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Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego

M. Adamiec, J. Dobrogojski, L. Wojtyla, R. Lucinski

Stress-related expression of the chloroplast EGY3 pseudoprotease and its possible impact

on chloroplasts’ proteome composition.
DOI 10.3389/fpls.2022.965143 Frontiers in Plant Science 2022, 13
IF202012021 =6,627 MEIN = 100

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na wspottworzeniu koncepcji pracy i prowadzeniu
badan. Wykonatam eksperymenty z wykorzystaniem elektroforezy dwukierunkowej (fig.3-6 oraz
tab.1 i 2) oraz pomiarow fluorescencji chlorofilu (fig.10 i 11, oraz tab.3). Przeprowadzilam,
we wspolpracy z prof. UAM dr. hab. Robertem Lucinskim doswiadczen z wykorzystaniem
techniki western-blot (fig.2, 7 i 8). Uczestniczytam rowniez, we wspolpracy z dr. Lukaszem
Wojtylg oraz mgr. Jedrzejem Dobrogojskim, W oznaczeniach poziomu akumulacji nadtlenku
wodoru (fig. 9). Wspolnie z prof- UAM dr. hab. Robertem Lucinskim dokonalismy analizy
statystycznej i interpretacji wszystkich otrzymanych wynikéw. Przygotowatam manuskrypt.

M. Adamiec, M. Szomek, E. Gabata, J. Dobrogojski, L. Misztal, R. Lucinski

Fatty acid composition and cpDNA content in Arabidopsis thaliana mutants deprived of
Egyl protease

DOI 10.32615/ps.2021.053 Photosynthetica 2021, 59 (4): 633-639

IF20202021 =3,189 MEIN =70

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy oraz we wspotpracy z
prof. UAM dr. hab. Robertem Lucinskim, na projektowaniu wszystkich doswiadczen.
Przeprowadzitam eksperymenty dokumentujgce brak, w wyprowadzonych liniach mutantow
insercyjnych, biatka Egyl (fig.1). Wspolpracowatam z mgr Marig Szomek przy wykonywaniu
eksperymentow zwiqgzanych z wizualizacjq nukleoidow chloroplastowych (fig.3) oraz z dr
Lucyng Misztal przy analizie wynikow doswiadczen zmierzajgcych do okreslenia zmian w
zawartosci kwasow tluszczowych w lisciach A. thaliana (tab.1). Wspolnie z prof. UAM dr. hab.
Robertem  Lucinskim  dokonatam interpretacji  wszystkich — otrzymanych — wynikow.
Przygotowatam manuskrypt.

Adamiec M, Misztal L, Ciesielska M, Lucinski R
The changes of PSII supercomplex stoichiometry in egyl mutants are related to chlorophyll

b deficiency



Photosynthetica 2021, 59(2):294-302 | DOI: 10.32615/ps.2021.027
IF202012021 = 3,189 MEIN = 70

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy i wspotudziale w
projektowaniu wszystkich doswiadczen. Samodzielnie Wykonatam doswiadczenia zmierzajgce
do okresilenia stosunkow ilosciowych w preparatach BBY mutantow egyl i roslin typu dzikiego
(fig.2). Bratam udzial w wykonywaniu eksperymentow z wykorzystaniem techniki western-blot,
ktorych wyniki przedstawione zostaly na figurach 4 i 5, oraz na figurze 7. Samodzielnie
przeprowadzitam ~ pomiary  zawartosci  chlorofilu  oraz  karotenoidow  (tab.l).
Wispotpracowatam, z prof. UAM dr. hab. Robertem Lucinskim, przy wykonywaniu pomiaréw
maksymalnej wydajnosci kwantowej fotosystemu II w warunkach fotoinhibicyjnych (zaréwno
W obecnosci linkomycyny jak i bez) oraz w fazie regeneracji (fig.6). Wspalnie z prof. UAM dr.
hab. Robertem Lucinskim dokonalismy takze interpretacji wynikéw eksperymentow
Przygotowatam manuskrypt.

Adamiec M, Misztal L, Kasprowicz-Maluski A, Lucinski R.

EGY3: homolog of S2P protease located in chloroplasts.

Plant Biology 2020, 22:735-743; DOI 10.1111/plb.13087.doi: 10.1111/plb.13087
IF2020 = 3,081 MNiSW = 70,

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu we wspoipracy z prof. UAM
dr. hab. Robertem Lucinskim, jej koncepcji, wspotudziale w projektowaniu i wykonaniu
doswiadczen. Bralam udzial w wykonywaniu doswiadczen z wykorzystaniem techniki
immunoblot, ktorych wyniki przedstawione zostaly na figurach 3, 5 i 7, a takze eksperymentow
prowadzgcych do potwierdzenia homozygotycznosci linii mutantow, lokalizacji insercji DNA
oraz braku ekspresji biatka Egy3 w otrzymanych liniach (fig.1). Przeprowadzilam rowniez
analize zawartosci chlorofilu i karotenoidow, oraz parametrow zwigzanych ze statusem
funkcjonalnym fotosystemu II, ktorych wyniki zebrane zostaly w tabeli. 1. Wykonatam
doswiadczenia, ktorych celem byto okreslenie zmian ilosciowych w kompleksach zespolonych
blon tylakoidowych. Ich wyniki przedstawione zostaty w pracy w postaci figury 7. Wspélnie z
prof. UAM dr. hab. Robertem Lucinskim przeprowadzitam eksperymenty z linkomycyng
zmierzajqce do okreslania wrazliwosci analizowanych linii mutantow na fotoinhibicje i
porownania tempa regeneracji fotosystemu . We wspotpracy z prof. UAM dr. hab. Robertem
Lucinski dokonatam takze interpretacji wynikow. Przygotowatam manuskrypt.

