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Streszczenie 
Starzenie rozwojowe jest procesem nieodwracalnym, po którym następuje bezwarunkowo 

śmierć komórki. Indukowane ciemnością starzenie liści (ang. dark-induced leaf senescence, DILS) 

jest do pewnego stadium procesem odwracalnym. W roślinach indukowane starzenie jest 

wysoce kontrolowanym i aktywnym procesem wymagającym globalnego przeprogramowania 

metabolicznego, mającego na celu zorganizowaną dezintegrację i ponowną remobilizację 

cennych zasobów. Sprawność regulacji indukowanego procesu starzenia jest oznaką żywotności 

starzejących się komórek, które na każdym etapie muszą zachować zdolność do utrzymania 

homeostazy, przejawiającej się m.in. kontrolowaniem homeostazy cyklu poliamin (PA). 

Homeostaza PA w komórce jest utrzymywana przez mechanizmy sprzężenia zwrotnego 

z poziomu biosyntezy, katabolizmu, importu i eksportu. Poliaminy są niskocząsteczkowymi 

organicznymi kationami należącymi do grupy biogennych amin, kluczowymi w wielu 

fizjologicznych i rozwojowych procesach u bakterii, zwierząt i roślin. Metabolizm PA może 

odgrywać istotną rolę w procesie starzenia się liścia.  

Zespół prof. Ewy Sobieszczuk-Nowickiej za cel postawił sobie poznanie wielokierunkowych 
powiązań metabolizmu poliamin z siecią metaboliczną organizującą proces starzenia liści 
jęczmienia oraz ocenę, czy zmiana kierunku starzeniowo-zależnego metabolizmu PA wpłynie na 
ten proces. Kierunek metabolizmu PA i transport może kontrolować efektywność zależnej od 
starzenia remobilizacji azotu. Do realizacji celu wybrano podejście oparte na genomice 
funkcjonalnej.  

Brak w literaturze informacji na temat sekwencji genów metabolizmu PA w jęczmieniu był dużym 
ograniczeniem tego podejścia. Stąd też potrzebna była identyfikacja genów metabolizmu PA 
w jęczmieniu, która stała się celem mojej rozprawy doktorskiej. Do badań włączyłam również 
analizę transporterów PA. Transportery PA są rozpoznane u roślin w niewielkim stopniu. 

Importery PA zostały opisane u rzodkiewnika, ryżu i pomarańczy. Eksportery PA zostały 
zasugerowane jako potencjalne eksportery PA u rzodkiewnika i ryżu. 

W wyniku badań w skali całego genomu jęczmienia wyodrębniłam rodziny genów 
warunkujące homeostazę PA w komórce, które obejmowały 23 geny metabolizmu PA i 13 

genów transporterów. Przeprowadziłam również szczegółową charakterystykę 
zidentyfikowanych genów oraz ich białkowych produktów. Modelowanie homologiczne 
badanych transporterów pozwoliło z dużą dokładnością przewidzieć struktury trójwymiarowe 
białek, a analizy dokowania molekularnego potwierdziły możliwość interakcji pomiędzy białkami 
transportującymi a PA. Obecność w genomie zidentyfikowanych in silico genów potwierdziłam 
eksperymentalnie i zbadałam ich organospecyficzną ekspresję. 

Następnie w modelu starzenia liści jęczmienia indukowanego ciemnością zbadałam profile 
ekspresji genów homeostazy PA. Na podstawie tej analizy wytypowałam geny kandydujące do 
badań funkcjonalnych. 

Niniejsza rozprawa doktorska przedstawia wyniki pierwszej identyfikacji, izolacji 
i kompleksową charakterystykę genów jęczmienia warunkujących komórkową homeostazę PA 
oraz ocenę ich organospecyficznej i starzeniowo-zależnej ekspresji w metabolizmie liścia 
ekspresji. Wyniki moich badań stanowią punkt odniesienia badań funkcjonalnych wielu 
zespołów naukowców wyjaśniających mechanizmy molekularnej kontroli i regulacji przez PA 
procesów rozwojowych zbóż i ich reakcji na (a)biotyczne czynniki środowiska. Szczególnie badań 
funkcjonalnych nad mechanizmem działania PA w starzeniu liści. 

  

Słowa kluczowe: genomika, jęczmień, metabolizm poliamin, starzenie liści, transportery 
poliamin 
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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. I 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, I identified gene families determining PA 

homeostasis in the cell, which included 23 PA metabolism genes and 13 transporter genes. I 

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. I 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, I 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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Wykaz stosowanych skrótów  

ADC dekarboksylaza argininy  

AIH iminohydrolaza agmatyny  

ALDH dehydrogenaza aldehydowa  

ARGAH arginaza/agmatynaza 

BAT  eksportery poliamin  

CDS rejon kodujący 

CPA aminohydrolaza N-karbamoiloputrescyny  

CRE elementy regulacyjne działające w pozycji cis  

CuAO  oksydaza aminowa zawierające miedź 

dcSAM dekarboksylowana S-adenozylo-L-metionina  

DILS  starzenie liści indukowane ciemnością  

FV/FM  maksymalna wydajność kwantowa fotosystemu drugiego 

miRNA  mikro RNA  

NCPut  N-karbamoiloputrescyna 

ODC dekarboksylaza ornityny 

PA  poliaminy 

PAO  oksydaza poliaminowa zawierające flawinę 

PAObc oksydaza poliaminowa biorąca udział w konwersji wstecznej  

PAT transportery PA  

PCA analiza głównych składowych 

PCD  programowana śmierć komórki  

pI punkt izoelektryczny 

PMG  geny metabolizmu PA 

PUT  importery PA 

Put  putrescyna 

SAM  S-adenozylo-L-metionina  

SAMDC  dekarboksylaza S-adenozylo-L-metioniny 

SAMS  syntetaza S-adenozylo-L-metioniny  

Spd  spermidyna  

SPDS  syntaza spermidyny 

Spm  spermina 

SPMS  syntaza sperminy  

T-Spm  termospermina  

TSPMS  syntaza termosperminy  

UTR  rejon niepodlegający translacji    
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Autoreferat  

 

1. WPROWADZENIE 

Świat znajduje się w środku kryzysu ekonomicznego i ekologicznego. Organizacja Narodów 

Zjednoczonych do spraw Wyżywienia i Rolnictwa prognozuje, że zapotrzebowanie na produkty 

agrokultury zwiększy się o 35–50% pomiędzy 2012 a 2050 rokiem (FAO, 2019). Spowodowane 

jest to m.in. wzrostem światowej populacji ludności. Dodatkowo straty w plonach spowodowane 

zmianą klimatu wpływają na produkcję roślinną, a tym samym na zrównoważoną produkcję 

żywności. Wymusza to na nas potrzebę poznania i zrozumienia najefektywniejszych metod 

hodowli. Aby to osiągnąć, należy lepiej poznać biologię roślin użytkowych oraz uzyskać nowe 

odmiany, efektywniejsze pod względem produkcji. W wyniku stałego narażenia na działanie 

niekorzystnych warunków rośliny wykształciły mechanizmy, które umożliwiają im przetrwanie. 

Jednym z nich jest przekierowanie metabolizmu na drogę starzenia. U roślin starzenie jest 

wysoce kontrolowanym i aktywnym procesem wymagającym globalnego przeprogramowania 

metabolicznego mającego na celu zorganizowaną dezintegrację i ponowną mobilizację cennych 

zasobów. Roślina dąży do optymalizacji alokacji zasobów w celu przystosowania się 

do zmieniających się warunków środowiska. 

Jednym z najważniejszych zbóż uprawnych na świecie jest jęczmień zwyczajny (Hordeum vulgare 

L.) należący do rodziny wiechlinowatych (Poaceae) (Monat i wsp., 2019). Jest szeroko 

wykorzystywaną, jednoliścienną rośliną uprawną o długiej historii w agrokulturze.  

Produkcja jęczmienia zwyczajnego w latach 2022–2023 szacowana jest na 151,62 miliona ton, co pod 

względem wielkości upraw na świecie plasuje go na czwartym miejscu wśród zbóż po kukurydzy, 

pszenicy i ryżu (https://www.statista.com/statistics/271973/world-barley-production-since-2008/). 

Jęczmień jest rośliną samopylną o diploidalnym genomie składającym się z siedmiu 

chromosomów (2n = 2x = 14) (Monat i wsp., 2019). Szacowana wielkość genomu jęczmienia 

wynosi 5,1 Gpz, przy czym ponad 80% genomu składa się z elementów powtarzalnych (Wicker 

i wsp., 2017). W związku z tym, że genom jęczmienia jest diploidalny, roślina ta jest traktowana 

jako dobry model genomowy dla powszechniej uprawianej, ale heksaploidalnej pszenicy, której 

genom zbudowany jest z ok. 17 Gpz (Hussain i wsp., 2022). Wszystkie opisane wyżej cechy 

sprawiają, że jęczmień jest odpowiednim modelem do badań zbóż, dlatego jest ważny nie tylko 

dla rolnictwa, ale też dla nauki (Muñoz-Amatriaín i wsp., 2014). 
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1.1 Starzenie się roślin 

W wielu badaniach mających na celu identyfikację i analizę funkcjonalną genów roślinnych 

zaangażowanych w starzenie wykorzystywana jest roślina modelowa, jaką jest rzodkiewnik 

(Law i wsp., 2018; Guo i wsp., 2021; Buelbuel i wsp., 2023). Stwierdzono jednak wyraźne różnice 

w programie starzenia rzodkiewnika w porównaniu z innymi roślinami, w tym jednoliściennymi 

(Buchanan-Wollaston i wsp., 2003; Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2018). Badania nad starzeniem 

wielu roślin, w tym jęczmienia, wykazały, że usunięcie rozwijających się kwiatów powoduje znaczne 

wydłużenie żywotności liści. Natomiast u męskosterylnych mutantów rzodkiewnika oraz roślin typu 

dzikiego, z których usunięto rozwijające się pędy, żywotność liści nie ulega przedłużeniu 

(Buchanan-Wollaston i wsp., 2003).  

