funkcjonalnych.

Niniejsza rozprawa doktorska przedstawia wyniki pierwszej identyfikacji, izolacji
i kompleksowg charakterystyke genow jeczmienia warunkujacych komérkowa homeostaze PA
oraz ocene ich organospecyficznej i starzeniowo-zaleinej ekspresji w metabolizmie liscia
ekspresji. Wyniki moich badan stanowig punkt odniesienia badai funkcjonalnych wielu
zespotéw naukowcédw wyjasniajacych mechanizmy molekularnej kontroli i regulacji przez PA
procesow rozwojowych zbéz i ich reakcji na (a)biotyczne czynniki Srodowiska. Szczegdlnie badan
funkcjonalnych nad mechanizmem dziatania PA w starzeniu lisci.

Stowa kluczowe: genomika, jeczmien, metabolizm poliamin, starzenie lisci, transportery
poliamin



Abstract

Developmental senescence is an irreversible process that is inevitably followed by cell death.
Dark-induced leaf senescence (DILS) is a reversible process to a certain stage. In plants, induced
senescence is a highly controlled and active process requiring global metabolic reprogramming
aimed at the organized disintegration and remobilization of valuable resources. The efficiency of
the regulation of the induced senescence process is a sign of the viability of senescent cells,
which at each stage must maintain the ability to maintain homeostasis, manifested, among
others, by controlling polyamine (PA) cycle homeostasis. PA homeostasis in the cell is maintained
by feedback mechanisms from the levels of biosynthesis, catabolism, import and export.
Polyamines are low molecular weight organic cations belonging to the group of biogenic
amines, crucial in many physiological and developmental processes in bacteria, animals and
plants. PA metabolism may play an important role in the leaf senescence process.

Professor Ewa Sobieszczuk-Nowicka's team set themselves the goal to understand the
multidirectional connections of polyamine metabolism with the metabolic network organizing
the senescence process of barley leaves and to assess whether a change in the direction of
senescence-dependent PA metabolism will affect this process. The direction of PA metabolism
and transport may control the efficiency of senescence-dependent nitrogen remobilization. An
approach based on functional genomics was chosen to achieve the goal.

The lack of information in the literature on the sequence of PA metabolism genes in barley was
a major limitation of this approach. Hence, there was a need to identify PA metabolism genes
in barley, which became the goal of my doctoral thesis. | also included the analysis of PA
transporters in my research. PA transporters are little known in plants. PA importers have been
described in Arabidopsis, rice and orange. PA exporters have been suggested as potential PA
exporters in Arabidopsis and rice.

As a result of research on the entire barley genome, | identified gene families determining PA
homeostasis in the cell, which included 23 PA metabolism genes and 13 transporter genes. |
also carried out a detailed characterization of the identified genes and their protein products.
Homology modeling of the studied transporters allowed to predict the three-dimensional
structures of proteins with high accuracy, and molecular docking analyzes confirmed the
possibility of interactions between transport proteins and PA. | experimentally confirmed the
presence of the genes identified in silico in the genome and examined their organospecific
expression.

Then, in a dark-induced barley leaf senescence model, expression profiles of PA homeostasis
genes. Based on this analysis, | selected candidate genes for functional research.

This doctoral dissertation presents the results of the first identification, isolation and
comprehensive characterization of barley genes determining cellular PA homeostasis, as well
as the assessment of their organospecific and senescence-dependent expression in leaf
metabolism. The results of my research constitute a reference point for functional studies of
many teams of scientists explaining the mechanisms of molecular control and regulation by PA
of crop development processes and their response to (a)biotic environmental factors. Especially
functional studies on the mechanism of action of PA in leaf senescence.

Keywords: genomics, barley, polyamine metabolism, leaf senescence, polyamine transporters
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Autoreferat

1. WPROWADZENIE

Swiat znajduje sie w érodku kryzysu ekonomicznego iekologicznego. Organizacja Narodéw
Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa prognozuje, ze zapotrzebowanie na produkty
agrokultury zwiekszy sie o0 35-50% pomiedzy 2012 a 2050 rokiem (FAO, 2019). Spowodowane
jest to m.in. wzrostem $wiatowej populacji ludnosci. Dodatkowo straty w plonach spowodowane
zmiang klimatu wptywajg na produkcje roslinng, a tym samym na zréwnowazong produkcje
zywnosci. Wymusza to na nas potrzebe poznania izrozumienia najefektywniejszych metod
hodowli. Aby to osiggngé, nalezy lepiej poznaé biologie roslin uzytkowych oraz uzyska¢ nowe
odmiany, efektywniejsze pod wzgledem produkcji. W wyniku statego narazenia na dziatanie
niekorzystnych warunkéw rosliny wyksztatcity mechanizmy, ktére umozliwiajg im przetrwanie.
Jednym z nich jest przekierowanie metabolizmu na droge starzenia. U roslin starzenie jest
wysoce kontrolowanym i aktywnym procesem wymagajgcym globalnego przeprogramowania
metabolicznego majgcego na celu zorganizowang dezintegracje i ponowng mobilizacje cennych
zasobéw. Roslina dazy do optymalizacji alokacji zasobéw w celu przystosowania sie

do zmieniajacych sie warunkéw srodowiska.

Jednym z najwazniejszych zbéz uprawnych na Swiecie jest jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare
L.) nalezacy do rodziny wiechlinowatych (Poaceae) (Monat iwsp., 2019). Jest szeroko

wykorzystywang, jednoliscienng rosling uprawng o dtugiej historii w agrokulturze.

Produkcja jeczmienia zwyczajnego w latach 2022—-2023 szacowana jest na 151,62 miliona ton, co pod
wzgledem wielkosci upraw na sSwiecie plasuje go na czwartym miejscu wsrdd zbdz po kukurydzy,
pszenicy iryzu (https://www.statista.com/statistics/271973/world-barley-production-since-2008/).
Jeczmien jest rosling samopylng o diploidalnym genomie sktadajgcym sie zsiedmiu
chromosoméw (2n = 2x = 14) (Monat i wsp., 2019). Szacowana wielko$¢ genomu jeczmienia
wynosi 5,1 Gpz, przy czym ponad 80% genomu sktada sie z elementow powtarzalnych (Wicker
i wsp., 2017). W zwigzku z tym, ze genom jeczmienia jest diploidalny, roslina ta jest traktowana
jako dobry model genomowy dla powszechniej uprawianej, ale heksaploidalnej pszenicy, ktérej
genom zbudowany jest z ok. 17 Gpz (Hussain i wsp., 2022). Wszystkie opisane wyzej cechy
sprawiajg, ze jeczmien jest odpowiednim modelem do badan zbéz, dlatego jest wazny nie tylko

dla rolnictwa, ale tez dla nauki (Mufioz-Amatriain i wsp., 2014).
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1.1 Starzenie sie roslin

W wielu badaniach majgcych na celu identyfikacje ianalize funkcjonalng gendw roslinnych
zaangazowanych w starzenie wykorzystywana jest roslina modelowa, jakg jest rzodkiewnik
(Law i wsp., 2018; Guo i wsp., 2021; Buelbuel i wsp., 2023). Stwierdzono jednak wyrazne réznice
w programie starzenia rzodkiewnika w poréwnaniu z innymi roslinami, w tym jednolisciennymi
(Buchanan-Wollaston i wsp., 2003; Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2018). Badania nad starzeniem
wielu roslin, w tym jeczmienia, wykazaty, ze usuniecie rozwijajacych sie kwiatéw powoduje znaczne
wydtuzenie zywotnosci lisci. Natomiast u meskosterylnych mutantéw rzodkiewnika oraz roslin typu
dzikiego, z ktérych usunieto rozwijajgce sie pedy, zywotnos¢ lisci nie ulega przedtuzeniu

(Buchanan-Wollaston i wsp., 2003).

W zbozach sktadniki odzywcze ze starszych lisci sg remobilizowane do lisci mtodszych, a ostatecznie
do licia flagowego, co umozliwia rozwdj ziarna. Dodatkowo starzenie zbdz jest regulowane
na poziomie pojedynczego liscia (Gregersen, Holm i Krupinska, 2008). Liscie zbdz majg podstawe
merystemowa, wierzchofek liscia sktada sie ze starszych komodrek, a mtodsze skupione sg u nasady

liscia. Taka organizacja komédrek utatwia rdznicowanie postepu starzenia.

Starzenie rozwojowe jest procesem nieodwracalnym, po ktérym nastepuje bezwarunkowo smieré
komorki. Indukowane ciemnoscig starzenie lisci (ang. dark-induced leaf senescence, DILS) jest
do pewnego stadium procesem odwracalnym. Sobieszczuk-Nowicka iwsp. (2018) zdefiniowali
w modelu DILS moment krytyczny, ktéry wyznacza punkt czasowy bez powrotu (Ryc. 1),
ale mechanizm jego kontroli nie jest znany. Zmiany obserwowane w DILS obejmujg: hamowanie
fotosyntezy, dezintegracje chloroplastéw, rozpad biatek liscia iutrate chlorofilu.
Na zaawansowanym etapie dochodzi do dezintegracji jagdra imitochondridow, a kondensacja
chromatyny ma miejsce razem z nasileniem fragmentacji nDNA (marker programowanej smierci
komérki, ang. programmed cell death, PCD). Na tym etapie dochodzi tez do ekspresji gendw
proteaz cysteinowych i biatek makroautofagii (Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2018). W regulacji DILS
charakterystyczne jest wspoétdziatanie mikro-, makro- i megaautofagii. Proces ten nawet przy
zaawansowanej makroautofagii jest wcigz odwracalny. W roslinach indukowane starzenie jest
wysoce kontrolowanym iaktywnym procesem. Sprawnos¢ regulacji indukowanego procesu
starzenia jest oznaka zywotnosci starzejacych sie komodrek, ktére na kazdym etapie musza
zachowaé zdolno$¢ do utrzymania homeostazy, ktdéra przejawia sie m.in. kontrolowaniem
homeostazy  cyklu PA  (zaThomas, 2013;  Sequera-Mutiozabal i wsp., 2016;
Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2016;  Sobieszczuk-Nowicka, 2017; Law iwsp., 2018;

Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2018; za Paluch-Lubawa, Stolarska i Sobieszczuk-Nowicka, 2021).
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Indukowany ciemnosciag procesu starzenia lisci jeczmienia
Dark-Induced Leaf Senescence (DILS)

e.s “j e .