Adamiec M, Misztal M, Kosicka E, Paluch — Lubawa E, Lucinski R.
Arabidopsis thaliana egy2 mutants display altered expression level of genes encoding

crucial photosystem Il proteins.



Journal of Plant Physiology 2018, 231: 155-167; DOI: 10.1016/j.jplph.2018.09.010
IF2018 = 2,825 MNISW = 35 (wedtug systemu punktacji MNiSW obowigzujacego do 2018

r.)

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu, we wspotpracy z prof. UAM dr.
hab. Robertem Lucinskim, jej koncepcji oraz wykonywaniu doswiadczen. Wykonatam analizy
zmierzajgce do okreslenia poziomu akumulacji proteazy Egy2 w homozygotycznych liniach
mutantow egy2, a takZe porownawczq analize fenotypowq uzyskanych mutantow oraz roslin
typu dzikiego (fig.2), analize¢ zawartosci chlorofilu i karotenoidéow, oraz analizy stanu
funkcjonalnego fotosystemu Il (tab.l, fig.3). Przeprowadzitam analizy poziomu akumulacji
wybranych biatek fotosystemu Il (fig.5) oraz biatek pTACI0 i pTACI6 (fig.10) w liniach
mutantow egy2. Zbadalam poziom akumulacji biatka PsbA w rozZnych czasach ekspozycji na
wysokie natezenie swiatla (fig.6). Wykonatam eksperymenty obejmujgce analize zmian relacji
stechiometrycznych pomiedzy kompleksami biatkowymi w preparatach BBY (fig.7, tab.3).
Bytam zaangazowana w analize wynikow pochodzqcych z elektroforezy dwukierunkowej pod
kgtem wytypowania plamek biatkowych, ktorych poziom akumulacji ulegal zmianie w obu
analizowanych liniach mutantow (fig.9) oraz analize danych otrzymanych w wyniku
identyfikacji sktadu wytypowanych plamek biatkowych metodg LC-MS/MS (tab.2). Wspolnie z
prof. UAM dr. hab. Robertem Lucinskim dokonalam analizy wynikéw i interpretacji danych.
Przygotowatam manuskrypt.

Adamiec M, Ciesielska M, Zalas$ P, Lucinski R.

Arabidopsis thaliana intramembrane proteases.

Acta Physiologiae Plantarum 2017, 39:146; DOI:10.1007/s11738-017-2445-2

IF 2017= 1,438 Punkty MNiSW: 25 (wedtug systemu punktacji MNiSW obowigzujacego do
2018r.)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu jej koncepcji, opracowaniu i integracji
dostepnych danych literaturowych. Wspolnie z prof. UAM dr. hab. Robertem Lucinskim
przygotowatam manuskrypt.

IF sumaryczny 20,349;
MNiSW/MEIN: 370 w tym 60 pkt. wedlug systemu punktacji MNiSW obowigzujacego do
2018 r.

Omowienie:



Znaczenie proteaz Egyl i1 Egy2 oraz pseudoproteazy Egy3 dla funkcjonowania
chloroplastow Arabidopsis thaliana.

Moje osiggniecie naukowe sktada si¢ z 5 oryginalnych prac eksperymentalnych i jedne;j
pracy przegladowej, z ktorych wszystkie zostaly opublikowane w czasopismach znajdujacych
si¢ w bazie Journal Citation Report. Celem moich badan byto przyblizenie fizjologicznej roli
chloroplastowych proteaz miejsca drugiego (S2P) oraz okres$lenia ich funkcji w prawidtowym
funkcjonowaniu tych organelli.

Proteazy S2P naleza do grupy tak zwanych proteaz wewnatrzblonowych, ktére
wystepuja powszechnie u wszystkich organizméw zywych, zaréwno prokariotycznych jak i
eukariotycznych. Proteazy tego typu sa silnie hydrofobowymi biatkami, zawierajacymi w
swojej strukturze kilka domen transbtonowych. W domenach tych zlokalizowane sg motywy
kluczowe dla ich aktywnosci proteolitycznej, a hydroliza wigzania peptydowego zachodzi w
obrebie dwuwarstwy fosfolipidowej. Proteazy wewnatrzbtonowe sg zaangazowane w regulacje
ekspresji genow. Proces ten okreslany jest jako regulacyjna proteoliza wewnatrzbtonowa (RIP)
i polega na uwolnieniu, poprzez cigcie proteolityczne, zakotwiczonych w btonach
biologicznych czynnikéw transkrypcyjnych. Mechanizmy proteolityczne prowadzace do
hydrolizy wigzania peptydowego s3 u proteaz wewnatrzblonowych zréznicowane i stanowig
kryterium podzialu tej grupy biatek na cztery rodziny: romboidy, preseniliny, peptydazy
peptydu sygnatowego (SPP) oraz proteazy miejsca 2 (S2P). Informacje, dostepne w chwili
rozpoczynania przez nas badan, dotyczace wspomnianych czterech rodzin proteaz i
wystepowania ich przedstawicieli u Arabidopsis thaliana zebrane zostaly we wiaczonej do
mojego osiaggnigcia naukowego pracy przegladowej (Adamiec i wsp. 2017).