W zbożach składniki odżywcze ze starszych liści są remobilizowane do liści młodszych, a ostatecznie 

do liścia flagowego, co umożliwia rozwój ziarna. Dodatkowo starzenie zbóż jest regulowane 

na poziomie pojedynczego liścia (Gregersen, Holm i Krupinska, 2008). Liście zbóż mają podstawę 

merystemową, wierzchołek liścia składa się ze starszych komórek, a młodsze skupione są u nasady 

liścia. Taka organizacja komórek ułatwia różnicowanie postępu starzenia.  

Starzenie rozwojowe jest procesem nieodwracalnym, po którym następuje bezwarunkowo śmierć 

komórki. Indukowane ciemnością starzenie liści (ang. dark-induced leaf senescence, DILS) jest 

do pewnego stadium procesem odwracalnym. Sobieszczuk-Nowicka i wsp. (2018) zdefiniowali 

w modelu DILS moment krytyczny, który wyznacza punkt czasowy bez powrotu (Ryc. 1), 

ale mechanizm jego kontroli nie jest znany. Zmiany obserwowane w DILS obejmują: hamowanie 

fotosyntezy, dezintegrację chloroplastów, rozpad białek liścia i utratę chlorofilu. 

Na zaawansowanym etapie dochodzi do dezintegracji jądra i mitochondriów, a kondensacja 

chromatyny ma miejsce razem z nasileniem fragmentacji nDNA (marker programowanej śmierci 

komórki, ang. programmed cell death, PCD). Na tym etapie dochodzi też do ekspresji genów 

proteaz cysteinowych i białek makroautofagii (Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2018). W regulacji DILS 

charakterystyczne jest współdziałanie mikro-, makro- i megaautofagii. Proces ten nawet przy 

zaawansowanej makroautofagii jest wciąż odwracalny. W roślinach indukowane starzenie jest 

wysoce kontrolowanym i aktywnym procesem. Sprawność regulacji indukowanego procesu 

starzenia jest oznaką żywotności starzejących się komórek, które na każdym etapie muszą 

zachować zdolność do utrzymania homeostazy, która przejawia się m.in. kontrolowaniem 

homeostazy cyklu PA (za Thomas, 2013; Sequera-Mutiozabal i wsp., 2016; 

Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2016; Sobieszczuk-Nowicka, 2017; Law i wsp., 2018; 

Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2018; za Paluch-Lubawa, Stolarska i Sobieszczuk-Nowicka, 2021).  
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Rycina 1. Model indukowanego ciemnością starzenia liści (DILS). Na każdym etapie DILS towarzyszą różne typy 
autofagii: mikro-, makro- i megaautofagia. Określono krytyczny punkt czasowy D7, w którym możliwe jest odwrócenie 
starzenia liści, pomimo postępu makroautofagii objawy degradacji można odwrócić i zapobiec śmierci komórek. 
0 oznacza kontrolę, którą są 7-dniowe siewki jęczmienia, D3 do D10 oznaczają dni starzenia 
(Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2018, zmienione) 
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1.2 Poliaminy 

Poliaminy są niskocząsteczkowymi organicznymi kationami należącymi do grupy biogennych 

amin, uczestniczą w wielu fizjologicznych i rozwojowych procesach u bakterii, zwierząt i roślin 

(Takahashi i Kakehi, 2010; Miller-Fleming i wsp., 2015). Powszechnie występującymi w roślinach 

wyższych PA są putrescyna (Put), spermidyna (Spd) i spermina (Spm). Są to związki o budowie 

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

 

 

 

 

 

 

PA należą do specyficznej grupy regulatorów wzrostu. W komórce roślinnej występują 

w stężeniach od mikro- do milimolarnych. Są to stężenia znacznie wyższe od stężeń 

charakterystycznych dla hormonów roślinnych (Sobieszczuk-Nowicka i Legocka, 2014). Poliaminy 

to regulatory, których sposób działania jest wciąż odkrywany. Są one ściśle związane 

z przebiegiem wielu procesów fizjologicznych u roślin i zwierząt (Ryc. 3) i są niezbędne dla 

żywotności komórek z uwagi na ich rolę w fundamentalnych procesach komórkowych, w tym 

w regulacji transkrypcji i translacji, regulacji epigenetycznej, integralności strukturalnej komórek 

i sygnalizacji (Kusano i Suzuki, 2015; Mattoo i Sobieszczuk-Nowicka, 2019; Aye i wsp., 2022; 

Stolarska i wsp., 2023b – Publikacja 3). Dzięki występowaniu kationowych grup aminowych 

i iminowych PA są zdolne do elektrostatycznego wiązania się do grup fosforanowych 

i karboksylowych takich związków chemicznych jak: kwasy nukleinowe, białka, fosfolipidy i kwaśne 

polisacharydy. Modyfikują w ten sposób strukturę tych związków, wpływając na ich 

właściwości (Bachrach, 2005). Poliaminy różnią się od kationów nieorganicznych, takich jak Mg2+ 

czy Ca2+, charakterem działania, ich ładunki dodatnie są rozmieszczone w określonych 

odległościach za pomocą elastycznych łańcuchów węglowych, które mogą uczestniczyć 

w oddziaływaniach hydrofobowych (Igarashi i Kashiwagi, 2000; Thomas, 2001; Igarashi 

i Kashiwagi, 2010), np. bezpośrednie wiązanie PA równolegle do osi podłużnej DNA sprzyja 

stabilizacji podwójnej helisy DNA (Thomas, Tajmir-Riahi i Thomas, 2016; Nishio i wsp., 2018). 

Co więcej, wiązanie PA z DNA sprzyja tworzeniu niekanonicznych struktur DNA, które – jak 

stwierdzono – stabilizują nukleosomy i warunkują kondensację chromatyny (Raspaud i wsp., 1999; 

Brooks, 2013; Visvanathan i wsp., 2013; Imre i wsp., 2022).  

Spermidyna Putrescyna 

Spermina 

Rycina 2. Wzory strukturalne putrescyny, spermidyny i sperminy 
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Rycina 3. Schemat przedstawiający rolę poliamin w biologii komórki. Górna część rysunku przedstawia schematyczną 
komórkę roślinną, dolna część komórkę zwierzęcą. Poliaminy regulują ekspresję genów na poziomie transkrypcji 
(poprzez wiązanie się do DNA, deacetylacja/acetylacja histonów) oraz na poziomie translacji (poprzez wpływ 
na strukturę RNA). Akroleina, będąca produktem ubocznym katabolizmu PA, jest toksyczną cząsteczką, która może 
powodować hamowanie fotosyntezy i nasilać śmierć komórek. Kolejnym produktem ubocznym katabolizmu PA jest 
hipuzyna – związek konieczny do aktywności czynnika elongacyjnego translacji eIF5A i absolutnie niezbędny 
do przeżycia komórki. Poliaminy w komórce roślinnej magazynowane są w wakuoli, a w komórce zwierzęcej 
w lizosomach. Poziom PA spada wraz z wiekiem zarówno w komórkach roślin, jak i zwierząt. Poliaminy mają działanie 
przeciwstarzeniowe zarówno u roślin, jak i zwierząt. W komórkach zwierzęcych poliaminy pełnią również funkcje 
odpornościowe. BAT: eksportery PA; PUT: importery PA (Stolarska i wsp., 2023b, zmienione – Publikacja 3) 

 

Ponieważ homeostaza PA w komórce podlega ścisłej kontroli z udziałem skomplikowanych 

mechanizmów sprzężenia zwrotnego z poziomu biosyntezy, katabolizmu, importu i eksportu PA, 

wahania stężeń PA w prawidłowo funkcjonującej komórce są mało prawdopodobne 

(za Stolarska i wsp., 2023b – Publikacja 3). Obie grupy transporterów są w niewielkim stopniu 

rozpoznane u roślin uprawnych. Transportery importu PA (ang. polyamine uptake 

transporter, PUT) zostały opisane w rzodkiewniku, ryżu i pomarańczy (Fujita i Shinozaki, 2015; 

Alhag i wsp., 2021). Dwukierunkowe transportery aminokwasów (ang. bi-directional amino acid 
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transporters, BAT) są rozpoznane u roślin w niewielkim stopniu. Niedawno zasugerowano, 

że mogą być eksporterami PA u rzodkiewnika i ryżu (Ge, 2015; Ariyaratne, Ge i Morris, 2019).  

Poziom PA wzrasta lub maleje u roślin narażonych na różne stresory (a)biotyczne. Komórka 

roślinna, zmieniając kierunek ich metabolizmu, bardzo szybko odpowiada na zmieniające się 

warunki środowiska zmianami stężeń 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 roślinach bazuje na metabolizmie trzech aminokwasów: argininy, 

ornityny i metioniny (Ryc. 4) (Stolarska i wsp., 2023b – Publikacja 3). Arginina jest 

przekształcana w ornitynę w procesie hydrolizy katalizowanej przez arginazę (ARGAH, EC 

3.5.3.1), a następnie w Put przez dekarboksylazę ornityny (ODC, EC 4.1.1.17). Arginina może 

być również przekształcona przez dekarboksylazę argininy (ADC, EC 4.1.1.19) w agmatynę, 

która jest substratem dla dwóch różnych szlaków prowadzących 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 

aminohydrolazę 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 

przekształcana bezpośrednio do Put, a reakcja ta jest katalizowana przez 

arginazę/agmatynazę [ARGAH, EC 3.5.3.1(1)] (za Stolarska i wsp., 2023b – Publikacja 3). 