" MAKROAUTOFAGIA V-

PUNKT BEZ ODWROTU

Rycina 1. Model indukowanego ciemnoscig starzenia lisci (DILS). Na kazdym etapie DILS towarzysza rozne typy
autofagii: mikro-, makro- i megaautofagia. Okreslono krytyczny punkt czasowy D7, w ktérym mozliwe jest odwrdcenie
starzenia lisci, pomimo postepu makroautofagii objawy degradacji mozna odwrdcic izapobiec $mierci komadrek.
Ooznacza kontrole, ktérg sg 7-dniowe siewki jeczmienia, D3 do D10 oznaczajg dni starzenia
(Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2018, zmienione)
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1.2 Poliaminy

Poliaminy sg niskoczasteczkowymi organicznymi kationami nalezgcymi do grupy biogennych
amin, uczestniczg w wielu fizjologicznych i rozwojowych procesach u bakterii, zwierzat i roslin
(Takahashi i Kakehi, 2010; Miller-Fleming i wsp., 2015). Powszechnie wystepujgcymi w roslinach
wyzszych PA sg putrescyna (Put), spermidyna (Spd) i spermina (Spm). Sg to zwigzki o budowie

tancuchowej. Putrescyna zawiera dwie, Spd trzy, a Spm cztery grupy aminowe (Ryc. 2).

H
H N\/\/\ N NH
2 N H2 H2N /\/\/ \/\/ 2
Putrescyna Spermidyna
H

Ao~ N NH
HoNT "N NN
H
Spermina
Rycina 2. Wzory strukturalne putrescyny, spermidyny i sperminy

PA nalezg do specyficznej grupy regulatorow wzrostu. W komdrce roslinnej wystepujg
w stezeniach od mikro- do milimolarnych. Sg to stezenia znacznie wyisze od stezen
charakterystycznych dla hormondw roslinnych (Sobieszczuk-Nowicka i Legocka, 2014). Poliaminy
to regulatory, ktérych sposdb dziatania jest wcigz odkrywany. Sg one S$cisle zwigzane
z przebiegiem wielu proceséw fizjologicznych u roslin izwierzat (Ryc. 3) isg niezbedne dla
zywotnosci komdrek z uwagi na ich role w fundamentalnych procesach komérkowych, w tym
w regulacji transkrypcji i translacji, regulacji epigenetycznej, integralnosci strukturalnej komaérek
i sygnalizacji (Kusano i Suzuki, 2015; Mattoo i Sobieszczuk-Nowicka, 2019; Aye iwsp., 2022;
Stolarska i wsp., 2023b — Publikacja 3). Dzieki wystepowaniu kationowych grup aminowych
iiminowych PA s3 zdolne do elektrostatycznego wigzania sie do grup fosforanowych
i karboksylowych takich zwigzkéw chemicznych jak: kwasy nukleinowe, biatka, fosfolipidy i kwasne
polisacharydy. Modyfikujg wten sposéb strukture tych zwigzkdéw, wptywajac na ich
wiasciwosci (Bachrach, 2005). Poliaminy réznig sie od kationdw nieorganicznych, takich jak Mg
czy Ca%, charakterem dziatania, ich tadunki dodatnie s3 rozmieszczone w okre$lonych
odlegtosciach za pomocy elastycznych taficuchéw weglowych, ktére moga uczestniczyc
w oddziatywaniach hydrofobowych (lgarashi iKashiwagi, 2000; Thomas, 2001; lIgarashi
i Kashiwagi, 2010), np. bezposrednie wigzanie PA réwnolegle do osi podtuznej DNA sprzyja
stabilizacji podwadjnej helisy DNA (Thomas, Tajmir-Riahi i Thomas, 2016; Nishio i wsp., 2018).
Co wiecej, wigzanie PA z DNA sprzyja tworzeniu niekanonicznych struktur DNA, ktére — jak
stwierdzono — stabilizujg nukleosomy i warunkujg kondensacje chromatyny (Raspaud i wsp., 1999;

Brooks, 2013; Visvanathan i wsp., 2013; Imre i wsp., 2022).
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Rycina 3. Schemat przedstawiajacy role poliamin w biologii komarki. Gérna czesc rysunku przedstawia schematyczng
komarke roslinng, dolna cze$¢ komédrke zwierzeca. Poliaminy reguluja ekspresje genéw na poziomie transkrypcji
(poprzez wigzanie sie do DNA, deacetylacja/acetylacja histonéw) oraz na poziomie translacji (poprzez wptyw
na strukture RNA). Akroleina, bedaca produktem ubocznym katabolizmu PA, jest toksyczng czasteczka, ktdra moze
powodowaé hamowanie fotosyntezy i nasila¢ smieré¢ komadrek. Kolejnym produktem ubocznym katabolizmu PA jest
hipuzyna — zwigzek konieczny do aktywnosci czynnika elongacyjnego translacji elF5A iabsolutnie niezbedny
do przezycia komorki. Poliaminy w komodrce roslinnej magazynowane sg w wakuoli, a w komdrce zwierzecej
w lizosomach. Poziom PA spada wraz z wiekiem zaréwno w komarkach roslin, jak i zwierzat. Poliaminy majg dziatanie
przeciwstarzeniowe zaréwno u roslin, jak izwierzat. W komérkach zwierzecych poliaminy petnig réwniez funkcje
odpornosciowe. BAT: eksportery PA; PUT: importery PA (Stolarska i wsp., 2023b, zmienione — Publikacja 3)

Poniewaz homeostaza PA w komdrce podlega Scistej kontroli z udziatem skomplikowanych
mechanizmoéw sprzezenia zwrotnego z poziomu biosyntezy, katabolizmu, importu i eksportu PA,
wahania stezen PA w prawidtowo funkcjonujacej komodrce sg mato prawdopodobne
(za Stolarska i wsp., 2023b — Publikacja 3). Obie grupy transporteréow sg w niewielkim stopniu
rozpoznane uros$lin uprawnych. Transportery importu PA (ang. polyamine uptake
transporter, PUT) zostaty opisane w rzodkiewniku, ryzu ipomaranczy (Fujita iShinozaki, 2015;

Alhagi wsp., 2021). Dwukierunkowe transportery aminokwaséw (ang. bi-directional amino acid
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transporters, BAT) sg rozpoznane uroslin w niewielkim stopniu. Niedawno zasugerowano,

7e mogg by¢ eksporterami PA u rzodkiewnika i ryzu (Ge, 2015; Ariyaratne, Ge i Morris, 2019).

Poziom PA wzrasta lub maleje u roslin narazonych na réine stresory (a)biotyczne. Komadrka
ro$linna, zmieniajgc kierunek ich metabolizmu, bardzo szybko odpowiada na zmieniajgce sie
warunki Srodowiska zmianami stezern PA (Walters, 2003; Legocka i Sobieszczuk-Nowicka, 2012;

Upadhyay i wsp., 2020, 2021; Upadhyay, Shao i Mattoo, 2021).

1.3 Cykl poliaminowy

Szlak biosyntezy PA w roslinach bazuje na metabolizmie trzech aminokwasdéw: argininy,
ornityny i metioniny (Ryc. 4) (Stolarska iwsp., 2023b — Publikacja 3). Arginina jest
przeksztatcana w ornityne w procesie hydrolizy katalizowanej przez arginaze (ARGAH, EC
3.5.3.1), a nastepnie w Put przez dekarboksylaze ornityny (ODC, EC 4.1.1.17). Arginina moze
by¢ rdwniez przeksztatcona przez dekarboksylaze argininy (ADC, EC 4.1.1.19) w agmatyne,
ktora jest substratem dla dwdch réinych szlakéw prowadzgcych do syntezy Put.
W pierwszym szlaku iminohydrolaza agmatyny (AIH, EC 3.5.3.12) katalizuje tworzenie
N-karbamoiloputrescyny (NCPut), a NCPut jest substratem reakcji katalizowanej przez
aminohydrolaze N-karbamoiloputrescyny (CPA, EC 3.5.1.53). Produktem tej dwuetapowej
reakcji jest Put (za Stolarska i wsp., 2023b — Publikacja 3). Agmatyna w drugim szlaku jest
przeksztatcana bezposrednio do Put, a reakcja ta jest katalizowana przez
arginaze/agmatynaze [ARGAH, EC 3.5.3.1(1)] (za Stolarska i wsp., 2023b — Publikacja 3).
Niektére rosliny, takie jak rzodkiewnik, spirodela wielokorzeniowa czy mech Physcomitrella
patens, nie majg gendéw kodujgcych ODC, a niektére zielone algi pozbawione sg szlaku
syntezy Put z udziatem ADC (za Stolarska i wsp., 2023b — Publikacja 3). Metionina jest
substratem w syntezie Spd iSpm. Aminokwas ten jest przeksztatcany przez syntetaze
S-adenozylo-L-metioniny (SAMS, EC 2.5.1.6) do S-adenozylo-L-metioniny (SAM), a nastepnie
poprzez dekarboksylaze S-adenozylo-L-metioniny (SAMDC, EC 4.1.1.50)
do dekarboksylowanej S-adenozylo-L-metioniny (dcSAM). Finalnie dcSAM stuzy jako donor
grup aminopropylowych do syntezy Spd z Put i syntezy Spm ze Spd. Reakcje te sg katalizowane
odpowiednio przez syntaze spermidyny (SPDS, EC 2.5.1.16) isyntaze sperminy
(SPMS, EC 2.5.1.22) (Mattoo i wsp., 2015; Guo i wsp., 2020). Z Spd zamiast Spm moze takze
powstac termospermina przy udziale syntazy termosperminy (TSPMS lub ACL5, EC 2.5.1.B4) —

szlak ten zostat opisany m.in. w rzodkiewniku (Vera-Sirera i wsp., 2010; Guo i wsp., 2020).
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W katabolizmie PA mozna wyrdzni¢ dwie Sciezki:
e szlak kataboliczny (ang. terminal catabolic pathway, TC);
e szlak konwersji wstecznej (przeksztatcanie metabolitu do zwigzku macierzystego;

ang. back conversion pathway, BC) (Tab. 1 Stolarska i wsp., 2023b — Publikacja 3).

Szlak TC prowadzi do catkowitego i nieodwracalnego rozktadu PA, natomiast szlak BC do
rozktadu wyzszych PA do nizszych PA (Spm = Spd = Put). Gtdwnymi enzymami katabolizmu
PA sg oksydazy, ktére sg podzielone na dwie grupy: oksydazy aminowe zawierajgce miedz
(CuAO, EC 1.4.3.6) i oksydazy poliaminowe zawierajgce flawine (PAO, EC 1.5.3.11) (Ryc. 4)
(Kusano i wsp., 2008; Tavladoraki i wsp., 2012; Navakoudis i Kotzabasis, 2022).

Biatka CuAO s3 enzymami biorgcym udziat w szlaku TC, w ktérym zachodzi utlenianie Put.
W wyniku tej reakcji powstajg H203, NHs i 4-aminobutanal, ktéry w kolejnych reakcjach moze
zosta¢ przeksztatcony w kwas y-aminomastowy (Ryc. 4). Roslinne CuAO majg najwyzsza
wydajnos¢ katalityczng w przypadku Put, ale katabolizujag réowniez Spd iSpm

(Bagni i Tassoni, 2001; Agostinelli i wsp., 2010).