Najliczniejsza rodzing proteaz wewnatrzbtonowych stanowia romboidy. Naleza one do
klasy proteaz serynowych charakteryzujacych si¢ obecnoscig w centrum katalitycznym reszty
serynowej, ktorej grupa hydroksylowa odpowiada za przeprowadzenie ataku nukleofilowego
na karbonylowy atom wegla w wiazaniu peptydowym. Nukleofilowo$¢ reszty serynowej jest
warunkowana obecnoscig w centrum Kkatalitycznym innych reszt aminokwasowych.
Najczesciej spotykanym uktadem obecnym w centrum aktywnym proteaz serynowych jest
triada kwas asparaginowy — histydyna — seryna (Di Cera 2009), jednak romboidy prowadza
hydrolize wigzania peptydowego opierajgc si¢ na obecno$ci w centrum katalitycznym diady
seryna — histydyna (Lemberg i Freeman 2007). Mimo wspdlnego mechanizmu
proteolitycznego, romboidy pozostajg proteazami 0 niejednorodnej topologii i strukturze
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pierwszorzedowej, co sprawia, ze sa one trudne do sklasyfikowania. Wyr6znia si¢ dwie
podrodziny romboidow: proteazy typu PARL i sekretazy. Wsrod sekretaz wyrodznia sig¢ z kolei
sekretazy typu A i typu B. Jednak wiele romboidow wykazuje cechy bialek nalezacych do obu
tych typow i okreslanych jest jako sekretazy mieszane (Lemberg i Freeman 2007). Szczegoty
tego podzialu opisalismy, wspolnie ze wspotautorami, W pracy przegladowej wiaczonej do
mojego osiagniecia naukowego (Adamiec i wsp. 2017).

Preseniliny i1 SPP nalezg do proteaz aspartylowych. Charakterystyczng cechg tej klasy
proteaz jest obecno$¢ w centrum katalitycznym reszt kwasu asparaginowego. Odpowiadaja one
za wigzanie 1 aktywacje czasteczki wody, ktdra nastepnie przeprowadza atak nukleofilowy na
wigzanie peptydowe (Northrop 2001). Proteazy nalezace do obu tych rodzin charakteryzujg si¢
nie tylko podobng strukturg miejsca katalitycznego, ale rowniez zblizong topologia, cechujaca
si¢ obecnoscig 9 domen transbtonowych (Wang i wsp. 2006). Proteazy nalezace do obu tych
rodzin r6znig si¢ jednak od siebie orientacja w blonie biologicznej. Charakterystyczna cecha
presenilin jest ekspozycja N-konca sekwencji biatkowej do cytozolu, podczas gdy u SPP w
cytozolu znajduje si¢ C- koncowy odcinek sekwencji (Erez i wsp. 2009). Co wigcej, proteazy
SPP funkcjonujg niezaleznie, preseniliny natomiast wchodzg w sktad kompleksow
enzymatycznych (Erez i wsp. 2009).

Ostatnig grupe proteaz wewnatrzblonowych stanowig proteazy S2P, na ktorych byly
skupione moje badania. Proteazy te nalezg do metaloproteaz cynkowych. W centrum
katalitycznym tego typu enzymow obecny jest jon cynku, ktorego rolg jest aktywacja czasteczki
wody bioracej udziat w ataku nukleofilowym na wegiel grupy karbonylowej wiazania
peptydowego (Erez i wsp. 2009). W swojej strukturze proteazy S2P posiadajg co najmniej 4
domeny wewnatrzbtonowe. Odpowiedzialny za wigzanie jonu cynku motyw HExxH
zlokalizowany jest najczgéciej w pierwszej z tych domen (Feng i wsp. 2007). Obok motywu
wigzacego jon cynku do aktywnosci proteolitycznej S2P niezbedny jest takze drugi motyw
zaangazowany w stabilizacje jonu — NXXPxxxXDG, ktory zlokalizowany jest zazwyczaj w
obrebie trzeciej domeny transbtonowej. U A. thaliana, ktéra byta obiektem moich badan,
zidentyfikowano 5 genow kodujacych proteazy S2P oraz jeden gen kodujacy pseudoproteaze,
nieaktywne proteolitycznie biatko 0 sekwencji aminokwasowej charakteryzujacej si¢ wysokim
stopniem podobienstwa do sekwencji aminokwasowej proteaz z tej rodziny. Sposrod
wspomnianych 6 genow, 5 koduje biatka zlokalizowane w chloroplastach, jeden natomiast
proteaze zlokalizowang w aparacie Golgiego (Adamiec i wsp. 2017). Moje badania skupione

byty na trzech biatkach chloroplastowych, a mianowicie na aktywnych proteolitycznie biatkach



Egyli Egy2 oraz pozbawionej, kluczowego dla aktywnos$ci proteolitycznej motywu wigzgcego
jon cynku, pseudoproteazie Egy3.