Niektóre rośliny, takie jak rzodkiewnik, spirodela wielokorzeniowa czy mech Physcomitrella 

patens, nie mają genów kodujących ODC, a niektóre zielone algi pozbawione są szlaku 

syntezy Put z udziałem ADC (za Stolarska i wsp., 2023b – Publikacja 3). Metionina jest 

substratem w syntezie Spd i Spm. Aminokwas ten jest przekształcany przez syntetazę 

S-adenozylo-L-metioniny (SAMS, EC 2.5.1.6) do S-adenozylo-L-metioniny (SAM), a następnie 

poprzez dekarboksylazę S-adenozylo-L-metioniny (SAMDC, EC 4.1.1.50) 

do dekarboksylowanej S-adenozylo-L-metioniny (dcSAM). Finalnie dcSAM służy jako donor 

grup aminopropylowych do syntezy Spd z Put i syntezy Spm ze Spd. Reakcje te są katalizowane 

odpowiednio przez syntazę spermidyny (SPDS, EC 2.5.1.16) i syntazę sperminy 

(SPMS, EC 2.5.1.22) (Mattoo i wsp., 2015; Guo i wsp., 2020). Z Spd zamiast Spm może także 

powstać termospermina przy udziale syntazy termosperminy (TSPMS lub ACL5, EC 2.5.1.B4) – 

szlak ten został opisany m.in. w rzodkiewniku (Vera-Sirera i wsp., 2010; Guo i wsp., 2020). 
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W katabolizmie PA można wyróżnić dwie ścieżki:  

• szlak kataboliczny (ang. terminal catabolic pathway, TC); 

•  szlak konwersji wstecznej (przekształcanie metabolitu do związku macierzystego; 

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

Szlak TC prowadzi do całkowitego i nieodwracalnego rozkładu PA, natomiast szlak BC do 

rozkładu wyższych PA do niższych PA (Spm → Spd → Put). Głównymi enzymami katabolizmu 

PA są oksydazy, które są podzielone na dwie grupy: oksydazy aminowe zawierające miedź 

(CuAO, EC 1.4.3.6) i oksydazy poliaminowe zawierające flawinę (PAO, EC 1.5.3.11) (Ryc. 4) 

(Kusano i wsp., 2008; Tavladoraki i wsp., 2012; Navakoudis i Kotzabasis, 2022).  

Białka CuAO są enzymami biorącym udział w szlaku TC, w którym zachodzi utlenianie Put. 

W wyniku tej reakcji powstają H2O2, NH3 i 4-aminobutanal, który w kolejnych reakcjach może 

zostać przekształcony w kwas -aminomasłowy (Ryc. 4). Roślinne CuAO mają najwyższą 

wydajność katalityczną w przypadku Put, ale katabolizują również Spd i Spm 

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

W szlaku BC Spm i Spd są utleniane przez oksydazę poliaminową PAObc odpowiednio do Spd 

i Put, a także do 3-aminopropanalu i H2O2 (Cona i wsp., 2006; Angelini i wsp., 2008; 

Tavladoraki i wsp., 2012) (Ryc. 4). W szlaku TC PAO utleniają Spd i Spm, tworząc odpowiednio 

4-aminobutanal i N-(3-aminopropylo)-4-aminobutanal, a także 1,3-diaminopropan 

i H2O2 (Ryc. 4). Produkty katabolizmu PA, tj. 4-aminobutanal i 3-aminopropanal to 

niestabilne aldehydy, które mogą samorzutnie rozkładać się do toksycznej akroleiny, która 

w wysokich stężeniach powoduje np. hamowanie fotosyntezy i propaguje śmierć komórek, 

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

Szlaki metabolizmu PA łączy możliwość szybkiej wzajemnej konwersji (Put → Spd → Spm) 

lub (Spm → Spd → Put). Metaboliczna interkonwersja, czyli odwracalna przemiana 

metaboliczna, wraz z transportem pozwala na skuteczną kontrolę stężenia PA w różnych 

kompartmentach i pomiędzy komórkami (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 roślinach polega na niezależnej dekarboksylacji dwóch aminokwasów: ornityny 
i argininy. Produktem dekarboksylacji argininy przez dekarboksylazę argininy (ADC) jest agmatyna, która jest następnie 
hydrolizowana albo do Put przez hydrolizę arginazy (ARGAH), albo najpierw do N-karbamoiloputrescyny (NCPut) przez 
iminohydrolazę agmatyny (AIH), a następnie do Put przez aminohydrolazę N-karbamoiloputrescyny (CPA). Natomiast 
dekarboksylacja ornityny przez dekarboksylazę ornityny (ODC) bezpośrednio wytwarza Put. Z metioniny przy udziale 
syntetazy S-adenozylo-L-metioniny (SAMS) powstaje S-adenozylo-L-metionina (SAM), która następnie jest substratem reakcji 
katalizowanej przez dekarboksylazę S-adenozylo-L-metioniny (SAMDC) i wytwarzana jest dekarboksylowana SAM (dcSAM). 
Z kolei dcSAM jest źródłem grup aminopropylowych do syntezy Spd z Put i syntezy Spm z Spd, reakcje te są katalizowane 
odpowiednio przez syntazę spermidyny (SPDS) i syntazy sperminy (SPMS). Oksydaza zawierająca miedź (CuAO) i oksydaza 
poliaminowa (PAO) katalizują deaminację poliamin. Spm jest utleniana do Spd, która następnie jest utleniana do Put, reakcje 
te katalizowane są przez oksydazę poliaminową (PAObc). ADC: dekarboksylaza argininy; AIH: iminohydrolaza agmatyny; 
ARGAH: arginaza/agmatynaza; CPA: aminohydrolaza N-karbamoiloputrescyny; CuAO: oksydazy aminowe zawierające miedź; 
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 liści 

Na podstawie wyników zaprezentowanych w pracach Sobieszczuk-Nowicka 

i wsp. (2009; 2015; 2016) zaproponowany został model działania PA w programie przedwczesnego, 

indukowanego ciemnością, starzenia liścia (Sobieszczuk-Nowicka, 2017). Badania wykazały, że 

sygnałem do indukcji procesu starzenia liścia jest akumulacja PA, po której następuje spadek ich 

miana. PA syntetyzowane w cytoplazmie są transportowane do apoplastu i tam utlenianie 

(rozkładane) do H2O2 oraz diaminopropanu – metabolitów usprawniających procesy degradacyjne. 

Oksydacja PA kontroluje również tempo przebiegu procesu poprzez syntezę kwasu γ-amino 

masłowego (GABA) i pod pewnymi warunkami może przyspieszać starzenie. Ogólnie jednak 

blokowanie rozkładu PA zasadniczo opóźnia starzenie liści. Również w pracy Sequera-Mutiozabal 
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i wsp. (2016) zasugerowano, że katabolizm Spd i/lub Spm przez oksydazy poliaminowe może 

sprzyjać starzeniu poprzez produkcję H2O2. U mutantów rzodkiewnika, u których nie następuje 

konwersja Spm do Spd w wyniku braku aktywności PAO4(bc), wystąpiło opóźnione wejście liścia 

w fazę starzenia wywołanego ciemnością (Sequera-Mutiozabal i wsp., 2016). Opóźnione starzenie 

wywołane ciemnością u mutantów powiązane jest również z wyższym poziomem Spm, zmniejszoną 

produkcją reaktywnych form tlenu i zwiększeniem poziomu tlenku azotu. Szczegółowa analiza danych 

opublikowanych przez Sequera-Mutiozabal i wsp. (2016) sugeruje, że regulacyjna rola PA opiera się 

na zapewnieniu ochrony przed stresem przez konwersję metaboliczną obejmującą zmiany stanu 

oksydacyjno-redukcyjnego układu askorbinianu/dehydro-askorbinianu, zmiany w metabolizmie 

cukru i azotu i oddziaływanie (ang. crosstalk) z biosyntezą etylenu (Sequera-Mutiozabal i wsp., 2016). 

Molekularne podstawy tych zjawisk nie zostały dostatecznie opisane.  

Poliaminy są również istotne dla żywienia mineralnego roślin. Zboża akumulują 60–80% potrzebnego 

azotu w okresie wzrostu wegetatywnego, natomiast w fazie nalewania ziarna zachodzi proces 

przemieszczania azotu z organów wegetatywnych (remobilizacja) (za Sandhu i wsp., 2021). Azot 

jonów amonowych wbudowywany w glutaminę i glutaminian jest przekazywany w procesach 

syntezy innych metabolitów azotowych, m.in. PA (Wuddineh, Minocha i Minocha, 2018). Poprawa 

efektywności wykorzystania azotu jest niezbędna do obniżenia kosztów komercyjnego nawożenia 

w produkcji roślinnej (Mattoo i wsp., 2010; Wuddineh, Minocha i Minocha, 2018). Manipulowanie 

poziomem PA może zatem stanowić metodę zwiększenia wydajności remobilizacji azotu i węgla leżącą 

u podstawy procesu starzenia liścia. Poprawę efektywności plonowania zbóż można osiągnąć poprzez 

regulację procesu starzenia liści, zarówno w kierunku jego opóźnienia, jak i przyspieszenia (Ryc. 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Poznanie wielokierunkowych powiązań metabolizmu poliamin z siecią metaboliczną 

organizującą proces starzenia wydaje się ważnym zagadnieniem agronomicznym.  

Rycina 5. Poprawę efektywności plonowania zbóż można osiągnąć poprzez regulację procesu starzenia liści, 
w kierunku zarówno jego opóźnienia poprzez zwiększenie poziomu PA, jak i przyspieszenia poprzez zmniejszenie 
poziomu PA w roślinie. Rycinę utworzono przy użyciu programu BioRender.com 
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2. CEL I ZAŁOŻENIA PRACY DOKTORSKIEJ  

Celem zespołu kierowanego przez prof. Ewę Sobieszczuk-Nowicką jest poznanie 

wielokierunkowego związku między homeostazą poliamin a sieciami metabolicznymi 

organizującymi proces starzenia się liści jęczmienia. Kierunek metabolizmu i transport PA może 

kontrolować skuteczność leżącej u podłoża starzenia się liścia remobilizacji. Sugeruje 

to wykorzystanie PA w planowaniu strategii uprawy zbóż. Egzogennie ukierunkowane 

zastosowanie PA może poprawić tolerancję roślin na różne czynniki stresowe. Podejście oparte 

na genomice funkcjonalnej pomogłoby wyjaśnić molekularne podstawy tych zjawisk. 