W szlaku BC Spm i Spd sg utleniane przez oksydaze poliaminowg PAObc odpowiednio do Spd
i Put, a takze do 3-aminopropanalu i H.O; (Cona iwsp., 2006; Angelini iwsp., 2008;
Tavladoraki i wsp., 2012) (Ryc. 4). W szlaku TC PAO utleniajg Spd i Spm, tworzac odpowiednio
4-aminobutanal i N-(3-aminopropylo)-4-aminobutanal, a takze 1,3-diaminopropan
i HO; (Ryc. 4). Produkty katabolizmu PA, tj. 4-aminobutanal i3-aminopropanal to
niestabilne aldehydy, ktére moga samorzutnie rozktadaé sie do toksycznej akroleiny, ktéra
w wysokich stezeniach powoduje np. hamowanie fotosyntezy i propaguje $mier¢ komdérek,

co sugeruje, ze bierze ona udziat w inicjacji PCD (Wood, Khan i Moskal, 2007).

Szlaki metabolizmu PA taczy mozliwos¢ szybkiej wzajemnej konwersji (Put < Spd = Spm)
lub (Spm - Spd - Put). Metaboliczna interkonwersja, czyli odwracalna przemiana
metaboliczna, wraz z transportem pozwala na skuteczng kontrole stezenia PA w réznych
kompartmentach i pomiedzy komérkami (Seiler, 2004; Moschou i wsp., 2008; Tavladoraki

i wsp., 2012; Handa, Fatima i Mattoo, 2018; Navakoudis i Kotzabasis, 2022).
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Rycina 4. Cykl poliaminowy. Synteza PA w roslinach polega na niezaleznej dekarboksylacji dwdch aminokwasdw: ornityny
i argininy. Produktem dekarboksylacji argininy przez dekarboksylaze argininy (ADC) jest agmatyna, ktdra jest nastepnie
hydrolizowana albo do Put przez hydrolize arginazy (ARGAH), albo najpierw do N-karbamoiloputrescyny (NCPut) przez
iminohydrolaze agmatyny (AIH), a nastepnie do Put przez aminohydrolaze N-karbamoiloputrescyny (CPA). Natomiast
dekarboksylacja ornityny przez dekarboksylaze ornityny (ODC) bezposrednio wytwarza Put. Z metioniny przy udziale
syntetazy S-adenozylo-L-metioniny (SAMS) powstaje S-adenozylo-L-metionina (SAM), ktdra nastepnie jest substratem reakgcji
katalizowanej przez dekarboksylaze S-adenozylo-L-metioniny (SAMDC) i wytwarzana jest dekarboksylowana SAM (dcSAM).
Z kolei dcSAM jest zrédtem grup aminopropylowych do syntezy Spd z Put i syntezy Spm z Spd, reakcje te sa katalizowane
odpowiednio przez syntaze spermidyny (SPDS) i syntazy sperminy (SPMS). Oksydaza zawierajagca miedz (CuAO) i oksydaza
poliaminowa (PAO) katalizujg deaminacje poliamin. Spm jest utleniana do Spd, ktdéra nastepnie jest utleniana do Put, reakcje
te katalizowane sg przez oksydaze poliaminowg (PAObc). ADC: dekarboksylaza argininy; AIH: iminohydrolaza agmatyny;
ARGAH: arginaza/agmatynaza; CPA: aminohydrolaza N-karbamoiloputrescyny; CuAO: oksydazy aminowe zawierajgce miedz;
dcSAM: dekarboksylowana S-adenozylo-L-metionina; ODC: dekarboksylaza ornityny; PAO/PAObc: oksydaza poliaminowa; SAM:
S-adenozylo-L-metionina; SAMDC: dekarboksylaza S-adenozylo-L-metioniny; SAMS: syntetaza S-adenozylo-L-metioniny SPDS:
syntaza spermidyny; SPMS: syntaza sperminy (Tanwar, Stolarska i wsp., 2022, zmienione — Publikacja 1)

1.4 Poliaminy a starzenie lisci

Na podstawie wynikow zaprezentowanych w pracach Sobieszczuk-Nowicka
i wsp. (2009; 2015; 2016) zaproponowany zostat model dziatania PA w programie przedwczesnego,
indukowanego ciemnoscig, starzenia liscia (Sobieszczuk-Nowicka, 2017). Badania wykazaty, ze
sygnatem do indukcji procesu starzenia liscia jest akumulacja PA, po ktorej nastepuje spadek ich
miana. PA syntetyzowane w cytoplazmie sg transportowane do apoplastu itam utlenianie
(rozktadane) do H,0, oraz diaminopropanu —metabolitéw usprawniajgcych procesy degradacyjne.
Oksydacja PA kontroluje réwniez tempo przebiegu procesu poprzez synteze kwasu y-amino
mastowego (GABA) ipod pewnymi warunkami moze przyspiesza¢ starzenie. Ogdlnie jednak

blokowanie rozktadu PA zasadniczo opdznia starzenie lisci. ROwniez w pracy Sequera-Mutiozabal

17



i wsp. (2016) zasugerowano, ze katabolizm Spd i/lub Spm przez oksydazy poliaminowe moze
sprzyjaé starzeniu poprzez produkcje H.0,. U mutantéw rzodkiewnika, u ktérych nie nastepuje
konwersja Spm do Spd w wyniku braku aktywnosci PAO4(bc), wystgpito opdznione wejscie liscia
w faze starzenia wywotanego ciemnoscia (Sequera-Mutiozabal i wsp., 2016). Opdznione starzenie
wywotane ciemnoscig u mutantdw powigzane jest rowniez z wyzszym poziomem Spm, zmniejszong
produkcjg reaktywnych form tlenu i zwiekszeniem poziomu tlenku azotu. Szczegétowa analiza danych
opublikowanych przez Sequera-Mutiozabal i wsp. (2016) sugeruje, ze regulacyjna rola PA opiera sie
na zapewnieniu ochrony przed stresem przez konwersje metaboliczng obejmujgcg zmiany stanu
oksydacyjno-redukcyjnego uktadu askorbinianu/dehydro-askorbinianu, zmiany w metabolizmie
cukru i azotu i oddziatywanie (ang. crosstalk) z biosyntezg etylenu (Sequera-Mutiozabal i wsp., 2016).

Molekularne podstawy tych zjawisk nie zostaty dostatecznie opisane.

Poliaminy sg rdwniez istotne dla zywienia mineralnego roslin. Zboza akumuluja 60-80% potrzebnego
azotu w okresie wzrostu wegetatywnego, natomiast w fazie nalewania ziarna zachodzi proces
przemieszczania azotu z organdw wegetatywnych (remobilizacja) (za Sandhuiwsp., 2021). Azot
jonéw amonowych wbudowywany w glutamine iglutaminian jest przekazywany w procesach
syntezy innych metabolitéw azotowych, m.in. PA (Wuddineh, Minocha i Minocha, 2018). Poprawa
efektywnosci wykorzystania azotu jest niezbedna do obnizenia kosztéw komercyjnego nawozenia
w produkcji roslinnej (Mattoo i wsp., 2010; Wuddineh, Minocha i Minocha, 2018). Manipulowanie
poziomem PA moze zatem stanowi¢ metode zwiekszenia wydajnosci remobilizacji azotu i wegla lezgca
u podstawy procesu starzenia liscia. Poprawe efektywnosci plonowania zbéz mozna osiggna¢ poprzez

regulacje procesu starzenia lisci, zardwno w kierunku jego opdznienia, jak i przyspieszenia (Ryc. 5).

POPRAWA EFEKTYWNOSCI PLONOWANIA ZBOZ

ROZKLAD PA SYNTEZA PA
Zmniejszenie 0 Zwiekszenie
poziomu /8 poziomu
POLIAMIN v s \«""\ POLIAMIN

-—

/ Przyspieszenie
— starzenia

\“i,/ _—

Opéznienie
starzenia

Rycina 5. Poprawe efektywnosci plonowania zb6z moina osiggnaé¢ poprzez regulacje procesu starzenia lisci,
w kierunku zaréwno jego opdznienia poprzez zwiekszenie poziomu PA, jak i przyspieszenia poprzez zmniejszenie
poziomu PA w roslinie. Rycine utworzono przy uzyciu programu BioRender.com

Poznanie wielokierunkowych powigzan metabolizmu poliamin zsiecia metaboliczna

organizujaca proces starzenia wydaje sie waznym zagadnieniem agronomicznym.
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2. CEL | ZALOZENIA PRACY DOKTORSKIEJ

Celem zespotu kierowanego przez prof. Ewe Sobieszczuk-Nowickg jest poznanie
wielokierunkowego zwigzku miedzy homeostazg poliamin a sieciami metabolicznymi
organizujgcymi proces starzenia sie lisci jeczmienia. Kierunek metabolizmu i transport PA moze
kontrolowa¢ skutecznos¢ lezacej u podtoza starzenia sie liscia remobilizacji. Sugeruje
to wykorzystanie PA w planowaniu strategii uprawy zbdz. Egzogennie ukierunkowane
zastosowanie PA moze poprawic tolerancje roslin na rézne czynniki stresowe. Podejscie oparte

na genomice funkcjonalnej pomogtoby wyjasni¢ molekularne podstawy tych zjawisk.

Brak w literaturze informacji na temat sekwencji gendw metabolizmu PA w jeczmieniu byt duzym
ograniczeniem, dlatego potrzebna byta identyfikacja tych genéw. W badania wtgczytam réwniez

analize transporterdw PA. Transportery PA sg rozpoznane u roslin w niewielkim stopniu.

Celem pracy doktorskiej byta kompleksowa identyfikacja genéw zaangazowanych w homeostaze
PA w genomie jeczmienia oraz wstepna ocena ich udziatu w przemianach metabolicznych
towarzyszacych procesom starzenia lisci. Aby go osiggngé, zaplanowatam realizacje trzech

nastepujgcych zadan badawczych:

1. Identyfikacja ianaliza genéw oraz ich przewidywanych produktéw biatkowych
zaangazowanych w metabolizm itransport poliamin na podstawie badan homologii

i filogenetycznych.
Aby osiggngé ten cel na podstawie homologii z opisanymi juz wczesniej w literaturze biatkami
w innych roslinach, zidentyfikowatam geny metabolizmu itransportu PA w jeczmieniu.
Nastepnie obecnos¢ w genomie zidentyfikowanych gendw zostata potwierdzona laboratoryjnie.
Analiza filogenetyczna sekwencji aminokwasowych biatek metabolizmu i transportu PA wykazata

Sciste powigzanie ze swoimi homologami innych gatunkéw roslin.