Proteaza Egyl byta pierwsza proteaza wewnatrzblonowa zidentyfikowana u ro$lin. Jej
brak prowadzi, w mtodych siewkach A. thaliana, do ograniczenia zaleznej od etylenu reakcji
grawitropijnej oraz do poglebiajacej sie¢ wraz z wiekiem roslin zotto-zielonej pigmentacji lisci
rozety. W oparciu o te charakterystyczne zmiany fenotypowe mutantéw pozbawionych tego
biatka proteaze t¢ nazwano Egyl (ang. ethylen-dependent gravitropism deficient and yellow-
green) (Chen i wsp. 2005). Zotto-zielona barwa lisci mutantéw egyl zwigzana jest z
zaburzonym rozwojem chloroplastow, w ktorych zaobserwowano znaczaco mniejszg liczbe
tylakoidow gran oraz zmiany w poziomie akumulacji biatek LHCII (Chen i wsp. 2005).
Mutanty egyl wykazuja takze szereg cech wskazujacych na wczeéniejsze starzenie. Nalezg tu
wczesniejszy spadek zawartosci chlorofilu oraz maksymalnej wydajnosci kwantowej
fotosystemu Il (Fv/Fm), zmniejszona zawartos¢ biatek rozpuszczalnych i zwigkszony poziom
wycieku elektrolitow, a w konsekwencji krotszy czas zycia pojedynczych lisci.
Zaobserwowano réwniez podwyzszony poziom ekspresji genow, ktore uwazane sg za zwigzane
z procesem starzenia: SAG12 (ang. senescence-associated gene 12), SAG24 (ang. senescence-
associated gene 24) i SEN4 (ang. senescence 4) (Chen i wsp. 2016). Cz¢$¢ z obserwowanych
symptomow wczesniejszego starzenia moze jednak zosta¢ ograniczona w wyniku
suplementacji glukoza (Chen i wsp. 2016). Proteaza Egy1 zaangazowana jest takze w regulacj¢
ekspresji genéw zwigzanych z odpowiedzig na stres amonowy (Li i wsp. 2012) i utrzymanie
homeostazy fosforanowej (Yu i wsp. 2016). W obu tych mechanizmach regulacyjnych istotng
role pelni kwas abscysynowy (Li i wsp. 2012; Yu i wsp. 2016), jednak doktadne szlaki
sygnalizacyjne zalezne od Egy1 pozostaja nieznane.

Do badan nad rolg proteazy Egyl w utrzymaniu prawidlowego funkcjonowania
chloroplastow korzystaliémy, razem z pozostatymi wspotwykonawcami eksperymentow, z
dwoch, niezaleznie wyprowadzonych i komercyjnie dostepnych, linii mutantéw insercyjnych
A. thaliana: SALK_134931 (egyl-2) and SALK 061494 (egyl-3). Przed rozpoczgciem
wlasciwych eksperymentow linie te zostaly zweryfikowane pod wzgledem homozygotycznos$ci
I doktadnej lokalizacji insercji T-DNA. Potwierdzili$my takze brak samego biatka Egyl w
chloroplastach otrzymanych linii mutantow.

W obu badanych liniach mutantéw egyl, zaobserwowali§my obnizony poziom
catkowitego chlorofilu oraz podwyzszony stosunek chlorofilu a/b. Wyniki te byly zgodne z
wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi i staty si¢ przestanka do przeprowadzenia