Brak w literaturze informacji na temat sekwencji genów metabolizmu PA w jęczmieniu był dużym 

ograniczeniem, dlatego potrzebna była identyfikacja tych genów. W badania włączyłam również 

analizę transporterów PA. Transportery PA są rozpoznane u roślin w niewielkim stopniu.  

Celem pracy doktorskiej była kompleksowa identyfikacja genów zaangażowanych w homeostazę 

PA w genomie jęczmienia oraz wstępna ocena ich udziału w przemianach metabolicznych 

towarzyszących procesom starzenia liści. Aby go osiągnąć, zaplanowałam realizację trzech 

następujących zadań badawczych: 

1. Identyfikacja i analiza genów oraz ich przewidywanych produktów białkowych 

zaangażowanych w metabolizm i transport poliamin na podstawie badań homologii 

i filogenetycznych. 

Aby osiągnąć ten cel na podstawie homologii z opisanymi już wcześniej w literaturze białkami 

w innych roślinach, zidentyfikowałam geny metabolizmu i transportu PA w jęczmieniu. 

Następnie obecność w genomie zidentyfikowanych genów została potwierdzona laboratoryjnie. 

Analiza filogenetyczna sekwencji aminokwasowych białek metabolizmu i transportu PA wykazała 

ścisłe powiązanie ze swoimi homologami innych gatunków roślin. 

2. Charakterystyka funkcjonalna zidentyfikowanych genów oraz ich przewidywanych 

produktów białkowych na podstawie analiz in silico. 

Aby osiągnąć ten cel, określiłam metodami in silico budowę strukturalną zidentyfikowanych 

genów, elementy regulacyjne działające na poziomie transkrypcji i translacji. W kolejnym kroku 

za pomocą narzędzia Genevestigator v3 analizowałam in silico poziomy ekspresji genów 

metabolizmu i transporterów PA jęczmienia:  

• na ośmiu etapach rozwoju rośliny – od kiełkowania ziarniaka przez kwitnienie 

po dojrzałość nowych ziarniaków; 

• w różnych organach roślinnych; 

• w różnych warunkach stresu (a)biotycznego. 
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Za pomocą modelowania homologicznego wszystkich badanych transporterów mogłam z dużą 

dokładnością przewidzieć struktury trójwymiarowe interesujących mnie białek i potwierdziłam 

ich funkcję. Następnie wykonałam kompleksową analizę in silico przewidywanych produktów 

białkowych zidentyfikowanych genów. Określiłam punkt izoelektryczny (pI), długość sekwencji 

aminokwasowej, masę cząsteczkową i współczynnik hydropatyczności (GRAVY). Określiłam 

prawdopodobne interakcje typu białko-białko. Następnie przeprowadziłam analizę in silico 

przewidującą miejsca modyfikacji potranslacyjnej, które wpływają na właściwości chemiczne 

i fizyczne, stabilność i aktywność białek. Za pomocą metody dokowania molekularnego 

potwierdziłam możliwości wiązania interesujących mnie białek z ligandami PA. 

3. Ocena ekspresji badanych genów w przemianach metabolicznych towarzyszących 

starzeniu się liści. 

Wyniki otrzymane dzięki analizom in silico dotyczące ekspresji genów metabolizmu PA w różnych 

tkankach jęczmienia potwierdziłam laboratoryjnie poprzez określenie poziomu ekspresji genów 

HvPMG w organach takich jak: koleoptyle z 5-dniowych siewek; korzenie i pędy z 7-dniowych 

siewek; liście i łodygi z 10-dniowych siewek. Na podstawie tych analiz wybrałam 13 genów, 

których ekspresja była obserwowana w liściach. Model DILS został wykorzystany jako układ 

doświadczalny do oceny ekspresji genów metabolizmu i transportu PA. Oceny ekspresji genów 

HvPMG dokonałam metodą RT-qPCR. Ekspresję genów transporterów PA w liściach poddanych 

DILS zbadałam z wykorzystaniem metody analizy transkryptomu (podejście RNA-seq). 

Postawiłam hipotezę, że w obrębie rodzin genów zaangażowanych w homeostazę PA są geny, 

których ekspresja jest organospecyficzna (liść) i starzeniowo-zależna. 
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3. WYNIKI I ICH OMÓWIENIE 

3.1 Identyfikacja i analiza genów oraz ich przewidywanych produktów białkowych 

zaangażowanych w metabolizm i transport poliamin na podstawie badań 

homologii i filogenetycznych 

Badania rozpoczęłam od identyfikacji jęczmiennych genów metabolizmu PA, dla których zespół 

zaproponował nazwę PMG (ang. polyamine metabolism genes) (Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 – 

Publikacja 1) i genów transportu PA, dla których zespół zaproponował nazwę PAT (ang. polyamine 

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

Najpierw użyłam wcześniej opisanych w literaturze sekwencji aminokwasowych PMG i PAT 

u rzodkiewnika, które były zdeponowane w bazie TAIR. Sekwencje te zostały wykorzystane jako 

zapytania w programie BLASTP w bazie danych Ensembl Plant do wyznaczenia homologicznych 

sekwencji aminokwasowych jęczmienia, a w przypadku białek dekarboksylazy ornityny, które są 

nieobecne u rzodkiewnika, jako zapytania wykorzystałam sekwencje białkowe pobrane z bazy 

danych ryżu (https://www.plantgdb.org/OsGDB). Przypuszczalne sekwencje białek 

jęczmiennych PA zostały przeanalizowane przy użyciu ukrytego modelu Markowa pod kątem 

obecności specyficznej domeny reprezentującej odpowiednią klasę białek. Dla dokładności 

sekwencje te zostały również zweryfikowane krzyżowo za pomocą InterProScan, a kandydaci, 

zawierający którąkolwiek z typowych domen odpowiednich białek, zostali rozpoznani jako geny 

potencjalnie kodujące białka metabolizmu i transportu PA. 

W efekcie wyodrębniłam siedem rodzin genów, które obejmowały 23 HvPMG (Tab. 1). 

Wśród nich zidentyfikowałam 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), pięć 

oksydazy diaminowej zawierającej miedź (HvCuAO2, 3, 4, 6 i 7) i dziewięć oksydazy 

poliaminowej (HvPAO1-9). W jęczmieniu nie zidentyfikowałam genu syntazy termosperminy. 

Natomiast wśród HvPAT zidentyfikowałam siedem genów importerów (HvPUT1-7) i sześć 

genów eksporterów PA (HvBAT1-6). 
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Tabela 1. Zidentyfikowane geny metabolizmu poliamin w genomie jęczmienia odmiany Golden promise. ADC: 
dekarboksylaza argininy; BAT: eksportery poliamin; CuAO: oksydaza zawierająca miedź; Hv: jęczmień zwyczajny; PAO: 
oksydaza poliaminowa; PAT: importery poliamin; SAMDC: dekarboksylaza S-adenozylo-L-metioniny; SPDS: syntaza 
spermidyny; SPMS: syntaza sperminy 

 

Obecność w genomie zidentyfikowanych in silico 23 genów HvPMG została dodatkowo 

potwierdzona przy użyciu tradycyjnych metod laboratoryjnych poprzez wykonanie 

sekwencjonowania produktów otrzymanych w reakcji PCR z wykorzystaniem jako matrycy 

genomowego DNA (gDNA) wyizolowanego z liści jęczmienia i odpowiednich starterów. 

Sekwencjonowanie produktu zostało wykonane przez firmę NexBio z Lublina (Ryc. 6). 

 

Rycina 6. Potwierdzenie obecności zidentyfikowanych in silico 23 genów HvPMG metodami laboratoryjnymi 
w materiale badawczym. (A) Przykładowe zdjęcie żelu z produktami reakcji PCR, w której jako matrycę 
wykorzystano gDNA wyizolowane z jęczmienia odmiany Golden promise. (B) Fluorogram jednego z produktów 
PCR poddanych sekwencjowaniu 

 

Przeprowadziłam również analizę filogenetyczną białek HvPMG i HvPAT przy użyciu metody 

najbliższego sąsiada (ang. neighbor-joining) z wykorzystaniem programu MEGA-11. 

Do analizy HvPMG użyłam sekwencji aminokwasowych rzodkiewnika, ryżu  i kukurydzy. 

Białka szlaku metabolicznego PA są wysoce konserwatywne  u tych czterech gatunków, 

SAMDC, PAO, CuAO, ADC, ODC i SPDS/SPMS są zgrupowane kolejno w odrębnych grupach 
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(Ryc. 7). Do analizy HvPAT dodatkowo użyłam sekwencji topoli, kłosownicy dwukłoskowej, 

winorośli właściwej, szafranu uprawnego, pomidora zwyczajnego  i melona (Ryc. 8). 

Sekwencje aminokwasowe importerów i eksporterów PA wykazały ścisłe powiązanie 

ze swoimi homologami innych gatunków roślin. 

 

 

 

Rycina 7. Drzewo filogenetyczne białek uczestniczących w metabolizmie poliamin w jęczmieniu. Relacje 
ewolucyjne zostały ustalone z wykorzystaniem programu MEGA-11 z użyciem metody NJ przy wartości 
samopróbkowania (bootstrap) równej 1000. At: rzodkiewnik; Hv: jęczmień zwyczajny, Os: ryż; Zm:  kukurydza. 
ADC: dekarboksylaza argininy; CuAO: oksydaza zawierająca miedź; 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 białek transporterów poliamin w jęczmieniu. Relacje ewolucyjne zostały 
ustalone z wykorzystaniem programu MEGA-11 z użyciem metody NJ przy wartości samopróbkowania (bootstrap) 
równej 1000. Wszystkie 60 białek zgrupowano w 6 klastrów wyróżnionych innymi kolorami. At: rzodkiewnik; 
Bd: kłosownica dwukłoskowa; Cs: szafran uprawny; Cm: melon; Hv: jęczmień, Os: ryż; Pt: topola; Sl: pomidor; 
Vv: winorośl właściwa; Zm; kukurydza. BAT: eksportery poliamin; PUT: importery poliamin (Stolarska i wsp., 2023a 
– Publikacja 2) 
 

3.2 Charakterystyka funkcjonalna zidentyfikowanych genów oraz ich przewidywanych 

produktów białkowych na podstawie analiz in silico 

W celu szczegółowej charakterystyki funkcjonalnej zidentyfikowanych genów z bazy danych 

Ensembl Plants pobrałam pliki adnotacji GFF3/GTF, które zawierają informacje na temat 

lokalizacji HvPMG i HvPAT w genomie i ich budowy strukturalnej. Organizacja intron-ekson 

HvPMG wykazała, że geny HvODC1-2, HvPAO5, HvSPDS1 i HvSAMDC2 były pozbawione 

intronów, podczas gdy wszystkie inne geny zawierały różną liczbę intronów w zakresie 

od 1 do 11 (Fig. 1A Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 – Publikacja 1). Spośród HvPAT większość 

genów importerów PA miała jeden intron, z wyjątkiem HvPUT3, który składał się z trzech 
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intronów w 5’UTR, podczas gdy geny eksporterów PA składały się z od czterech do siedmiu 

intronów (Fig. 1C Stolarska i wsp., 2023a – Publikacja 2).  