2. Charakterystyka funkcjonalna zidentyfikowanych gendéw oraz ich przewidywanych
produktéw biatkowych na podstawie analiz in silico.
Aby osiggngc ten cel, okreslitam metodami in silico budowe strukturalng zidentyfikowanych
gendw, elementy regulacyjne dziatajgce na poziomie transkrypcji i translacji. W kolejnym kroku
za pomocy narzedzia Genevestigator v3 analizowatam in silico poziomy ekspresji gendw
metabolizmu i transporteréw PA jeczmienia:
e na o$miu etapach rozwoju rosliny — od kietkowania ziarniaka przez kwitnienie
po dojrzatosé nowych ziarniakdw;
e w rdéznych organach roslinnych;

e w rdéznych warunkach stresu (a)biotycznego.
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Za pomocg modelowania homologicznego wszystkich badanych transporteréw mogtam z duzg
doktadnos$cig przewidzie¢ struktury tréjwymiarowe interesujgcych mnie biatek i potwierdzitam
ich funkcje. Nastepnie wykonatam kompleksowg analize in silico przewidywanych produktéw
biatkowych zidentyfikowanych genéw. Okreslitam punkt izoelektryczny (pl), dtugos¢ sekwencji
aminokwasowej, mase czgsteczkowg iwspodtczynnik hydropatycznosci (GRAVY). Okreslitam
prawdopodobne interakcje typu biatko-biatko. Nastepnie przeprowadzitam analize in silico
przewidujgcg miejsca modyfikacji potranslacyjnej, ktére wptywajg na wtasciwosci chemiczne
i fizyczne, stabilnos¢ iaktywnos¢ biatek. Za pomocg metody dokowania molekularnego

potwierdzitam mozliwosci wigzania interesujgcych mnie biatek z ligandami PA.

3. Ocena ekspresji badanych gendw w przemianach metabolicznych towarzyszacych
starzeniu sie lisci.

Wyniki otrzymane dzieki analizom in silico dotyczace ekspresji gendw metabolizmu PA w réznych
tkankach jeczmienia potwierdzitam laboratoryjnie poprzez okreslenie poziomu ekspresji genéw
HvPMG w organach takich jak: koleoptyle z 5-dniowych siewek; korzenie i pedy z 7-dniowych
siewek; liscie itodygi z 10-dniowych siewek. Na podstawie tych analiz wybratam 13 gendw,
ktorych ekspresja byta obserwowana w lisciach. Model DILS zostat wykorzystany jako ukfad
doswiadczalny do oceny ekspresji gendw metabolizmu i transportu PA. Oceny ekspresji gendw
HvPMG dokonatam metodg RT-qPCR. Ekspresje gendw transporterow PA w lisciach poddanych

DILS zbadatam z wykorzystaniem metody analizy transkryptomu (podejscie RNA-seq).

Postawitam hipoteze, ze w obrebie rodzin genéw zaangazowanych w homeostaze PA s3 geny,

ktorych ekspresja jest organospecyficzna (lis¢) i starzeniowo-zalezna.
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3. WYNIKI | ICH OMOWIENIE

3.1 Identyfikacja i analiza genéw oraz ich przewidywanych produktéw biatkowych
zaangazowanych w metabolizm itransport poliamin na podstawie badan
homologii i filogenetycznych

Badania rozpoczetam od identyfikacji jeczmiennych gendw metabolizmu PA, dla ktérych zespét
zaproponowat nazwe PMG (ang. polyamine metabolism genes) (Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 —
Publikacja 1) i genéw transportu PA, dla ktorych zespo6t zaproponowat nazwe PAT (ang. polyamine

transporters), (Stolarska i wsp., 2023a — Publikacja 2).

Najpierw uzytam wczesniej opisanych w literaturze sekwencji aminokwasowych PMG i PAT
u rzodkiewnika, ktére byty zdeponowane w bazie TAIR. Sekwencje te zostaty wykorzystane jako
zapytania w programie BLASTP w bazie danych Ensembl Plant do wyznaczenia homologicznych
sekwencji aminokwasowych jeczmienia, a w przypadku biatek dekarboksylazy ornityny, ktdre sg
nieobecne u rzodkiewnika, jako zapytania wykorzystatam sekwencje biatkowe pobrane z bazy
danych ryzu (https://www.plantgdb.org/OsGDB). Przypuszczalne sekwencje biatek
jeczmiennych PA zostaty przeanalizowane przy uzyciu ukrytego modelu Markowa pod katem
obecnosci specyficznej domeny reprezentujgcej odpowiednig klase biatek. Dla doktadnosci
sekwencje te zostaty réwniez zweryfikowane krzyzowo za pomocg InterProScan, a kandydaci,
zawierajacy ktorakolwiek z typowych domen odpowiednich biatek, zostali rozpoznani jako geny

potencjalnie kodujgce biatka metabolizmu i transportu PA.

W efekcie wyodrebnitam siedem rodzin genéw, ktére obejmowaty 23 HVPMG (Tab. 1).
Wsréd nich  zidentyfikowatam trzy geny dekarboksylazy S-adenozylo-L-metioniny
(HVSAMDC 1-3), dwa dekarboksylazy ornityny (HvODC1-2), jeden dekarboksylazy argininy
(HVADC1), jeden syntazy spermidyny (HvSPDS1), dwa syntazy sperminy (HvSPMS1-2), piec
oksydazy diaminowej zawierajagcej miedz (HvCuAO2, 3, 4, 6 i7) idziewie¢ oksydazy
poliaminowej (HVPAO1-9). W jeczmieniu nie zidentyfikowatam genu syntazy termosperminy.
Natomiast wsrdd HVPAT zidentyfikowatam siedem genéw importeréw (HvPUT1-7) i szesc

gendow eksporteréw PA (HVBAT1-6).
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Biosynteza PA
Dekarboksylaza Dioksydaza
Enzymy S-adennzy‘lln-L- Dek:::i:l;:\‘/llaza Dek:::it:]l::zlaza spxse\:nmtiadzyany sf)\;:tn:iz:y zawierajaca pg:;z?:::va Importery PA Eksportery PA
metioniny miedi
HvSAMDC1 HvOoDC1 HVADC1 HvSPDS1 HvSPDS1 HvCuAO2 HvPAO1 HvPUT1 HvBAT1
Geny HvSAMDC2 HvOoDC2 HvSPDS2 HvCuAO3 HvPAO2 HvPUT2 HvBAT2
HvSAMDC3 HvCuAO4 HvPAO3 HvPUT3 HVBAT3
HvCuAO6 HvPAO4 HvPUT4 HvBAT4
HvCuAO7 HvPAOS HvPUTS HvBATS
HvPAO6 HvPUT6 HvBAT6
HvPAO7 HvPUT7
HvPAO8
HvPAO9
Sun‘ja 3 2 1 1 2 5 6 7 6
genow

Tabela 1. Zidentyfikowane geny metabolizmu poliamin w genomie jeczmienia odmiany Golden promise. ADC:
dekarboksylaza argininy; BAT: eksportery poliamin; CuAO: oksydaza zawierajgca miedz; Hv: jeczmien zwyczajny; PAO:
oksydaza poliaminowa; PAT: importery poliamin; SAMDC: dekarboksylaza S-adenozylo-L-metioniny; SPDS: syntaza
spermidyny; SPMS: syntaza sperminy

Obecnos¢ w genomie zidentyfikowanych in silico 23 genéw HvPMG zostata dodatkowo
potwierdzona przy uzyciu tradycyjnych metod laboratoryjnych poprzez wykonanie
sekwencjonowania produktéw otrzymanych w reakcji PCR z wykorzystaniem jako matrycy
genomowego DNA (gDNA) wyizolowanego zlisci jeczmienia iodpowiednich starterow.

Sekwencjonowanie produktu zostato wykonane przez firme NexBio z Lublina (Ryc. 6).

A B

cuccw co : secaoe ,o AC G

SAMDC1 SAMDC2 SAMDC3  ADC1 onc1 0ODC2 CuAO2 CuAO3 CuAO4

" 866bp 984bp 472bp 1354bp 1148bp 382bp 1429bp 668bp  881bp

Rycina 6. Potwierdzenie obecnosci zidentyfikowanych in silico 23 genéw HYPMG metodami laboratoryjnymi
w materiale badawczym. (A) Przyktadowe zdjecie zelu z produktami reakcji PCR, w ktérej jako matryce
wykorzystano gDNA wyizolowane z jeczmienia odmiany Golden promise. (B) Fluorogram jednego z produktéw
PCR poddanych sekwencjowaniu

Przeprowadzitam réwniez analize filogenetyczng biatek HvPMG i HVPAT przy uzyciu metody
najblizszego sgsiada (ang. neighbor-joining) z wykorzystaniem programu MEGA-11.
Do analizy HYPMG uzytam sekwencji aminokwasowych rzodkiewnika, ryzu ikukurydzy.
Biatka szlaku metabolicznego PA s3 wysoce konserwatywne utych czterech gatunkow,

SAMDC, PAO, CuAO, ADC, ODC i SPDS/SPMS sg zgrupowane kolejno w odrebnych grupach
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(Ryc. 7). Do analizy HvPAT dodatkowo uzytam sekwencji topoli, ktosownicy dwuktoskowej,
winorosli wfasciwej, szafranu uprawnego, pomidora zwyczajnego imelona (Ryc. 8).
Sekwencje aminokwasowe importerow ieksporteréw PA wykazaty Sciste powigzanie

ze swoimi homologami innych gatunkdw roslin.

bootstrap
0.31
- 048
© 0.66
0.83
e 1

oDc
[T] spps/spms
[] Pao
[ ] ADC

[7] sambc

[] cunro

Rycina 7. Drzewo filogenetyczne biatek uczestniczacych w metabolizmie poliamin w jeczmieniu. Relacje
ewolucyjne zostaty ustalone z wykorzystaniem programu MEGA-11 z uzyciem metody NJ przy wartosci
samoprobkowania (bootstrap) rownej 1000. At: rzodkiewnik; Hv: jeczmien zwyczajny, Os: ryz; Zm: kukurydza.
ADC: dekarboksylaza argininy; CuAO: oksydaza zawierajgca miedz; PAO: oksydaza poliaminowa; SAMDC:
dekarboksylaza S-adenozylo-L-metioniny; SPDS: syntaza spermidyny; SPMS: syntaza sperminy (Tanwar,
Stolarska i wsp., 2022 - Publikacja 1)
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Rycina 8. Drzewo filogenetyczne biatek transporteréw poliamin w jeczmieniu. Relacje ewolucyjne zostaty
ustalone z wykorzystaniem programu MEGA-11 z uzyciem metody NJ przy wartosci samoprébkowania (bootstrap)
rownej 1000. Wszystkie 60 biatek zgrupowano w 6 klastrow wyrdznionych innymi kolorami. At: rzodkiewnik;
Bd: ktosownica dwuktoskowa; Cs: szafran uprawny; Cm: melon; Hv: jeczmien, Os: ryz; Pt: topola; SI: pomidor;
Vv: winoro$l wtasciwa; Zm; kukurydza. BAT: eksportery poliamin; PUT: importery poliamin (Stolarska i wsp., 2023a
— Publikacja 2)

3.2 Charakterystyka funkcjonalna zidentyfikowanych gendw oraz ich przewidywanych
produktow biatkowych na podstawie analiz in silico

W celu szczegdétowej charakterystyki funkcjonalnej zidentyfikowanych gendw z bazy danych
Ensembl Plants pobratam pliki adnotacji GFF3/GTF, ktére zawierajg informacje na temat
lokalizacji HYPMG i HYPAT w genomie iich budowy strukturalnej. Organizacja intron-ekson
HvPMG wykazata, ze geny HvODC1-2, HvPAO5, HvSPDS1 i HYSAMDC2 byly pozbawione
introndw, podczas gdy wszystkie inne geny zawieraty réing liczbe introndw w zakresie
od 1 do 11 (Fig. 1A Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 — Publikacja 1). Sposréd HVPAT wiekszos¢

gendw importerow PA miata jeden intron, z wyjatkiem HvPUT3, ktéry sktadat sie z trzech
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introndw w 5’UTR, podczas gdy geny eksporterow PA sktadaty sie z od czterech do siedmiu

intronéw (Fig. 1C Stolarska i wsp., 2023a - Publikacja 2).