eksperymentow zmierzajacych do okreslenia roli proteazy Egyl w utrzymaniu prawidtowych
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stosunkow stechiometrycznych biatek fotosystemu II i wydajnosci funkcjonowania tego
kompleksu. Obie analizowane linie mutantow charakteryzowaty si¢ obnizonym poziomem
akumulacji superkompleksow PSII, trimeréw LHCII oraz monomeréow biatek LHCII.
Podwyzszong akumulacj¢ zaobserwowano z kolei w przypadku monomeréow PSII oraz
kompleksu syntazy ATP (Adamiec i wsp. 2021a). Uzyskane przez nas wyniki przecza tezie, ze
poglebiajace si¢ z wiekiem zotknigcie lisci rozetowych u mutantow egyl A. thaliana jest
jednym z symptomow wczesniejszego starzenia. W procesie naturalnego starzenia A. thaliana
poziom trimerow LHCII pozostaje bowiem stabilny i dochodzi do obnizenia stosunku
chlorofilu a/b (Nath i wsp. 2013), podczas gdy u mutantow pozbawionych proteazy Egyl
obserwujemy sytuacje odwrotng — spadek poziomu LHCII i wzrost stosunku chlorofilu a/b.
Poréwnawcza analiza ilosciowa poziomu poszczegolnych biatek Lhch1-6 wykazata, ze w obu
liniach mutantéw egyl obnizony byt poziom biatek Lhcbl, Lhcb2, Lheb4 i Lheb6. Poziom
bialek Lhcb3 i Lhcb5 pozostawal natomiast niezmieniony. Wzoér zmian w relacjach
stechiometrycznych biatek Lhcb1-6 w mutantach egyl, pokrywat si¢ w duzym stopniu ze
wzorem zmian obserwowanym wczesniej u mutantoéw pozbawionych chlorofilu b (Kim i wsp.
2009a). Wynik ten, razem z podwyzszonym stosunkiem chlorofilu a/b obserwowanym w
badanych liniach mutantéw, wskazuje na niedobor chlorofilu b w mutantach egyl. Enzymem
kluczowym dla biosyntezy chlorofilu b jest oksygenaza chlorofilidu a (CAO) (Kim i wsp.
2009b), jednak poziomu akumulacji tego enzymu w liniach mutantow egyl pozostawat
zblizony do obserwowanego u roslin typu dzikiego (Adamiec i wsp. 2021a). Dla wyjasnienia
roli proteazy Egyl w utrzymaniu prawidtowego poziomu chlorofilu b konieczne beda wigc
dalsze badania.

W liniach mutantéw egyl zaobserwowaliSmy rowniez znaczny wzrost poziomu
akumulacji biatka PsbA oraz zwigkszong liczbe monomerow PSII (Adamiec i wsp. 2021a).
Biatko PsSbA jest szczegélnie wrazliwym na trwate uszkodzenia, wywotane nadmiernym
natezeniem S$wiatta, komponentem centrum reakcji PSII, co w konsekwencji prowadzi do
fotoinhibicji catego PSII. Uszkodzone biatko PsbA jest usuwane z superkompleksu PSII, a na
jego miejsce wprowadzana jest nowo zsyntetyzowana kopia. Proces ten wymaga demontazu
znacznej czgsci kompleksu PSII, a nastgpnie jego ponownego zlozenia. Degradacja
uszkodzonego PsbA jest procesem zlozonym i wieloetapowym, w ktory zaangazowane sg
miedzy innymi proteazy z rodziny Deg i FtsH (Jarvi i wsp. 2015). Wobec wzrostu poziomu
akumulacji biatka PsbA oraz monomerow PSII u mutantow egyl, uzasadniona wydata sie wigc
analiza wrazliwosci PSII na fotoinhibicje oraz tempa jego regeneracji po ustgpieniu warunkoéw

fotoinhibicyjnych. W tym celu wykonalismy pomiary zmian maksymalnej wydajnosci

8



kwantowej PSIl (Fv/Fm) w liciach mutantow egyl i roslin typu dzikiego w trakcie ich
ekspozycji na wysokie natezenie $wiatta (1000 pumoli x m? x s?). Eksperyment
przeprowadzony byl zarbwno w obecnosci linkomycyny, ktora jest inhibitorem biosyntezy
biatek chloroplastowych jak i bez jej obecnosci. Zastosowanie tego inhibitora uniemozliwia
naprawe uszkodzonych kompleksow PSII, poprzez wprowadzenie do nich zsyntetyzowanego
de novo biatka PsbA. Zar6wno w wariancie eksperymentalnym bez linkomycyny jak i jej w
obecnosci, spadek parametru Fv/Fm w mutantach egyl byt glebszy niz u roslin typu dzikiego,
co wskazuje na ich wigkszg wrazliwo$¢ na fotoinhibicje. Aby oceni¢ czy zwigkszona
wrazliwo$¢ mutantow egyl jest wynikiem zwickszonej fotodezaktywacji PSII obie linie
mutantow oraz rosliny typu dzikiego eksponowaliSmy na wysokie natgzenie $wiatta, w ten
sposob, aby wywota¢ podobny poziom fotoinhibicji (wyrazony zblizong wartos$cig parametru
Fv/Fm). Nastgpnie rosliny przeniesione zostaly na §wiatto o standardowym natezeniu w celu
umozliwienia regeneracji PSII. Wzrost parametru Fv/Fm byt u mutantow egyl nizszy rowniez
w tym wariancie ekperymentalnym, co wskazuje na nizszg wydajno$¢ procesu naprawy PSII
(Adamiec i wsp. 2021a). PrzeprowadziliSmy rowniez ilo§ciowa analize poziomu akumulacji
wybranych proteaz zaangazowanych w obrot metaboliczny biatka PsbA i zaobserwowalismy
nizszg zawarto$¢ proteazy Degl, co moze stanowi¢ jedng z przyczyn obnizonej efektywnosci
regeneracji PSIl (Adamiec i wsp. 2021a).