W celu analizy elementów regulacyjnych działających w układzie cis (ang. cis-acting regulatory 

elements, CRE) z bazy danych genomu H. vulgare Ensembl Plant zostały pobrane sekwencje 

promotorów (ustalonych jako 1000 par zasad poprzedzających sekwencję kodującą gen 

dla HvPMG i 1500 dla HvPAT). Uzyskane sekwencje zostały następnie przesłane do bazy danych 

PlantCARE. W sumie in silico przewidziano 961 elementów CRE w sekwencjach promotorów 

HvPMG (Fig. 3A Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 – Publikacja 1) i 1159 CRE w sekwencjach 

promotorów HvPAT (Fig. 3, Tab. S4 Stolarska i wsp., 2023a – Publikacja 2). Najmniej liczna grupa 

prawdopodobnych elementów była związana z reakcją na światło, kolejne pod tym względem 

były grupy elementów związanych z fitohormonami oraz z reakcją rośliny na stres. Najliczniejsza 

grupa przewidzianych CRE to elementy związane ze wzrostem i rozwojem rośliny. Grupa ta 

zawierała 21 typów CRE dla HvPMG i 19 dla HvPAT, wśród których najliczniejszymi elementami 

były 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 i transportu PA mogą być regulowane poprzez 

mikroRNA (miRNA) na drodze kierowania docelowych transkryptów genów kodujących białka 

do cięcia lub supresji translacji. Dlatego w celu weryfikacji, czy w obrębie genów HvPMG i HvPAT 

mogą występować miejsca docelowe wiązania się miRNA, sekwencje kodujące genów zostały 

zanalizowane pod tym kątem na serwerze psRNATarget. Zidentyfikowałam dziewięć 

miRNA H. vulgare (hvu-miR), dla których przewidywane miejsca docelowe znajdowały się 

w obrębie genów HvPMG (Tab. 3 Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 – Publikacja 1). Analiza in silico 

wykazała, że prawie wszystkie zidentyfikowane miRNA, z wyjątkiem hvu-miR5049b, mogą 

wyciszyć ekspresję genów HvPMG poprzez cięcie transkryptów genów kodujących białko. 

Zidentyfikowałam również sześć miRNA, dla których przewidywane miejsca docelowe znajdowały 

się w obrębie genów transporterów PA, ekspresja wszystkich tych genów oprócz HvPUT7 może 

zostać wyciszona poprzez cięcie mRNA (Fig. 5, Tab. S6 Stolarska i wsp., 2023a – Publikacja 2). 

W kolejnym kroku za pomocą narzędzia Genevestigator v3 analizowałam in silico poziomy 

ekspresji genów metabolizmu i transporterów PA jęczmienia: 

• na ośmiu etapach rozwoju rośliny, od kiełkowania ziarniaka przez kwitnienie 

po dojrzałość nowych ziarniaków; 

• w różnych organach roślinnych; 

• w różnych warunkach stresu (a)biotycznego. 
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Wśród wszystkich 23 HvPMG znalazłam dane dotyczące ekspresji 19 genów. Okazało się, 

że wiele z tych genów podlega ekspresji jedynie na określonych etapach rozwoju jęczmienia, 

w wybranych organach lub jedynie w odpowiedzi na konkretny stres (a)biotyczny 

(Fig. 4 Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 – Publikacja 1). Większość genów HvPMG ulegała 

ekspresji na etapie kiełkowania, z wyjątkiem HvODC1, HvCuAO6, HvPAO1 i 2 (Fig. 4B Tanwar, 

Stolarska i wsp., 2022 – Publikacja 1). Geny HvPAO3 i 6, HvODC1 i 2 ulegały ekspresji do 

stadium siewki, podczas gdy na późniejszych etapach nie zaobserwowałam ich ekspresji. Wiele 

genów, m.in. HvCuAO7, HvSAMDC3, HvPAO4 i HvSPMS1, ulegało ekspresji na wszystkich etapach 

rozwoju. Ponadto gen HvSAMDC3 wykazywał wysoką ekspresję w prawie wszystkich badanych 

tkankach, podczas gdy geny HvODC1 i 2 wykazywały bardzo niską ekspresję w większości 

analizowanych tkanek (Fig. 4A Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 – Publikacja 1). W odpowiedzi na 

stres wysokiej temperatury, suszy, symulowanej suszy oraz zasolenia HvADC1 ulegał 

podwyższonej ekspresji, podczas gdy ekspresja HvSAMDC2 była nieznacznie indukowana 

w odpowiedzi na stres symulowanej suszy i stres niskiej temperatury (Fig. 4C Tanwar, 

Stolarska i wsp., 2022 – Publikacja 1).  

W analizowanych genach transporterów PA ujawniłam, że HvPUT1-4 wykazują stosunkowo 

stabilny i wysoki poziom ekspresji na kolejnych etapach wzrostu i rozwoju roślin (Fig. 9A 

Stolarska i wsp., 2023a – Publikacja 2). HvPUT5 ulegał ekspresji tylko na etapie siewki, 

podczas gdy HvPUT6 ulegał ekspresji na etapach wydłużania łodygi, kwitnienia i dojrzewania. 

Ekspresja HvPUT7 nie została wykryta w roślinach jęczmienia na żadnym etapie rozwoju. 

HvBAT1, 2 i 6 ulegały stabilnej ekspresji podczas całego rozwoju rośliny, podczas gdy HvBAT3 

i 5 ulegały ekspresji głównie w fazie siewek i kwitnienia. Wszystkie geny transporterów PA 

wykazują bardzo niską lub niewykrywalną ekspresję na ostatnim etapie rozwoju jęczmienia, 

w fazie dojrzałości. Analiza ekspresji specyficznej dla organów dowiodła, że spośród genów 

importerów PA tylko HvPUT3 wykazuje wysoki poziom ekspresji w prawie wszystkich 

badanych organach (Fig. 9B Stolarska i wsp., 2023a – Publikacja 2). Pozostałe geny 

importerów PA wykazywały bardzo niską lub niewykrywalną ekspresję w badanych organach 

roślinnych. Wśród genów eksporterów PA HvBAT1 i 2 wykazywały wysoką ekspresję 

w większości analizowanych organów. HvBAT3, 5 i 6 ulegały ekspresji głównie w korzeniach 

i siewkach. Ekspresja HvBAT4 nie została wykryta w żadnym z analizowanych organów. 

Dodatkowo ekspresja genów transporterów PA w jęczmieniu była analizowana w różnych 

warunkach stresu abiotycznego. Gen HvPUT2 ulegał wyraźnej indukcji ekspresji w stresie 

zranienia i supresji w stresie niskiej temperatury, podczas gdy pozostałe geny importerów PA 

nie wykazywały znaczących zmian ekspresji w odpowiedzi na stresy abiotyczne 
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(Fig. 10 Stolarska i wsp., 2023a – Publikacja 2). Co więcej, stres zranienia spowodował 

wyraźną indukcję ekspresji genów HvBAT1 i 2, a także niewielki wzrost ekspresji HvBAT5 i 6. 

Modelowanie homologiczne wszystkich badanych transporterów pozwoliło z dużą 

dokładnością przewidzieć struktury trójwymiarowe interesujących mnie białek i potwierdzić 

ich funkcję (Ryc. 9). Struktury 3D białek HvPAT przewidziałam za pomocą serwera Phyre2, 

a następnie oceniłam za pomocą wykresu Ramachandrana, ANOLEA (ang. Atomic Non-Local 

Environment Assessment) i analiz ProSA, a testem ProCheck sprawdziłam struktury 3D białek 

HvPAT w serwerze SAVES. Miejsca aktywne białek transporterowych PA przewidziałam 

za pomocą serwera CASTp 3.0.  

Następnie wykonałam kompleksową analizę in silico przewidywanych produktów białkowych 

zidentyfikowanych genów. Określiłam: punkt izoelektryczny (pI), długość sekwencji aminokwasowej, 

masę cząsteczkową i współczynnik hydropatyczności (GRAVY). Lokalizacje subkomórkowe 

przewidziałam za pomocą narzędzia internetowego Plant-mPLoc. Białka HvPMG miały stosunkowo 

niski punkt izoelektryczny (pI < 7) (Tab. 1 Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 – Publikacja 1). Wszystkie 

białka miały ujemne wartości GRAVY, co oznacza, że są to białka hydrofilowe, z wyjątkiem HvODC1, 

dla którego wartość GRAVY była równa 0,013, co świadczy o hydrofobowości białka i jego 

błonowym charakterze. Przewidywanie lokalizacji subkomórkowej wykazało, że 18 z 23 białek 

HvPMG było zlokalizowanych w chloroplastach, a pozostałe w cytoplazmie, peroksysomach 

i ścianie komórkowej. Lokalizacja niektórych białek została przewidziana w kilku organellach: 

HvSAMDC1 (chloroplast, jądro), HvSAMDC2 (błona komórkowa, chloroplast, jądro), HvCuAO7 

(ściana komórkowa, peroksysom) i HvADC1 (chloroplast, cytoplazma, mitochondrium). Większość 

białek HvPMG nie zawierała żadnych domen transbłonowych, z wyjątkiem HvPAO3, HvPAO6 

i HvCuAO2, które miały jedną helisę transbłonową. Średnia teoretyczna wartość pI i dodatnie 

wartości GRAVY sekwencji białek HvPAT sugerują, że większość genów transporterów PA 

koduje alkaliczne, hydrofobowe i błonowe białka, co jest dodatkowo poparte przewidywaniami 

lokalizacji subkomórkowej, ponieważ umieszczenie wszystkich transporterów PA przewiduje się 

w błonie komórkowej (Tab. 2 Stolarska i wsp., 2023a – Publikacja 2). Wszystkie białka HvPAT 

zawierały po 12 domen transbłonowych, z wyjątkiem HvPUT5, który zawierał ich 7 (Tab. S1 

Stolarska i wsp., 2023a – Publikacja 2). 