W celu analizy elementéw regulacyjnych dziatajgcych w uktadzie cis (ang. cis-acting regulatory
elements, CRE) z bazy danych genomu H. vulgare Ensembl Plant zostaty pobrane sekwencje
promotorow (ustalonych jako 1000 par zasad poprzedzajacych sekwencje kodujgcy gen
dla HYPMG i 1500 dla HvPAT). Uzyskane sekwencje zostaty nastepnie przestane do bazy danych
PlantCARE. W sumie in silico przewidziano 961 elementéw CRE w sekwencjach promotoréw
HvPMG (Fig. 3A Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 — Publikacja 1) i 1159 CRE w sekwencjach
promotorow HVPAT (Fig. 3, Tab. S4 Stolarska i wsp., 2023a — Publikacja 2). Najmniej liczna grupa
prawdopodobnych elementéw byta zwigzana z reakcjg na swiatto, kolejne pod tym wzgledem
byty grupy elementdéw zwigzanych z fitohormonami oraz z reakcjg rosliny na stres. Najliczniejsza
grupa przewidzianych CRE to elementy zwigzane ze wzrostem irozwojem rosliny. Grupa ta
zawierata 21 typow CRE dla HYPMG i 19 dla HVPAT, wsrdd ktdrych najliczniejszymi elementami
byty CAAT-box i TATA-box (Fig. 3A Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 — Publikacja 1; Fig. 3, Tab. S4
Stolarska i wsp., 2023a — Publikacja 2).

Na poziomie translacji geny metabolizmu itransportu PA moga by¢ regulowane poprzez
mikroRNA (miRNA) na drodze kierowania docelowych transkryptéw gendéw kodujgcych biatka
do ciecia lub supresji translacji. Dlatego w celu weryfikacji, czy w obrebie genéw HVPMG i HYPAT
moggy wystepowacé miejsca docelowe wigzania sie miRNA, sekwencje kodujgce gendéw zostaty
zanalizowane pod tym katem na serwerze psRNATarget. Zidentyfikowatam dziewieé
miRNA H. vulgare (hvu-miR), dla ktérych przewidywane miejsca docelowe znajdowaty sie
w obrebie genéw HYPMG (Tab. 3 Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 — Publikacja 1). Analiza in silico
wykazata, ze prawie wszystkie zidentyfikowane miRNA, z wyjgtkiem hvu-miR5049b, moga
wyciszy¢ ekspresje gendw HvVPMG poprzez ciecie transkryptéw gendw kodujacych biatko.
Zidentyfikowatam réwniez szes¢ miRNA, dla ktdérych przewidywane miejsca docelowe znajdowaty
sie w obrebie gendw transporteréw PA, ekspresja wszystkich tych gendw oprdocz HYPUT7 moze

zostacé wyciszona poprzez ciecie mRNA (Fig. 5, Tab. S6 Stolarska i wsp., 2023a — Publikacja 2).

W kolejnym kroku za pomoca narzedzia Genevestigator v3 analizowatam in silico poziomy
ekspresji gendw metabolizmu i transporteréw PA jeczmienia:
e na osSmiu etapach rozwoju rosliny, od kietkowania ziarniaka przez kwitnienie
po dojrzatosé nowych ziarniakéw;
e w rdéznych organach roslinnych;

e w rdéznych warunkach stresu (a)biotycznego.
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Wsréd wszystkich 23 HYPMG znalaztam dane dotyczgce ekspresji 19 gendéw. Okazato sie,
ze wiele z tych gendw podlega ekspresji jedynie na okreslonych etapach rozwoju jeczmienia,
w wybranych organach lub jedynie w odpowiedzi na konkretny stres (a)biotyczny
(Fig. 4 Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 — Publikacja 1). Wiekszos¢ genéw HvPMG ulegata
ekspresji na etapie kietkowania, z wyjatkiem HvODC1, HvCuAO6, HvPAO1 i 2 (Fig. 4B Tanwar,
Stolarska i wsp., 2022 — Publikacja 1). Geny HvVPAO3 i6, HvODC1 i2 ulegaty ekspresji do
stadium siewki, podczas gdy na pdzniejszych etapach nie zaobserwowatam ich ekspresji. Wiele
gendéw, m.in. HYCuAO7, HYSAMDC3, HYPAO4 i HYSPMS1, ulegato ekspresji na wszystkich etapach
rozwoju. Ponadto gen HYSAMDC3 wykazywat wysokg ekspresje w prawie wszystkich badanych
tkankach, podczas gdy geny HvODC1 2 wykazywaty bardzo niskg ekspresje w wiekszosci
analizowanych tkanek (Fig. 4A Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 — Publikacja 1). W odpowiedzi na
stres wysokiej temperatury, suszy, symulowanej suszy oraz zasolenia HvVADCI1 ulegat
podwyzszonej ekspresji, podczas gdy ekspresja HVSAMDC2 byta nieznacznie indukowana
w odpowiedzi na stres symulowanej suszy istres niskiej temperatury (Fig. 4C Tanwar,

Stolarska i wsp., 2022 — Publikacja 1).

W analizowanych genach transporteréw PA ujawnitam, ze HvPUT1-4 wykazujg stosunkowo
stabilny i wysoki poziom ekspresji na kolejnych etapach wzrostu i rozwoju roslin (Fig. 9A
Stolarska i wsp., 2023a — Publikacja 2). HvPUT5 ulegat ekspresji tylko na etapie siewki,
podczas gdy HvPUT6 ulegat ekspresji na etapach wydtuzania todygi, kwitnienia i dojrzewania.
Ekspresja HVPUT7 nie zostata wykryta w roslinach jeczmienia na zadnym etapie rozwoju.
HvBAT1, 2 i 6 ulegaty stabilnej ekspresji podczas catego rozwoju rosliny, podczas gdy HvBAT3
i 5 ulegaty ekspresji gtéwnie w fazie siewek i kwitnienia. Wszystkie geny transporteréow PA
wykazujg bardzo niska lub niewykrywalng ekspresje na ostatnim etapie rozwoju jeczmienia,
w fazie dojrzatosci. Analiza ekspresji specyficznej dla organdw dowiodta, ze sposréd gendw
importeréow PA tylko HvPUT3 wykazuje wysoki poziom ekspresji w prawie wszystkich
badanych organach (Fig. 9B Stolarska iwsp., 2023a - Publikacja 2). Pozostate geny
importeréw PA wykazywaty bardzo niskg lub niewykrywalng ekspresje w badanych organach
roslinnych. Wsréd gendéw eksporteréw PA HvBAT1 i2 wykazywaty wysoka ekspresje
w wiekszosci analizowanych organéw. HvBAT3, 5 i 6 ulegaty ekspresji gtdwnie w korzeniach
i siewkach. Ekspresja HvBAT4 nie zostata wykryta w zadnym z analizowanych organdw.
Dodatkowo ekspresja gendw transporterow PA w jeczmieniu byta analizowana w réznych
warunkach stresu abiotycznego. Gen HvPUT2 ulegat wyraznej indukcji ekspresji w stresie
zranienia i supresji w stresie niskiej temperatury, podczas gdy pozostate geny importeréw PA

nie wykazywaty znaczacych zmian ekspresji w odpowiedzi na stresy abiotyczne
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(Fig. 10 Stolarska i wsp., 2023a — Publikacja 2). Co wiecej, stres zranienia spowodowat

wyrazng indukcje ekspresji gendw HvBAT1 i 2, a takze niewielki wzrost ekspresji HVBAT5 i 6.

Modelowanie homologiczne wszystkich badanych transporteréw pozwolito z duzg
dokfadnoscig przewidzie¢ struktury tréojwymiarowe interesujgcych mnie biatek i potwierdzi¢
ich funkcje (Ryc. 9). Struktury 3D biatek HVPAT przewidziatam za pomocg serwera Phyre2,
a nastepnie ocenitam za pomocg wykresu Ramachandrana, ANOLEA (ang. Atomic Non-Local
Environment Assessment) i analiz ProSA, a testem ProCheck sprawdzitam struktury 3D biatek
HVPAT w serwerze SAVES. Miejsca aktywne biatek transporterowych PA przewidziatam

za pomocg serwera CASTp 3.0.

Nastepnie wykonatam kompleksowg analize in silico przewidywanych produktéw biatkowych
zidentyfikowanych gendéw. Okreslitam: punkt izoelektryczny (pl), dtugosé sekwencji aminokwasowej,
mase czasteczkowg iwspotczynnik hydropatycznosci  (GRAVY). Lokalizacje subkomérkowe
przewidziatam za pomocg narzedzia internetowego Plant-mPLoc. Biatka HYPMG miaty stosunkowo
niski punkt izoelektryczny (pl < 7) (Tab. 1 Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 — Publikacja 1). Wszystkie
biatka miaty ujemne wartosci GRAVY, co oznacza, ze s3 to biatka hydrofilowe, z wyjatkiem HvODC1,
dla ktérego wartos¢ GRAVY byfta réwna 0,013, co swiadczy o hydrofobowosci biatka ijego
btonowym charakterze. Przewidywanie lokalizacji subkomdrkowej wykazato, ze 18 z 23 biatek
HvPMG byto zlokalizowanych w chloroplastach, a pozostate w cytoplazmie, peroksysomach
i Scianie komdrkowej. Lokalizacja niektdrych biatek zostata przewidziana w kilku organellach:
HvSAMDC1 (chloroplast, jadro), HYSAMDC2 (btona komédrkowa, chloroplast, jagdro), HvCuAO7
(Sciana komadrkowa, peroksysom) i HYADC1 (chloroplast, cytoplazma, mitochondrium). Wiekszos¢
biatek HYPMG nie zawierata zadnych domen transbtonowych, z wyjgtkiem HvPAO3, HVYPAO6
i HYCuAO2, ktére miaty jedng helise transbtonowa. Srednia teoretyczna warto$¢ pli dodatnie
wartosci GRAVY sekwencji biatek HvPAT sugerujg, ze wiekszo$¢ gendw transporteréw PA
koduje alkaliczne, hydrofobowe i btonowe biatka, co jest dodatkowo poparte przewidywaniami
lokalizacji subkomdrkowej, poniewaz umieszczenie wszystkich transporteréw PA przewiduje sie
w btonie komorkowej (Tab. 2 Stolarska i wsp., 2023a — Publikacja 2). Wszystkie biatka HvPAT
zawieraty po 12 domen transbtonowych, z wyjatkiem HvPUTS5, ktéry zawierat ich 7 (Tab. S1
Stolarska i wsp., 2023a - Publikacja 2).