Innym podjetym watkiem badawczym zwigzanym z funkcja proteazy Egyl byta proba
okreslenia jej roli w utrzymaniu prawidtowego funkcjonowania szlakow biosyntezy kwasow
ttuszczowych u A. thaliana. Proteaza ta wykazuje stosunkowo wysoka homologie ze ssacza
proteaza z rodziny S2P, ktora poprzez uwalnianie z blony aparatu Golgiego czynnika
transkrypcyjnego SREBP (ang. sterol-regulatory element binding protein), zaangazowana jest
w regulacje biosyntezy kwasow ttuszczowych (Rawson 2013). Co wigcej, w mtodych siewkach
mutantow A. thaliana zaobserwowano obnizony poziom lipidéw i obnizony stosunek 18-sto
weglowych kwasow tluszczowych do 16-sto weglowych kwasow tluszczowych (C18/C16).
Przeprowadzona w trakcie naszych badan analiza zmian w kompozycji kwasow tluszczowych
u czterotygodniowych mutantow egyl wykazata obnizony poziom akumulacji glownie
nienasyconych kwasow tluszczowych, zarowno 16-sto jak i 18-sto weglowych. Jedynie w
przypadku kwasu a-linolenowego (18:3) zaobserwowalismy znaczacy wzrost jego zawartosci,
co ze wzgledu na jego obfitos¢ w blonach A. thaliana spowodowato, w czterotygodniowych
mutantach egyl, podwyzszenie calkowitego stosunku C18/C16. Nie zaobserwowalismy

natomiast zmian w zawarto$ci nasyconych kwasow ttuszczowych.



W komorkach A. thaliana istnieja dwie $ciezki desaturacji kwasoéw thuszczowych, z
ktorych pierwsza zlokalizowana jest w chloroplastach, druga natomiast w retikulum
endoplazmatycznym. Desaturacja 16-sto weglowych kwasoéw tluszczowych odbywa sie¢
wylacznie w chloroplastach, podczas gdy 18-sto weglowe kwasy tluszczowe moga podlegac
desaturacji z wykorzystaniem obu szlakow (Afitlhile i wsp. 2015). Obserwowane zmiany
poziomu akumulacji poszczegélnych nienasyconych kwaséw thuszczowych moga wynikac z
zaburzen w funkcjonowaniu chloroplastow mutantow egyl, ktore sg nastepstwem stabo
rozwinigtego systemu bton wewnetrznych. Nieprawidtowos$¢ ta moze niekorzystnie wpltywaé
na aktywno$¢ chloroplastowych desaturaz. Konsekwencjg tej sytuacji moze by¢ wigksza
aktywno$¢ szlaku desaturacji kwasow tluszczowych zlokalizowanego w retikulum
endoplazmatycznym, ktorego koncowym produktem jest kwas a-linolenowy (Adamiec i wsp.
2021b).

Kolejnym podjetym zagadnieniem badawczym bylo okreslenie czy zaburzenia w
rozwoju chloroplastow, wynikajace z braku proteazy Egyl, powoduja zmiany w iloSci
nukleoidow chloroplastowych. Chloroplasty egyl charakteryzuja si¢ stabo rozwinigtym
systemem blon wewngtrznych, natomiast w chloroplastach dorostych ro$lin A. thaliana typu
dzikiego, znaczna cze$¢ nukleoidow pozostaje zwigzana z blonami tylakoidowymi, co jest
istotne w procesie replikacji i naprawy chloroplastowego DNA (cpDNA) (Oldenburg i Bendich
2015). W literaturze nie bylo jednak doniesien dotyczacych zawartosci cpDNA w
chloroplastach mutantéw egyl. Analizy przeprowadzone zostaly dwoma niezaleznymi
metodami, z ktorych pierwsza wykorzystywata transmisyjna mikroskopie elektronowa, druga
natomiast fluorescencyjng mikroskopi¢ konfokalng. Pierwsza z tych metod pozwolita na
wizualng oceng liczby obszarow nukleoidopodobnych na uzyskanych zdjeciach chloroplastow.
Zastosowanie drugiej metody pozwolito nam z kolei okresli¢ nat¢zenia i stopien kolokalizacji
sygnatow fluorescencyjnych pochodzacych z chlorofilu oraz kompleksu DAPI — cpDNA.
Wykazalismy, ze brak proteazy Egyl powodowat nie tylko znaczny spadek sygnatu
fluorescencyjnego pochodzacego z kompleksu DAPI — cpDNA, ale rowniez istotne obnizenie
stopnia kolokalizacji obu sygnatow fluorescencyjnych. Otrzymane wyniki wskazuja nie tylko
na nizszg zawarto$¢ cpDNA w chloroplastach mutantow egyl, ale takze na fakt, ze duzo
wigksza frakcja nukleoidow pozostaje niezwigzana z blonami tylakoidowymi (Adamiec i wsp.
2021b).