Potencjalną funkcję biologiczną niescharakteryzowanego białka można przybliżyć poprzez 

zbadanie oddziaływania danego białka z innymi, opisanymi już białkami. Za pomocą narzędzia 

STRING przeprowadziłam również analizę in silico interakcji białko–białko (ograniczyłam liczbę 

interakcji każdego białka do 20). Analiza interakcji białko–białko wykazała, że 18 z 23 białek HvPMG 

może wchodzić w interakcję z innymi białkami (Fig. 3B Tanwar, Stolarska i wsp., 2022 – 
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Publikacja 1), a ze wszystkich 13 analizowanych białek HvPAT tylko 5 białek importerów PA (HvPUT1, 

2, 3, 4 i 7) może wykazywać interakcje białko–białko (Fig. 6 Stolarska i wsp., 2023a – Publikacja 2). 

Następnie przeprowadziłam analizę in silico przewidującą miejsca modyfikacji potranslacyjnej, 

które wpływają na właściwości chemiczne i fizyczne, stabilność i aktywność białek. Analizę in silico 

przewidującą miejsca modyfikacji potranslacyjnej w HvPAT jęczmienia wykonałam przy użyciu 

serwera internetowego MusiteDeep z domyślnymi parametrami. W białkach HvPAT przewidziałam 

dziewięć możliwych miejsc modyfikacji potranslacyjnej (acetylacja, glikozylacja, hydroksylacja, 

SUMOilacja, metylacja, fosforylacja, palmitylacja, ubikwitynacja i przyłączanie kwasu 

piroglutaminowego) (Ryc. 10). Większość przewidzianych miejsc modyfikacji potranslacyjnej była 

losowo rozmieszczona w pobliżu N-końca wszystkich białek z wyjątkiem HvPUT2, który miał 

miejsca modyfikacji potranslacyjnej głównie blisko C-końca. Co ciekawe, niektóre miejsca 

modyfikacji potranslacyjnej przewidziałam na określonych transporterach, np. miejsca SUMOilacji 

przewidywałam tylko w HvPUT3 i 4, miejsca palmitylacji obserwowałam w HvBAT1 i 5. 

 

 

Rycina 9. Przewidywane trójwymiarowe struktury białek transporterowych poliamin jęczmienia. Przy każdej 
strukturze białka zapisano procentowy wynik ufności przewidywania i stopień pokrycia z najlepszym dostępnym 
szablonem używanym do budowania modeli 3D (Stolarska i wsp., 2023a, zmienione – Publikacja 2) 
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Rycina 10. Przewidywane miejsca modyfikacji potranslacyjnych w sekwencjach białek transportujących 
PA jęczmienia. Szare prostokąty przedstawiają pierwszorzędowe struktury białek HvBAT i HvPUT, podana jest liczba 
aminokwasów budujących białko. W strukturze białka zaznaczono dziewięć typów przewidywanych modyfikacji 
potranslacyjnych: 1) ubikwitynację, 2) acetylację, 3) glikozylację, 4) hydroksylację, 5) SUMOilację, 6) metylację, 
7) fosforylację, 8) palmitylację i 9) kwas piroglutaminowy (Stolarska i wsp., 2023a, zmienione – Publikacja 2) 

 

W celu potwierdzenia możliwości wiązania interesujących mnie białek z ligandami PA użyłam metody 

dokowania molekularnego. Metoda ta polega na wyszukiwaniu najkorzystniejszego, a więc 

odznaczającego się najniższą energią miejsca wiązania się ligandu z receptorem. Struktury 3D 

ligandów: putrescyny, spermidyny i sperminy zostały pobrane z bazy danych PubChem. 

Do przygotowania modeli białek receptorowych i ligandów oraz symulacji dokowania wykorzystałam 

odpowiednio oprogramowanie Autodock 4.2 i Autodock Vina. Następnie prawdopodobne interakcje 

HvBAT-PA i HvPUT-PA analizowałam za pomocą PyMOL. Przy użyciu tej metody przewidziałam miejsca 

wiązania PA w transporterach PA, które charakteryzują się najniższą energią wiązania i stałą inhibicji, 

tym samym potwierdziłam możliwość wiązania białek transporterów PA z cząsteczkami PA (Ryc. 11). 

W stabilizowaniu ligandów o energetycznie korzystnych właściwościach w otoczeniu struktur 

białkowych o otwartej konformacji kluczową rolę odgrywają słabe oddziaływania 

międzycząsteczkowe, takie jak wiązania wodorowe i oddziaływania hydrofobowe (Patil i wsp., 2010). 

W kompleksie transporter poliamin-PA przewidziana liczba wiązań wodorowych była mniejsza niż 

liczba oddziaływań hydrofobowych we wszystkich kompleksach białko-ligand. Przewidywane wyniki 

sugerowały, że najkorzystniejsze energetycznie interakcje ligand-białko obejmowały 

HvPUT7-Put/Spm, HvBAT3-Spm/Spd, HvBAT5-Put i HvPUT6-Spd. 
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Rycina 11. Przewidywane interakcje poliamin w miejscach aktywnych przewidywanych struktur 3D białek transporterowych 
poliamin w jęczmieniu. Diagramy przedstawiają miejsca wiązania białek eksporterów i importerów PA z cząsteczkami PA, które 
charakteryzują się najniższą energią wiązania i stałą oddziaływania (inhibicji). (A) HvBAT5-putrescyna, (B) HvBAT3-spermidyna, 
(C) HvBAT3-spermina, (D) HvPUT7-putrescyna, (E) HvPUT6-spermidyna i (F) HvPUT7-spermina. W przypadku PA atomy węgla 
oznaczono kolorem czarnym, tlen czerwonym, siarkę żółtym, azot niebieskim. Wiązania wodorowe utworzone pomiędzy PA 
i aminokwasami pokazano zielonymi przerywanymi liniami. Aminokwasy oddziałujące hydrofobowo z PA są przedstawione jako 
czerwone łuki z promienistymi liniami (Stolarska i wsp., 2023a, zmienione – Publikacja 2). Pozostałe interakcje HvPUT/HvBAT-PA 
można znaleźć w rycinach uzupełniających S7–S9 artykułu Stolarska i wsp. (2023a – Publikacja 2) 
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3.3 Ocena ekspresji badanych genów w przemianach metabolicznych towarzyszących 

starzeniu się liści jęczmienia 

Wyniki otrzymane z analiz in silico dotyczące ekspresji genów HvPMG w różnych tkankach 

jęczmienia potwierdziłam laboratoryjnie poprzez określenie poziomu ekspresji genów HvPMG 

w organach takich jak: koleoptyle z 5-dniowych siewek; korzenie i pędy z 7-dniowych siewek; 

liście i łodygi z 10-dniowych siewek. W tym celu wyizolowałam RNA z poszczególnych organów 

jęczmienia i za pomocą reakcji RT-qPCR określiłam ekspresję HvPMG. Aby wyznaczyć względny 

poziom ekspresji badanych genów, zastosowałam metodę Pfaffla (Pfaffl, 2001). Normalizowałam 

dane względem genu aktyny (AY145451). Względną ekspresję danego genu w koleoptylu 

przyjęłam jako 1,0. Wiele badanych genów charakteryzowało się ekspresją ograniczoną do 

określonych organów (Ryc. 12). Do dalszych analiz wybranych zostało 12 genów metabolizmu PA 

ekspresjonowanych w liściu: HvADC1, HvSAMDC2, HvSAMDC3, HvCuAO3, HvCuAO7, HvPAO2, 

HvPAO4, HvPAO7, HvPAO8, HvSPMS1, HvSPMS2 oraz HvSPDS1. Choć ekspresja genu HvSPDS1 

w liściach była obserwowana w trakcie analiz RT-qPCR, to nie została przedstawiona na Ryc. 12, 

ponieważ gen ten nie był ekspresjonowany w koleoptylu, do którego była odnoszona ekspresja 

genu z pozostałych organów.  
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Rycina 12. Poziom ekspresji genów szlaku metabolizmu poliamin w poszczególnych organach jęczmienia. Względną 
ekspresję w koleoptylu przyjęto jako 1,0. Jako gen referencyjny zastosowano gen aktyny H. vulgare (AY145451). Dane 
reprezentują wartości średnie i odchylenie standardowe co najmniej dwóch powtórzeń biologicznych i trzech 
powtórzeń technicznych. Analiza statystyczna została przeprowadzona za pomocą jednoczynnikowej analizy wariancji 
ANOVA z testem porównań wielokrotnych Dunnetta. Przyjęto następujące poziomy istotności statystycznej: 
P < 0,0001 – ****; 0,0001 < P < 0,001 – ***; 0,001 < P < 0,01 – **; 0,01 < P < 0,05 – *. Cl: koleoptyl; Hv: jęczmień 
zwyczajny; Ro: korzeń; Sh: pęd; Lf: liść; St: łodyga (Tanwar, Stolarska i wsp., 2022, zmienione – Publikacja 1)  

 