Potencjalng funkcje biologiczng niescharakteryzowanego biatka mozna przyblizy¢ poprzez
zbadanie oddziatywania danego biatka z innymi, opisanymi juz biatkami. Za pomoca narzedzia
STRING przeprowadzitam rowniez analize in silico interakcji biatko—biatko (ograniczytam liczbe
interakcji kazdego biatka do 20). Analiza interakcji biatko—biatko wykazata, ze 18 z 23 biatek HYPMG

moze wchodzi¢ winterakcje zinnymi biatkami (Fig. 3B Tanwar, Stolarska iwsp., 2022 -
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Publikacja 1), a ze wszystkich 13 analizowanych biatek HvPAT tylko 5 biatek importeréw PA (HvPUT1,

2,3, 4i7) moze wykazywac interakcje biatko—biatko (Fig. 6 Stolarska i wsp., 2023a — Publikacja 2).

Nastepnie przeprowadzitam analize in silico przewidujgcg miejsca modyfikacji potranslacyjnej,
ktére wptywajg na wiasciwosci chemiczne i fizyczne, stabilnosc i aktywnos¢ biatek. Analize in silico
przewidujgcg miejsca modyfikacji potranslacyjnej w HvPAT jeczmienia wykonatam przy uzyciu
serwera internetowego MusiteDeep z domys$lnymi parametrami. W biatkach HvPAT przewidziatam
dziewie¢ mozliwych miejsc modyfikacji potranslacyjnej (acetylacja, glikozylacja, hydroksylacja,
SUMOilacja, metylacja, fosforylacja, palmitylacja, ubikwitynacja i przytgczanie kwasu
piroglutaminowego) (Ryc. 10). Wiekszos¢ przewidzianych miejsc modyfikacji potranslacyjnej byta
losowo rozmieszczona w poblizu N-korica wszystkich biatek z wyjgtkiem HvPUT2, ktéry miat
miejsca modyfikacji potranslacyjnej gtéwnie blisko C-korica. Co ciekawe, niektére miejsca
modyfikacji potranslacyjnej przewidziatam na okreslonych transporterach, np. miejsca SUMOilacji

przewidywatam tylko w HvPUT3 i 4, miejsca palmitylacji obserwowatam w HvBAT1 i 5.

HvBAT1 HvBAT2 HvBAT3 HvBAT4 HvBAT5
Ufnosé: 100% Ufnosé: 100% Ufnosé¢: 100% Ufnosé: 100% Ufnosé: 100%
Pokrycie: 82% Pokrycie: 83% Pokrycie: 86% Pokrycie: 84% Pokrycie: 82%

Szablon: c7cmhB Szablon: c6irtB

N

HvBAT6 HvPUT1 HvPUT2 HvPUT3 HvPUT4
Ufnosé: 100% Ufnosé: 100% Ufnosé: 100% Ufnosé: 100% Ufnosé: 100%
Pokrycie: 86% Pokrycie: 80% Pokrycie: 84% Pokrycie: 84% Pokrycie: 86%

Szablon: c7cmhB Szablon: c6f2wA  Szablon: c6f2wA Szablon: c6f2wA  Szablon: c6f2wA

HvPUT5 HvPUT6 HvPUT7
Ufnosé: 100% Ufnosé: 100% Ufnosé: 100%
Pokrycie: 79% Pokrycie: 88% Pokrycie: 87%

Szablon: c3ircC Szablon: c7ccsB Szablon: c7ccsB

Rycina 9. Przewidywane tréjwymiarowe struktury biatek transporterowych poliamin jeczmienia. Przy kazdej
strukturze biatka zapisano procentowy wynik ufnosci przewidywania istopien pokrycia z najlepszym dostepnym
szablonem uzywanym do budowania modeli 3D (Stolarska i wsp., 2023a, zmienione — Publikacja 2)
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Rycina 10. Przewidywane miejsca modyfikacji potranslacyjnych w sekwencjach biatek transportujacych
PA jeczmienia. Szare prostokaty przedstawiajg pierwszorzedowe struktury biatek HVBAT i HvPUT, podana jest liczba
aminokwaséw budujgcych biatko. W strukturze biatka zaznaczono dziewie¢ typdw przewidywanych modyfikacji
potranslacyjnych: 1) ubikwitynacje, 2) acetylacje, 3) glikozylacje, 4) hydroksylacje, 5) SUMOilacje, 6) metylacje,
7) fosforylacje, 8) palmitylacje i 9) kwas piroglutaminowy (Stolarska i wsp., 2023a, zmienione — Publikacja 2)

W celu potwierdzenia mozliwosci wigzania interesujgcych mnie biatek z ligandami PA uzytam metody
dokowania molekularnego. Metoda ta polega na wyszukiwaniu najkorzystniejszego, a wiec
odznaczajgcego sie najnizszg energig miejsca wigzania sie ligandu zreceptorem. Struktury 3D
ligandéw: putrescyny, spermidyny isperminy zostaly pobrane zbazy danych PubChem.
Do przygotowania modeli biatek receptorowych i ligandéw oraz symulacji dokowania wykorzystatam
odpowiednio oprogramowanie Autodock 4.2 i Autodock Vina. Nastepnie prawdopodobne interakcje
HvBAT-PA i HYPUT-PA analizowatam za pomocg PyMOL. Przy uzyciu tej metody przewidziatam miejsca
wigzania PA w transporterach PA, ktdre charakteryzuja sie najnizszg energig wigzania i stafg inhibicji,
tym samym potwierdzitam mozliwo$¢ wigzania biatek transporteréow PA z czgsteczkami PA (Ryc. 11).
W stabilizowaniu ligandédw o energetycznie korzystnych witasciwosciach w otoczeniu struktur
biatkowych ootwartej konformacji kluczowg role odgrywajg stabe oddziatywania
miedzyczgsteczkowe, takie jak wigzania wodorowe i oddziatywania hydrofobowe (Patil i wsp., 2010).
W kompleksie transporter poliamin-PA przewidziana liczba wigzarh wodorowych byta mniejsza niz
liczba oddziatywan hydrofobowych we wszystkich kompleksach biatko-ligand. Przewidywane wyniki
sugerowaty, Ze najkorzystniejsze  energetycznie interakcje ligand-biatko obejmowaty

HvPUT7-Put/Spm, HVBAT3-Spm/Spd, HVBAT5-Put i HYPUT6-Spd.
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Rycina 11. Przewidywane interakcje poliamin w miejscach aktywnych przewidywanych struktur 3D biatek transporterowych
poliamin w jeczmieniu. Diagramy przedstawiajg miejsca wigzania biatek eksporteréw i importerdw PA z czgsteczkami PA, ktére
charakteryzujg sie najnizszg energig wigzania i statg oddziatywania (inhibicji). (A) HYBAT5-putrescyna, (B) HvBAT3-spermidyna,
(C) HVBAT3-spermina, (D) HVPUT7-putrescyna, (E) HYPUT6-spermidyna i (F) HvPUT7-spermina. W przypadku PA atomy wegla
oznaczono kolorem czarnym, tlen czerwonym, siarke zéttym, azot niebieskim. Wigzania wodorowe utworzone pomiedzy PA
i aminokwasami pokazano zielonymi przerywanymi liniami. Aminokwasy oddziatujgce hydrofobowo z PA s3 przedstawione jako
czerwone tuki z promienistymi liniami (Stolarska i wsp., 2023a, zmienione —Publikacja 2). Pozostate interakcje HvPUT/HvVBAT-PA
mozna znalez¢ w rycinach uzupetniajgcych S7-S9 artykutu Stolarska i wsp. (2023a — Publikacja 2)
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3.3 Ocena ekspresji badanych genéw w przemianach metabolicznych towarzyszacych
starzeniu sie lisci jeczmienia

Wyniki otrzymane z analiz in silico dotyczace ekspresji gendw HVPMG w réznych tkankach
jeczmienia potwierdzitam laboratoryjnie poprzez okredlenie poziomu ekspresji gendw HVPMG
w organach takich jak: koleoptyle z 5-dniowych siewek; korzenie i pedy z 7-dniowych siewek;
liscie i todygi z 10-dniowych siewek. W tym celu wyizolowatam RNA z poszczegdélnych organdéw
jeczmienia i za pomocg reakcji RT-qPCR okreslitam ekspresje HYPMG. Aby wyznaczyé wzgledny
poziom ekspresji badanych gendw, zastosowatam metode Pfaffla (Pfaffl, 2001). Normalizowatam
dane wzgledem genu aktyny (AY145451). Wzgledng ekspresje danego genu w koleoptylu
przyjetam jako 1,0. Wiele badanych genéw charakteryzowato sie ekspresjg ograniczong do
okreslonych organéw (Ryc. 12). Do dalszych analiz wybranych zostato 12 genéw metabolizmu PA
ekspresjonowanych w lisciu: HYADC1, HYSAMDC2, HYSAMDC3, HvCuAO3, HvCuAO7, HVPAO2,
HvPAO4, HvPAO7, HvPAO8, HYSPMS1, HYSPMS2 oraz HvSPDS1. Cho¢ ekspresja genu HvSPDS1
w lisciach byta obserwowana w trakcie analiz RT-gPCR, to nie zostata przedstawiona na Ryc. 12,
poniewaz gen ten nie byt ekspresjonowany w koleoptylu, do ktérego byta odnoszona ekspresja

genu z pozostatych organoéw.
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Rycina 12. Poziom ekspresji genéw szlaku metabolizmu poliamin w poszczegdlnych organach jeczmienia. Wzgledng
ekspresje w koleoptylu przyjeto jako 1,0. Jako gen referencyjny zastosowano gen aktyny H. vulgare (AY145451). Dane
reprezentujg wartosci $rednie iodchylenie standardowe co najmniej dwdch powtdérzen biologicznych itrzech
powtdrzen technicznych. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA ztestem porédwnan wielokrotnych Dunnetta. Przyjeto nastepujace poziomy istotnosci statystycznej:
P <0,0001 — ****; 0,0001 < P < 0,001 — ***; 0,001 < P < 0,01 — **; 0,01 < P < 0,05 — *. Cl: koleoptyl; Hv: jeczmien
zwyczajny; Ro: korzen; Sh: ped; Lf: lis¢; St: todyga (Tanwar, Stolarska i wsp., 2022, zmienione — Publikacja 1)