Wyniki badan nad proteaza Egyl zostaty opublikowane w formie dwdch oryginalnych

prac badawczych w czasopi$mie ,,Photosynthetica”.
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Egy2 jest kolejng zlokalizowang w chloroplastach proteazg z rodziny S2P, ktorej
dotyczyly prowadzone badania. Nazwe nadano tej proteazie przez analogi¢ do Egyl, ze
wzgledu na wysokie podobienstwo sekwencji genow kodujacych oba biatka. Jednak mutanty
pozbawione proteazy Egy2 nie wykazujg wyraznych zmian fenotypowych w stosunku do ro$lin
typu dzikiego. Wykazano jedynie, ze siewki mutantow egy2 charakteryzuja si¢ krotszg
dlugo$cig hypokotyli i obnizonym poziomem kwaséw tluszczowych, co moze wynikac z
obnizonego poziomu akumulacji enzymoéw zaangazowanych w biosyntez¢ kwasoéw
tluszczowych takich jak: biatkowy nosnik grup acylowych (ACP1) i podjednostki kompleksu
plastydowej karboksylazy acetylo-koenzymu A — CAC2 i BCCP1 (Chen i wsp. 2012). Badania
prowadzone byly jednak glownie na mtodych siewkach A. thaliana, co sktonito nas do podjgcia
badan nad rolg proteazy Egy2 w chloroplastach dorostych roslin.

Podobnie jak w przypadku badan nad proteaza Egyl, badania nad fizjologiczng rola
proteazy Egy2 prowadzilismy, wraz ze wspotwykonawcami doswiadczen na dwoch niezaleznie
wyprowadzonych liniach mutantéw insercyjnych. Byty to linie SALK_028514C (egy2-3) oraz
SALK 093297C (egy2-5). Oprocz potwierdzenia homozygotycznosci i lokalizacji insercji T-
DNA w badanych liniach mutantow egy2 z wykorzystaniem, uzyskanych we wspolpracy z
firma Agrisera, przeciwcial anty-Egy2 potwierdzony zostat rowniez brak samej proteazy w obu
liniach mutantow.

Analiza stanu funkcjonalnego PSII w trakcie ekspozycji na standardowe natezenie
$wiatta (150 pmoli kwantow $wiatta x m 2 x 1) wykazata, ze mutanty egy2 charakteryzuja si¢
podwyzszonym poziomem fluorescencji minimalnej (Fo) oraz niefotochemicznego wygaszania
fluorescencji (NPQ). Nie obserwowalismy natomiast réznic w pozostaltych analizowanych
parametrach takich jak maksymalna wydajnos¢ fotosystemu Il (Fv/Fm) oraz fotochemiczne
wygaszanie fluorescencji (qp). Okreslilismy rowniez stopien wrazliwosci PSII w mutantach
egy2 na fotoinhibicje¢. Przeprowadzony w tym celu eksperyment przebiegat podobnie do badan
przeprowadzonych z wykorzystaniem mutantéw egyl i polegal na serii pomiar6w parametru
Fv/Fm, wykonywanych w trakcie ekspozycji roslin na wysokie nat¢zenie $wiatta w obecnos$ci
linkomycyny oraz bez zastosowania tego inhibitora. W obu wariantach eksperymentalnych, dla
obu linii mutantow egy2, obserwowalismy wicksze spadki parametru Fv/Fn. Prowadzone, po
ponownym przeniesieniu roslin do standardowego nat¢zenia Swiatta, badania tempa regeneracji
PSII wykazatly natomiast, ze u mutantow pozbawionych proteazy Egy2 przebiega ona szybciej
(Adamiec i wsp. 2018). Obserwowane zmiany staly si¢ przestankg do analiz
stechiometrycznych relacji superkompleksow PSII, a takze do poréwnania poziomu akumulacji

wybranych biatek PSIl w mutantach egy2 i u roslin typu dzikiego. Zaobserwowalismy, ze brak
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proteazy Egy2 prowadzi do podwyzszonego poziomu superkompleksow C2S2M> ztozonych z
dimeru kompleksu rdzeniowego PSII (C>) oraz przytaczonych do niego 4 trimeréw LHCII, z
ktorych dwa pozostaja silnie zasocjowane z kompleksem rdzeniowym (Sz2), dwa natomiast
asocjujg z kompleksem rdzeniowym ze S$rednig sitg (M2). Zwigkszony poziom akumulacji
wykazywaty takze inne formy superkomplekséw PSII, a mianowicie warianty typu C>S;M oraz
C2S2. Z kolei monomery PSII wystepowaly w mniejszej ilosci (Adamiec i wsp. 2018).
Przeprowadzilismy réwniez analize zmian poziomu akumulacji pojedynczych, wybranych
biatek PSIl w mutantach egy2. Nie zaobserwowali$my zmian w ilosci kodowanych jadrowo
biatek Lhcb1-6, jednak roznice w poziomie akumulacji pojawity si¢ w przypadku trzech biatek
kodowanych w genomie chloroplastowym: PsbA, PsbC i PsbD. llo§¢ PsbA, stanowiacego
jedno z dwoch biatek centrum reakcji PSII, byta wyraznie podwyzszona w poréwnaniu do
zawartos$ci tego biatka w roslinach typu dzikiego. Drugie z biatek centrum reakcji PSII - PsbD
wystepowato natomiast w mniejszej ilosci, podobnie jak wchodzace w sktad wewngtrznego
kompleksu antenowego CP43 biatko PsbC. Eksperymenty przeprowadzone z wykorzystaniem
techniki real-time PCR, pozwolity z kolei okresli¢, ze zmiany poziomu akumulacji tych biatek
mocno koreluja ze zmianami na poziomie ekspresji kodujacych je genéw chloroplastowych.
Obserwowalismy wyzszy, w stosunku do roslin typu dzikiego, poziom ekspresji genu PSBA
oraz spadek poziomu ekspresji genow PSBC i PSBD, ktore pozostaja pod kontrolg wspdlnego
operonu (Adamiec i wsp. 2018). Otrzymany wynik wskazuje na zaangazowanie proteazy Egy2
w regulacje ekspresji genow chloroplastowych. Za transkrypcj¢ operonéw PSBA i PSBC/D
odpowiada kompleks plastydowej polimerazy RNA (PEP). Przeprowadzilismy catoSciowa
analize porownawcza proteomu chloroplastowego, ktora wykazala, Zze w blonach
tylakoidowych mutantéw egy2 akumulujg si¢ migdzy innymi dwa biatka oddziatujace z
kompleksem PEP, mianowicie pTAC10 i pTAC16. Wzrost poziomu akumulacji biatek
pTAC10ipTACL6 w btonach tylakoidowych mutantow egy2 potwierdzilismy rowniez metoda
immunoblot. Jest wiec prawdopodobne, Ze proteaza Egy2 moze uczestniczyé w regulacji
poziomu ekspresji genéw: PSBA, PSBC i PSBD, poprzez uwalnianie z btony tylakoidowe;j
biatek pTAC10 i pTAC16 (Adamiec i wsp. 2018).