Model DILS został wykorzystany jako układ doświadczalny (Ryc. 13) do oceny ekspresji 

13 wyselekcjonowanych genów HvPMG (Ryc. 20). Do eksperymentu wykorzystałam 7-dniowe 

siewki jęczmienia stanowiące kontrolę określoną jako 0. Następnie część roślin została 

umieszczona w ciemności (wariant DILS – próby badane), a druga część pozostawała w świetle 

w fotoperiodzie 16/8 (dzień/noc) (wariant LIGHT – kontrola na świetle). Do analiz zbierano liście 

z dnia 0, 3, 7 i 10, gdzie punkty czasowe DILS określone są jako D3, D7 i D10 (D – ang. dark), 

a punkty czasowe kontroli na świetle jako L3, L7 i L10 (L – ang. light) (Ryc. 13). 
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Rycina 13. Układ badawczy – model DILS. (A) Starzenie 7-dniowych siewek jęczmienia (kontrola 0) było indukowane 
ciemnością trwającą od 3 do 10 dni (wariant DILS). Do analiz zbierano liście z dnia 0, 3, 7 i 10. Rośliny kontrolne 
(wariant LIGHT) hodowano na świetle w fotoperiodzie 16/8 (dzień/noc). (B) Starzenie liści obserwowano, monitorując 
m.in. parametr maksymalnej wydajności fotochemicznej fotosystemu drugiego (FV/FM). D3 do D10 oznaczają dni 
starzenia. L3 do L10 oznaczają odpowiednie kontrole 

 

Oceny ekspresji genów HvPMG dokonałam metodą RT-qPCR. Do wyznaczenia względnego 

poziomu ekspresji badanych genów zastosowałam metodę Pfaffla (Pfaffl, 2001). 

Normalizowałam dane względem genu białka z rodziny kinaz pirogronianowych (AY145451) 

(Zmienko i wsp., 2015). Względną ekspresję danego genu w dniu 0 przyjęłam jako 1,0. 

Porównywałam ekspresje genów z liści kontrolnych 7-dniowych siewek jęczmienia 

określonych jako 0 i liści kontrolnych z roślin rosnących na świetle przez 3, 7 i 10 dni z liśćmi 

poddanymi DILS w każdym punkcie czasowym (Ryc. 14). Ekspresja genów HvCuAO3, HvSPDS1 

i HvSPMS1 była znacząco indukowana w dniu 3 i 7 DILS, a genu HvPAO8 w dniu 10 (Ryc. 14). 

Ponadto obserwowałam indukcję ekspresji HvSAMDC2 w odpowiedzi na 7-dniowe 

traktowanie ciemnością, która ulegała obniżeniu w dniu 10.  
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Rycina 14. Poziom ekspresji genów szlaku metabolizmu poliamin w pierwszym liściu jęczmienia podczas 
indukowanego ciemnością starzenia liści (DILS). Względną ekspresję w dniu 0 przyjęto jako 1,0. Jako gen referencyjny 
zastosowano gen białka z rodziny kinaz pirogronianowych H. vulgare (AK356185), który został wybrany przez zespół 
na podstawie wcześniejszych wyników badań dotyczących identyfikacji genów o stosunkowo stabilnym poziomie 
ekspresji dla normalizacji eksperymentów qPCR w modelu DILS w jęczmieniu (Zmienko i wsp., 2015). Doświadczenie 
obejmowało trzy powtórzenia biologiczne i trzy powtórzenia techniczne. Uzyskane dane poddano analizie statystycznej 
metodą analizy wariancji (ANOVA) oraz porównano wielokrotne testem Bonferroniego. Istotność statystyczną między 
punktami danych oceniano w odniesieniu do punktów czasowych dnia 0 (kontrola) w porównaniu z innymi punktami 
czasowymi profili ekspresji (dzień 3, 7 i 10) oraz każdym punktem czasowym w świetle i ciemności i przyjęto następujące 
poziomy istotności statystycznej: P < 0,0001 – ****; 0,0001 < P < 0,001 – ***; 0,001 < P < 0,01 – **; 0,01 < P < 0,05 – *. 
D: ciemność, liście poddane indukowanemu ciemnością starzeniu; L: światło, liście roślin hodowanych w fotoperiodzie 
(Tanwar, Stolarska i wsp., 2022, zmienione – Publikacja 2) 
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Ekspresję genów transporterów PA w liściach poddanych DILS zbadałam z wykorzystaniem metody 

analizy transkryptomu (podejście RNA-seq). W analizach wykorzystałam liście poddawane DILS 

oraz liście kontrolne, które zostały zebrane w odpowiednich punktach czasowych, a następnie 

wyizolowałam z nich RNA. RNA poddano sekwencjonowaniu wysokoprzepustowemu, które 

zostało zlecone firmie zewnętrznej BGI Genomics – Global w Warszawie. Otrzymane surowe dane 

zostały poddane szczegółowym analizom bioinformatycznym. 

Na podstawie wyników analiz transkryptomicznych stwierdziłam, że poziom ekspresji HvPUT4 był 

nieznacznie obniżony w DILS, a HvPUT5 silnie (Ryc. 15). Poziom ekspresji HvPUT1 i HvPUT2 nie uległ 

zmianie podczas DILS, natomiast poziom ekspresji HvBAT3, HvBAT5 i HvBAT6 został podwyższony. 

 

 

Rycina 15. Profil ekspresji genów transporterów PA w pierwszym liściu jęczmienia podczas indukowanego ciemnością 
starzenia liści (DILS). Mapa cieplna pokazująca różnice w ekspresji HvPUT i HvBAT w pierwszym liściu jęczmienia w 4, 7 
i 10 dniu starzenia indukowanego ciemnością oraz w liściu roślin kontrolnych pozostawionych na świetle (LIGHT) 
w porównaniu z liśćmi kontrolnymi (liście w dniu 0) (Stolarska i wsp., 2023a, zmienione – Publikacja 2) 

 

W pracy Stolarska i wsp. (2023a – Publikacja 2) ekspresję genów transporterów w DILS 

porównałam również z ekspresją tych genów w rozwojowo starzejących się liściach jęczmienia. 

W modelu starzenia rozwojowego badałam liście flagowe roślin 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 Omówienie wyników 

Zidentyfikowałam in silico 36 genów, w tym 23 geny zaangażowane w metabolizm PA i 13 

genów związanych z transportem PA. Dodatkowo obecność zidentyfikowanych genów HvPMG 

w genomie jęczmienia została potwierdzona laboratoryjnie. Badanie wykazało, że ekspresja 

genu ODC jest organospecyficzna. HvODC1 i 2 ulegają ekspresji wyłącznie w korzeniach 

jęczmienia, podczas gdy szlak syntezy Put katalizowany z udziałem ADC jest aktywny zarówno 

w korzeniach, jak i innych organach (Tanwar, Stolarska i wsp., – Publikacja 1). Analiza 
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filogenetyczna sekwencji aminokwasowych białek metabolizmu i transportu PA wykazała 

ścisłe powiązanie ze swoimi homologami innych gatunków roślin.  

Identyfikacja wszystkich genów zaangażowanych w metabolizm PA w jęczmieniu pozwoliła 

na wskazanie tych, które ulegają ekspresji w liściu, a następnie na określenie 

starzeniowo-zależnych poziomów ich transkryptów. Geny HvSPDS1, HvSPMS1 i HvSAMDC2 

w liściach jęczmienia wykazały statystycznie istotne podwyższenie ekspresji w trakcie 

indukowanego starzenia w porównaniu z liśćmi kontrolnymi (Ryc.16). Dane te sugerują, że geny 

HvSPDS1, HvSPMS1 i HvSAMDC2 zaangażowane w biosyntezę PA mogą być istotne w regulacji 

procesu starzenia liścia jęczmienia. Wcześniejsze badania Sobieszczuk-Nowicka i wsp. (2016) 

wykazały, że w trakcie DILS obserwowany jest zależny od starzenia wzrost miana wolnych PA na 

początku procesu, a następnie ich spadek. Badania wykazały, że PA są syntetyzowane 

w cytoplazmie i transportowane do apoplastu i tam utlenianie do H2O2 oraz diaminopropanu – 

metabolitów usprawniających procesy degradacyjne. Blokowanie rozkładu PA zasadniczo 

opóźnia starzenie liści (Sobieszczuk-Nowicka i wsp., 2016). 

Sprawność regulacji indukowanego procesu starzenia jest oznaką żywotności starzejących się 

komórek, które na każdym etapie muszą zachować zdolność do utrzymania homeostazy, która 

przejawia się m.in. w kontrolowaniu homeostazy cyklu PA (za Stolarska i wsp., 2023b – 

Publikacja 3). Ponieważ homeostaza PA w komórce jest utrzymywana przez mechanizmy 

sprzężenia zwrotnego z poziomu biosyntezy, katabolizmu, importu i eksportu, w badania 

włączona została analiza transporterów PA.  

Zmiany poziomów ekspresji genów importerów PA sugerują, że import PA jest nieistotny 

dla procesu starzenia. Dane te wskazują, że w starzejących się komórkach import PA jest 

nieaktywny, a wysoki poziom PA w pierwszej fazie starzenia jest zależny od syntezy PA 

de novo. Podwyższona ekspresja genów eksporterów PA w obu typach starzenia sugeruje 

udział ich eksportu w tym procesie (Ryc. 16). Poliaminy są również ważne dla żywienia 

mineralnego roślin. Cykl poliaminowy może być istotny w biochemii remobilizacji azotu 

i węgla leżącej u podstawy biologii starzenia liścia. Kierunek metabolizmu i transport PA 

kontroluje tempo i efektywność tej remobilizacji. Modelowanie homologiczne badanych 

transporterów pozwoliło z dużą dokładnością przewidzieć struktury trójwymiarowe ich 

białek, a analizy dokowania molekularnego potwierdziły możliwość interakcji pomiędzy 

białkami transportującymi a PA. Należy jednak przeprowadzić dalszą analizę 

eksperymentalną, aby zweryfikować te przewidywania  i wykazać istotny udział eksportu PA 

w starzeniowo-zależnej remobilizacji azotu i węgla. 
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W roślinach indukowane starzenie jest procesem wysoce kontrolowanym i aktywnym. 