Model DILS zostat wykorzystany jako uktad doswiadczalny (Ryc. 13) do oceny ekspresji
13 wyselekcjonowanych genéw HvPMG (Ryc. 20). Do eksperymentu wykorzystatam 7-dniowe
siewki jeczmienia stanowigce kontrole okreslong jako 0. Nastepnie cze$¢ roslin zostata
umieszczona w ciemnosci (wariant DILS — prdoby badane), a druga czes¢ pozostawata w Swietle
w fotoperiodzie 16/8 (dzien/noc) (wariant LIGHT — kontrola na $wietle). Do analiz zbierano liscie
zdnia 0, 3, 7 i 10, gdzie punkty czasowe DILS okreslone s3 jako D3, D7 i D10 (D — ang. dark),

a punkty czasowe kontroli na Swietle jako L3, L7 i L10 (L — ang. light) (Ryc. 13).
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Rycina 13. Uktad badawczy — model DILS. (A) Starzenie 7-dniowych siewek jeczmienia (kontrola 0) byto indukowane
ciemnoscig trwajgcg od 3 do 10 dni (wariant DILS). Do analiz zbierano liscie z dnia 0, 3, 7 i 10. Rosliny kontrolne
(wariant LIGHT) hodowano na $wietle w fotoperiodzie 16/8 (dzieri/noc). (B) Starzenie lisci obserwowano, monitorujgc
m.in. parametr maksymalnej wydajnosci fotochemicznej fotosystemu drugiego (Fv/Fm). D3 do D10 oznaczajg dni
starzenia. L3 do L10 oznaczajg odpowiednie kontrole

Oceny ekspresji gendw HvPMG dokonatam metodg RT-gPCR. Do wyznaczenia wzglednego
poziomu ekspresji badanych gendw zastosowatam metode Pfaffla (Pfaffl, 2001).
Normalizowatam dane wzgledem genu biatka z rodziny kinaz pirogronianowych (AY145451)
(Zmienko iwsp., 2015). Wzgledng ekspresje danego genu w dniu 0 przyjetam jako 1,0.
Porownywatam ekspresje gendéw zlisci kontrolnych 7-dniowych siewek jeczmienia
okreslonych jako 0 i lisci kontrolnych z roslin rosngcych na swietle przez 3, 7 i 10 dni z lis¢mi
poddanymi DILS w kazdym punkcie czasowym (Ryc. 14). Ekspresja genéw HvCuAO3, HvSPDS1
i HYSPMS1 byta znaczgco indukowana w dniu 3 i 7 DILS, a genu HVPAO8 w dniu 10 (Ryc. 14).
Ponadto obserwowatam indukcje ekspresji HvVSAMDC2 w odpowiedzi na 7-dniowe

traktowanie ciemnoscig, ktéra ulegata obnizeniu w dniu 10.

33



HvSAMDC2

HvSAMDC3

HvADC1

0 3L 7L 10L 0 3D 7D 10D 0 3L 7L 10L 0 3D 7D 10D

0 3L 7L 10L 0 3D 7D 10D

HvCuAO3 HvCuAO7

Wzgledny poziom ekspresji genu

0 3L 7L 10L 0 3D 7D 10D 0 3L 7L 10L 0 3D 7D 10D

HvPAOS

.-

0 3L 7L 10L 0 3D 7D 10D 0 3L 7L 10L 0 3D 7D 10D 0 3L 7L 10L 0 3D 7D 10D

20

15

10

0 3L 7L 1oL . 0 3D 7D 10D I 0 3L 7L 10L 0 3D 7D 10D . 0 3L 7L 10L . 0 3D 7D 10D
-« >
Liczba dni swiatla i ciemnosci

Rycina 14. Poziom ekspresji gendéw szlaku metabolizmu poliamin w pierwszym lisSciu jeczmienia podczas
indukowanego ciemnoscig starzenia lisci (DILS). Wzgledna ekspresje w dniu 0 przyjeto jako 1,0. Jako gen referencyjny
zastosowano gen biatka z rodziny kinaz pirogronianowych H. vulgare (AK356185), ktory zostat wybrany przez zespot
na podstawie wczesniejszych wynikéw badan dotyczacych identyfikacji gendw o stosunkowo stabilnym poziomie
ekspresji dla normalizacji eksperymentéow qPCR w modelu DILS w jeczmieniu (Zmienko i wsp., 2015). Doswiadczenie
obejmowato trzy powtdrzenia biologiczne i trzy powtdrzenia techniczne. Uzyskane dane poddano analizie statystycznej
metoda analizy wariancji (ANOVA) oraz poréwnano wielokrotne testem Bonferroniego. Istotno$¢ statystyczng miedzy
punktami danych oceniano w odniesieniu do punktéw czasowych dnia O (kontrola) w poréwnaniu z innymi punktami
czasowymi profili ekspresji (dzien 3, 7 i 10) oraz kazdym punktem czasowym w $wietle i ciemnosci i przyjeto nastepujace
poziomy istotnosci statystycznej: P < 0,0001 — ****; 0,0001 < P < 0,001 — ***; 0,001 < P < 0,01 — **; 0,01 < P < 0,05 — *.
D: ciemnos, liscie poddane indukowanemu ciemnoscia starzeniu; L: Swiatto, liscie roslin hodowanych w fotoperiodzie
(Tanwar, Stolarska i wsp., 2022, zmienione — Publikacja 2)
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Ekspresje gendw transporteréw PA w lisciach poddanych DILS zbadatam z wykorzystaniem metody
analizy transkryptomu (podejscie RNA-seq). W analizach wykorzystatam liscie poddawane DILS
oraz liscie kontrolne, ktére zostaty zebrane w odpowiednich punktach czasowych, a nastepnie
wyizolowatam z nich RNA. RNA poddano sekwencjonowaniu wysokoprzepustowemu, ktore
zostato zlecone firmie zewnetrznej BGl Genomics — Global w Warszawie. Otrzymane surowe dane

zostaty poddane szczegdétowym analizom bioinformatycznym.

Na podstawie wynikéw analiz transkryptomicznych stwierdzitam, ze poziom ekspresji HvPUT4 byt
nieznacznie obnizony w DILS, a HYPUTS5 silnie (Ryc. 15). Poziom ekspresji HYPUT1 i HYPUT2 nie ulegt

zmianie podczas DILS, natomiast poziom ekspresji HVBAT3, HVBAT5 i HYBAT6 zostat podwyzszony.
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Rycina 15. Profil ekspresji genéw transporterow PA w pierwszym lisciu jeczmienia podczas indukowanego ciemnoscia
starzenia lisci (DILS). Mapa cieplna pokazujgca réznice w ekspresji HYPUT i HVBAT w pierwszym lisciu jeczmienia w 4, 7
i 10 dniu starzenia indukowanego ciemnoscig oraz w lisciu roslin kontrolnych pozostawionych na swietle (LIGHT)
w poréwnaniu z lisémi kontrolnymi (liscie w dniu 0) (Stolarska i wsp., 2023a, zmienione — Publikacja 2)

W pracy Stolarska iwsp. (2023a — Publikacja 2) ekspresje genéw transporteréw w DILS
porownatam réwniez z ekspresjg tych gendw w rozwojowo starzejacych sie lisciach jeczmienia.
W modelu starzenia rozwojowego badatam liscie flagowe roslin zebrane w 30 dniu po kwitnieniu
(starzenie) oraz 5 dni przed kwitnieniem (kontrola) (za Christiansen i Gregersen, 2014;

Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2018) (Fig. 11 Stolarska i wsp., 2023a — Publikacja 2).

3.4 Omoéwienie wynikéw

Zidentyfikowatam in silico 36 gendw, w tym 23 geny zaangazowane w metabolizm PA i13
gendw zwigzanych z transportem PA. Dodatkowo obecnos¢ zidentyfikowanych genéw HYPMG
w genomie jeczmienia zostata potwierdzona laboratoryjnie. Badanie wykazato, ze ekspresja
genu ODC jest organospecyficzna. HvODC1 i2 ulegajg ekspresji wytgcznie w korzeniach
jeczmienia, podczas gdy szlak syntezy Put katalizowany z udziatem ADC jest aktywny zarowno

w korzeniach, jak iinnych organach (Tanwar, Stolarska iwsp., — Publikacja 1). Analiza
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filogenetyczna sekwencji aminokwasowych biatek metabolizmu itransportu PA wykazata

sciste powigzanie ze swoimi homologami innych gatunkéw roslin.

Identyfikacja wszystkich genéw zaangazowanych w metabolizm PA w jeczmieniu pozwolita
na wskazanie tych, ktére ulegajg ekspresji wlisciu, a nastepnie na okreslenie
starzeniowo-zaleznych poziomdéw ich transkryptow. Geny HvSPDS1, HvSPMS1 i HYSAMDC2
w lisciach jeczmienia wykazaty statystycznie istotne podwyzszenie ekspresji w trakcie
indukowanego starzenia w poréwnaniu z lisémi kontrolnymi (Ryc.16). Dane te sugeruja, ze geny
HvSPDS1, HvSPMS1 i HYSAMDC2 zaangazowane w biosynteze PA moga by¢ istotne w regulacji
procesu starzenia liScia jeczmienia. Wczesniejsze badania Sobieszczuk-Nowicka i wsp. (2016)
wykazaty, ze w trakcie DILS obserwowany jest zalezny od starzenia wzrost miana wolnych PA na
poczatku procesu, a nastepnie ich spadek. Badania wykazaty, ze PA s3g syntetyzowane
w cytoplazmie i transportowane do apoplastu i tam utlenianie do H,0; oraz diaminopropanu —
metabolitdw usprawniajgcych procesy degradacyjne. Blokowanie rozktadu PA zasadniczo

opdznia starzenie lisci (Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2016).

Sprawnos¢ regulacji indukowanego procesu starzenia jest oznakg zywotnosci starzejgcych sie
komorek, ktére na kazdym etapie muszg zachowac zdolno$é do utrzymania homeostazy, ktdra
przejawia sie m.in. w kontrolowaniu homeostazy cyklu PA (za Stolarska iwsp., 2023b -
Publikacja 3). Poniewaz homeostaza PA w komdrce jest utrzymywana przez mechanizmy
sprzezenia zwrotnego z poziomu biosyntezy, katabolizmu, importu ieksportu, w badania

wtgczona zostata analiza transporterow PA.

Zmiany poziomow ekspresji gendw importerdw PA sugeruja, ze import PA jest nieistotny
dla procesu starzenia. Dane te wskazujg, ze w starzejgcych sie komdrkach import PA jest
nieaktywny, a wysoki poziom PA w pierwszej fazie starzenia jest zalezny od syntezy PA
de novo. Podwyzszona ekspresja gendw eksporteréw PA w obu typach starzenia sugeruje
udziat ich eksportu w tym procesie (Ryc. 16). Poliaminy sg réwniez wazne dla zywienia
mineralnego roslin. Cykl poliaminowy moze by¢ istotny w biochemii remobilizacji azotu
i wegla lezacej u podstawy biologii starzenia liscia. Kierunek metabolizmu itransport PA
kontroluje tempo i efektywnos$é tej remobilizacji. Modelowanie homologiczne badanych
transporterdw pozwolito z duzg doktadnoscig przewidzie¢ struktury tréjwymiarowe ich
biatek, a analizy dokowania molekularnego potwierdzity mozliwo$¢ interakcji pomiedzy
biatkami transportujgcymi a PA. Nalezy jednak przeprowadzi¢ dalszg analize
eksperymentalng, aby zweryfikowad te przewidywania i wykazad istotny udziat eksportu PA

w starzeniowo-zaleznej remobilizacji azotu i wegla.
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W rodlinach indukowane starzenie jest procesem wysoce kontrolowanym iaktywnym.
Roslina dazy do optymalizacji alokacji zasobdw w celu przystosowania sie do zmieniajgcych

sie warunkow srodowiska (Paluch-Lubawa, Stolarska i Sobieszczuk-Nowicka, 2021).

Przeprowadzone badania wypetniajg luke w wiedzy na temat sposobu dziatania PA
w indukowanym starzeniu, zwigzanym z nieodkrytym dotychczas metabolicznym przejsciem

komérki w faze smierci.
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Rycina 16. Graficzne podsumowanie profilu ekspresji jeczmiennych genéw metabolizmu oraz transportu PA
wskazanych jako geny kandydujace do badan funkcjonalnych nad udziatem PA w mechanizmach regulujacych
proces starzenia indukowanego ciemnoscig. D3 do D10 oznaczajg dni starzenia. Strzatki skierowane w goére oznaczajg
wzrost ekspresji gendw, linia pozioma oznacza brak zmiany w poziomie ekspresji gendw, strzatki skierowane w dot
o0znaczajg obnizenie ekspresji genow
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W pracy Stolarska i wsp. (2023a — Publikacja 2) oraz Paluch-Lubawa, Tanwar, Stolarska i wsp.
(w recenzji) porownatam m.in. profile ekspresji gendw metabolizmu i transportu PA w DILS
i starzeniu rozwojowym oraz przeprowadzilismy analize statystyczng PCA, tzw. analize
gtéwnych sktadowych (ang. principal component analysis). Analiza PCA wykazata, ze
ekspresja interesujgcych mnie gendw w starzeniu rozwojowym jest zblizona do ekspresji tych
gendw w kontroli, natomiast ekspresja gendéw w DILS charakteryzuje sie odmiennym
profilem wzgledem tych dwdch grup (Ryc. 17). Wyniki te sugeruja, ze indukowane ciemnoscia
starzenie lisci w kontekscie metabolizmu PA jest procesem odmiennym od starzenia
rozwojowego, a cykl PA moze petni¢ funkcje przetagcznika molekularnego pomiedzy
zdolnoscig komodrek do przezycia a ich smiercig, funkcjonujgcego w mysl prostej zasady ,,zyj
albo umieraj”. Wzrost ekspresji genu HVPAO8 w dniu 10, ktéry w badaniu filogenetycznym
zostat wskazany jako gen kodujgcy oksydaze poliaminowg, ktéra moze mieé réwniez
aktywnos¢ konwertazy, moze byé¢ istotnym ogniwem cyklu PA kierujgcym starzejgce sie

komorki na droge programowanej Smierci.
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Rycina 17. Analiza gtéwnych sktadowych na podstawie profili ekspresji genow metabolizmu PA (HvPMG)
igenéw transporterow PA (HvPAT) podczas indukowanego ciemnoscig starzenia lisci (D),
starzenia rozwojowego (DLS) i warunkow kontrolnych (L). Ekspresje analizowano w réznych dniach DILS
(D4, D7, D10), starzeniu rozwojowym (DLS) i w kontroli (L4, L7, L10). Danymi wejsciowymi wykorzystanymi
w analizie byty wartosci log,FC z analizy RNA-seq

38



4. PODSUMOWANIE

Prowadzone przeze mnie badania pozwolity na zidentyfikowanie, wyizolowanie i kompleksowe
scharakteryzowanie gendw warunkujgcych komdérkowg homeostaze PA w jeczmieniu oraz ocene
ich ekspresji organospecyficznej i starzeniowo-zaleznej w metabolizmie liscia. Otrzymane wyniki
stanowig punkt odniesienia badan funkcjonalnych wielu zespotéw naukowcdw wyjasniajgcych
mechanizmy molekularnej kontroli i regulacji przez PA proceséw rozwojowych zbéz i ich reakcji
na (a)biotyczne czynniki srodowiska. Wyniki te sg szczegdlnie wazne dla badan funkcjonalnych
nad mechanizmem dziatania PA w indukowanym starzeniu lisci. Poznanie regulacji procesu
indukowanego irozwojowego starzenia przy udziale PA daje mozliwo$¢ wykorzystania PA
w planowaniu strategii upraw zbdz. Potencjat aplikacyjny tych badan potwierdzitam juz, testujac
nanoczasteczki chitozanu funkcjonalizowane PA iwykazujgc ich antystarzeniowy charakter.
Stanowi to dowdd stusznosci koncepcji, ze egzogennie ukierunkowana aplikacja PA moze
prowadzi¢ do zwiekszenia tolerancji roslin na dziatanie szerokiego spektrum czynnikéw

stresowych. A to z kolei moze skutkowa¢ podwyzszong produktywnoscig roslin.

Ponadto poznanie mechanizmdéw komdrkowej regulacji procesu starzenia przy udziale PA powinno
prowadzié do lepszego zrozumienia mechanizmdw procesu starzenia sie i Smierci komoérek, a takze
by¢ Zrodtem nowej wiedzy na temat starzenia sie i aktywnego zamierania w komdrkach ssakow.
Regulacja starzenia is$mierci komérek uroslin izwierzat (w tym ludzi) o zupetnie odmiennej
anatomii i fizjologii podkresla, ze PA sg uniwersalnym bioregulatorem tych proceséw w réznych
krélestwach (Cai i wsp., 2015). W uktadach zwierzecych, np. liniach nowotworowych, podejmuje
sie préby blokowania zywotnosci komdrek poprzez dodanie do ukfadu inhibitoréw PA. Moze
to wprowadzi¢ komérki nowotworowe na $ciezke autofagii (Madeo, Tavernarakis i Kroemer, 2010;
Alexander iwsp., 2020; Liu iwsp., 2024). Wyniki badan mogg rdéwniez przyczyni¢ sie

do opracowania nowych sposobow interwencji na rzecz ludzkiego zdrowia.

Najwazniejsze osiggniecia zawarte w Publikacji 1 (Tanwar, Stolarska i wsp., 2022):

e Po raz pierwszy, na podstawie analizy catego genomu zidentyfikowano, wyizolowano
i kompleksowo scharakteryzowano jeczmienne geny cyklu poliaminowego.

e Wykazano, 7e ekspresja genu dekarboksylazy ornityny moze byé organospecyficzna.
Geny HvODC1 i 2 ulegajg ekspresji wytgcznie w korzeniu jeczmienia.

e Po raz pierwszy oceniono profil ekspresji gendéw cyklu poliaminowego

w starzeniowo-zaleznym metabolizmie liscia.
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Zidentyfikowano  geny  biosyntezy @ (HvSPDS1,  HvSPMS1 i HYSAMDC2)
oraz katabolizmu (HVPAO8) PA, ktére charakteryzujg sie wysokg aktywnosciag
w procesie starzenia i $mierci komoérek.

Identyfikacja ww. genéw pozwolita na wskazanie potencjalnych kierunkéw manipulacji
genetycznej w celu poprawy tolerancji upraw jeczmienia na indukowane starzenie.
Badania te otwierajg nowe kierunki badan, np. nad funkcjonalnosciag metabolizmu PA
i jego interakcji z innymi szlakami metabolicznymi organizujacymi proces starzenia, jego

dynamiki i ztozonosci.

Najwazniejsze osiggniecia zawarte w Publikacji 2 (Stolarska i wsp., 2023a):

Badania przedstawiajg kompleksowg analize in silico transporteréw PA w jeczmieniu.
Transportery PA wroslinach byly do tej pory scharakteryzowane marginalnie —
w szczegolnosci eksportery poliamin.

Geny jeczmiennych transporteréw PA zostaty zidentyfikowane, oceniono takze ich
ekspresje w starzeniu liscia.

Wyniki dotyczace modelowania homologicznego i dokowania molekularnego beda
stanowié¢ podstawe przysztych badan eksperymentalnych dotyczacych mechanizméw
i interakcji zaangazowanych w transport PA  wewnatrzkomérkowych imiedzy
komérkami.

Dzieki metodzie modelowania homologicznego zostaty przewidziane struktury 3D
biatek transportujgcych PA.

Dzieki metodzie dokowania molekularnego zostaty potwierdzone mozliwosci interakcji
pomiedzy kieszeniami modelowanych biatek transportujgcych a PA.

Zidentyfikowano okres$lone transportery PA, ktére prawdopodobnie odgrywaja istotng
role wregulacji procesu starzenia lisci jeczmienia istanowig potencjalne cele
dla manipulacji genetycznych, co moze prowadzi¢ do zwiekszenia tolerancji roslin
na dziatanie szerokiego spektrum czynnikéw stresowych, co z kolei moze skutkowaé
zwiekszong produktywnoscig roslin.

Uzyskane wyniki otwierajg droge do nowych badan, gdyz rola roslinnych transporteréw
PA w regulacji procesu starzenia jest nierozpoznana.

Przeprowadzone badania pogtebiajg zrozumienie genetycznych podstaw homeostazy
PA, kluczowego elementu w remobilizacji azotu w roslinach, co moze byé wykorzystane
do opracowania ulepszonych odmian zbdz, co zkolei obnizy koszty komercyjnego

nawozenia oraz zwiekszy plony.
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5. PERSPEKTYWY

Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej pozwalajg na prowadzenie dalszych badan

dotyczacych roli PA w indukowanym starzeniu.

W badaniach tych wykorzystane zostang rosliny z metabolizmem PA zmienionym w stosunku
do roslin typu dzikiego. Przeprowadzone zostanie fenotypowanie tych roslin na podstawie
klasyfikacji anty- i prostarzeniowych oraz profilowanie ich transkryptoméw w celu ustalenia
zaleznosci w sieciach metabolicznych pomiedzy metabolizmem PA a innymi szlakami

zaangazowanymi w starzenie (Ryc. 18).

Modyfikacja metabolizmu PA w roslinach planowana jest na podstawie:
e transgenicznych linii jeczmienia, podej$cia RNAi i/lub CRISPR/Cas9;
e przeszukania, za pomocg metody TILLING, zdeponowanej na Uniwersytecie Slgskim

w Katowicach kolekcji jeczmiennej populacji HorTILLUS obejmujacej izolacje wybranych

gendw (ang. screening reverse).

Fenotypowanie linii gléwnie Poréwnanie profili transkryptoméw

w opardiu o klasyfikacje: anty- i pro- roslin umozliwi poznanie

starzeniowe. wielokierunkowych powigzan
metabolizmu poliaminz siecig

9% = A metaboliczng organizujaca proces

2) Kolekgja HorTILLUS sFarzema orazocengczy zmiana

kierunku starzeniowo-zaleznego

metabolizmu PA wplyniena przebieg

procesu.

Rycina 18. Plany badawcze
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