Roślina dąży do optymalizacji alokacji zasobów w celu przystosowania się do zmieniających 

się warunków środowiska (Paluch-Lubawa, Stolarska i Sobieszczuk-Nowicka, 2021).  

Przeprowadzone badania wypełniają lukę w wiedzy na temat sposobu działania PA 

w indukowanym starzeniu, związanym z nieodkrytym dotychczas metabolicznym przejściem 

komórki w fazę śmierci. 

 

 

 

Rycina 16. Graficzne podsumowanie profilu ekspresji jęczmiennych genów metabolizmu oraz transportu PA 
wskazanych jako geny kandydujące do badań funkcjonalnych nad udziałem PA w mechanizmach regulujących 
proces starzenia indukowanego ciemnością. D3 do D10 oznaczają dni starzenia. Strzałki skierowane w górę oznaczają 
wzrost ekspresji genów, linia pozioma oznacza brak zmiany w poziomie ekspresji genów, strzałki skierowane w dół 
oznaczają obniżenie ekspresji genów 
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W pracy Stolarska i wsp. (2023a – Publikacja 2) oraz Paluch-Lubawa, Tanwar, Stolarska i wsp. 

(w recenzji) porównałam m.in. profile ekspresji genów metabolizmu i transportu PA w DILS 

i starzeniu rozwojowym oraz przeprowadziliśmy analizę statystyczną PCA, tzw. analizę 

głównych składowych (ang. principal component analysis). Analiza PCA wykazała, że 

ekspresja interesujących mnie genów w starzeniu rozwojowym jest zbliżona do ekspresji tych 

genów w kontroli, natomiast ekspresja genów w DILS charakteryzuje się odmiennym 

profilem względem tych dwóch grup (Ryc. 17). Wyniki te sugerują, że indukowane ciemnością 

starzenie liści w kontekście metabolizmu PA jest procesem odmiennym od starzenia 

rozwojowego, a cykl PA może pełnić funkcję przełącznika molekularnego pomiędzy 

zdolnością komórek do przeżycia a ich śmiercią, funkcjonującego w myśl prostej zasady „żyj 

albo umieraj”. Wzrost ekspresji genu HvPAO8 w dniu 10, który w badaniu filogenetycznym 

został wskazany jako gen kodujący oksydazę poliaminową, która może mieć również 

aktywność konwertazy, może być istotnym ogniwem cyklu PA kierującym starzejące się 

komórki na drogę programowanej śmierci. 

 

 

Rycina 17. Analiza głównych składowych na podstawie profili ekspresji genów metabolizmu PA (HvPMG) 
i genów transporterów PA (HvPAT) podczas indukowanego ciemnością starzenia liści (D), 
starzenia rozwojowego (DLS) i warunków kontrolnych (L). Ekspresję analizowano w różnych dniach DILS 
(D4, D7, D10), starzeniu rozwojowym (DLS) i w kontroli (L4, L7, L10). Danymi wejściowymi wykorzystanymi 
w analizie były wartości log2FC z analizy RNA-seq 
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4. PODSUMOWANIE 

Prowadzone przeze mnie badania pozwoliły na zidentyfikowanie, wyizolowanie i kompleksowe 

scharakteryzowanie genów warunkujących komórkową homeostazę PA w jęczmieniu oraz ocenę 

ich ekspresji organospecyficznej i starzeniowo-zależnej w metabolizmie liścia. Otrzymane wyniki 

stanowią punkt odniesienia badań funkcjonalnych wielu zespołów naukowców wyjaśniających 

mechanizmy molekularnej kontroli i regulacji przez PA procesów rozwojowych zbóż i ich reakcji 

na (a)biotyczne czynniki środowiska. Wyniki te są szczególnie ważne dla badań funkcjonalnych 

nad mechanizmem działania PA w indukowanym starzeniu liści. Poznanie regulacji procesu 

indukowanego i rozwojowego starzenia przy udziale PA daje możliwość wykorzystania PA 

w planowaniu strategii upraw zbóż. Potencjał aplikacyjny tych badań potwierdziłam już, testując 

nanocząsteczki chitozanu funkcjonalizowane PA i wykazując ich antystarzeniowy charakter. 

Stanowi to dowód słuszności koncepcji, że egzogennie ukierunkowana aplikacja PA może 

prowadzić do zwiększenia tolerancji roślin na działanie szerokiego spektrum czynników 

stresowych. A to z kolei może skutkować podwyższoną produktywnością roślin.  

Ponadto poznanie mechanizmów komórkowej regulacji procesu starzenia przy udziale PA powinno 

prowadzić do lepszego zrozumienia mechanizmów procesu starzenia się i śmierci komórek, a także 

być źródłem nowej wiedzy na temat starzenia się i aktywnego zamierania w komórkach ssaków. 

Regulacja starzenia i śmierci komórek u roślin i zwierząt (w tym ludzi) o zupełnie odmiennej 

anatomii i fizjologii podkreśla, że PA są uniwersalnym bioregulatorem tych procesów w różnych 

królestwach (Cai i wsp., 2015). W układach zwierzęcych, np. liniach nowotworowych, podejmuje 

się próby blokowania żywotności komórek poprzez dodanie do układu inhibitorów PA. Może 

to wprowadzić komórki nowotworowe na ścieżkę autofagii (Madeo, Tavernarakis i Kroemer, 2010; 

Alexander i wsp., 2020; Liu i wsp., 2024). Wyniki badań mogą również przyczynić się 

do opracowania nowych sposobów interwencji na rzecz ludzkiego zdrowia.  

Najważniejsze osiągnięcia zawarte w Publikacji 1 (Tanwar, Stolarska i wsp., 2022): 

• Po raz pierwszy, na podstawie analizy całego genomu zidentyfikowano, wyizolowano 

i kompleksowo scharakteryzowano jęczmienne geny cyklu poliaminowego. 

• Wykazano, że ekspresja genu dekarboksylazy ornityny może być organospecyficzna. 

Geny HvODC1 i 2 ulegają ekspresji wyłącznie w korzeniu jęczmienia. 

• Po raz pierwszy oceniono profil ekspresji genów cyklu poliaminowego 

w starzeniowo-zależnym metabolizmie liścia. 
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• Zidentyfikowano geny biosyntezy (HvSPDS1, HvSPMS1 i HvSAMDC2) 

oraz katabolizmu (HvPAO8) PA, które charakteryzują się wysoką aktywnością 

w procesie starzenia i śmierci komórek. 

• Identyfikacja ww. genów pozwoliła na wskazanie potencjalnych kierunków manipulacji 

genetycznej w celu poprawy tolerancji upraw jęczmienia na indukowane starzenie. 

• Badania te otwierają nowe kierunki badań, np. nad funkcjonalnością metabolizmu PA 

i jego interakcji z innymi szlakami metabolicznymi organizującymi proces starzenia, jego 

dynamiki i złożoności. 

Najważniejsze osiągnięcia zawarte w Publikacji 2 (Stolarska i wsp., 2023a): 

• Badania przedstawiają kompleksową analizę in silico transporterów PA w jęczmieniu. 

Transportery PA w roślinach były do tej pory scharakteryzowane marginalnie – 

w szczególności eksportery poliamin.  

• Geny jęczmiennych transporterów PA zostały zidentyfikowane, oceniono także ich 

ekspresję w starzeniu liścia. 

• Wyniki dotyczące modelowania homologicznego i dokowania molekularnego będą 

stanowić podstawę przyszłych badań eksperymentalnych dotyczących mechanizmów 

i interakcji zaangażowanych w transport PA wewnątrzkomórkowych i między 

komórkami. 

• Dzięki metodzie modelowania homologicznego zostały przewidziane struktury 3D 

białek transportujących PA. 

• Dzięki metodzie dokowania molekularnego zostały potwierdzone możliwości interakcji 

pomiędzy kieszeniami modelowanych białek transportujących a PA. 

• Zidentyfikowano określone transportery PA, które prawdopodobnie odgrywają istotną 

rolę w regulacji procesu starzenia liści jęczmienia i stanowią potencjalne cele 

dla manipulacji genetycznych, co może prowadzić do zwiększenia tolerancji roślin 

na działanie szerokiego spektrum czynników stresowych, co z kolei może skutkować 

zwiększoną produktywnością roślin. 

• Uzyskane wyniki otwierają drogę do nowych badań, gdyż rola roślinnych transporterów 

PA w regulacji procesu starzenia jest nierozpoznana. 

• Przeprowadzone badania pogłębiają zrozumienie genetycznych podstaw homeostazy 

PA, kluczowego elementu w remobilizacji azotu w roślinach, co może być wykorzystane 

do opracowania ulepszonych odmian zbóż, co z kolei obniży koszty komercyjnego 

nawożenia oraz zwiększy plony.  
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5. PERSPEKTYWY 

Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej pozwalają na prowadzenie dalszych badań 

dotyczących roli PA w indukowanym starzeniu. 

W badaniach tych wykorzystane zostaną rośliny z metabolizmem PA zmienionym w stosunku 

do roślin typu dzikiego. Przeprowadzone zostanie fenotypowanie tych roślin na podstawie 

klasyfikacji anty- i prostarzeniowych oraz profilowanie ich transkryptomów w celu ustalenia 

zależności w sieciach metabolicznych pomiędzy metabolizmem PA a innymi szlakami 

zaangażowanymi w starzenie (Ryc. 18). 

Modyfikacja metabolizmu PA w roślinach planowana jest na podstawie:  

• transgenicznych linii jęczmienia, podejścia RNAi i/lub CRISPR/Cas9;  

• przeszukania, za pomocą metody TILLING, zdeponowanej na Uniwersytecie Śląskim 

w Katowicach kolekcji jęczmiennej populacji HorTILLUS obejmującej izolację wybranych 

genów (ang. screening reverse).  

 

 

Rycina 18. Plany badawcze 
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