Powyzsze wyniki zostaly opublikowane w formie oryginalnej pracy badawczej w
czasopi$mie Journal of Plant Physiology. Byto to pierwsze doniesienie dotyczace potencjalnych
substratow proteazy Egy?2.

Poza eksperymentami zmierzajgcymi do przyblizenia fizjologicznej roli i
mechanizmow dziatania proteaz Egyl i Egy2, podj¢lismy takze badania dotyczace biatka, ktore
mimo duzego podobienstwa sekwencji do proteaz z rodziny S2P jest nieaktywne
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proteolitycznie. Brak tej aktywnos$ci wynika z nicobecno$ci w sekwencji biatka Egy3 motywu
wigzacego jon cynku (HExxH). Drugi, kluczowy dla aktywnosci proteaz S2P motyw jest
wprawdzie obecny, jednak ze wzgledu na substytucje reszty kwasu asparaginowego reszta
kwasu glutaminowego (NXXPxxXXEG) pozostaje nieaktywny (Adamiec i wsp. 2020). Na
podstawie sekwencji Egy3 programy predykcyjne okreslity lokalizacje tego biatka jako
chloroplastowa, nie bylo jednak zadnego dowodu eksperymentalnego potwierdzajacego te
przewidywania. Pierwszym krokiem bylo wigc przeprowadzenie eksperymentow
potwierdzajgcych chloroplastows lokalizacje Egy3. W tym celu transformowali$my protoplasty
A. thaliana konstruktem niosacym gen kodujacy biatko fuzyjne EGY3-GFP, a nastgpnie z
wykorzystaniem mikroskopii  konfokalnej okre§lilismy stopien kolokalizacji sygnatu
fluorescencyjnego pochodzacego z biatka GFP oraz autofluorescencji chlorofilu. Wysoka
kolokalizacja obu sygnatow jednoznacznie wykazata, ze pseudoproteaza Egy3 zlokalizowana
jest w chloroplastach. Chloroplastowa lokalizacj¢ tego biatka potwierdzilismy réwniez serig
eksperymentow z wykorzystaniem techniki immunoblot oraz preparatow bialka catkowitego,
biatka chloroplastowego oraz biatek wyizolowanych z frakcji chloroplastowych: stromy, bton
tylakoidowych oraz bton otoczki chloroplastowej. Te badania pozwolity dodatkowo okresli¢,
ze biatko Egy3 zlokalizowane jest w blonie tylakoidowej (Adamiec i wsp. 2020). Kolejne
eksperymenty prowadzitam, razem ze wspotwykonawcami, na dwodch, niezaleznie
wyprowadzonych, liniach mutantéw niosacych insercje T-DNA w genie kodujacym Egy3:
SALK_ 128120 (egy3-1) i SALK 042231 (egy3-2). Przed rozpoczgciem wilasciwych
doswiadczen potwierdziliSmy zarowno lokalizacje insercji T-DNA jak i homozygotycznos¢
tych linii, a takze z wykorzystaniem przeciwcial anty-Egy3, wyprodukowanych przy
wspolpracy z firmg Agrisera, brak samej pseudoproteazy w obu liniach mutantow (Adamiec i
wsp. 2020). Wyniki badan z wykorzystaniem mutantow egy3 nie byly wczesniej dostgpne w
literaturze.

Analizy fenotypowe nie wykazaty r6znic pomiedzy mutantami egy3, a ro§linami typu dzikiego
hodowanymi w standardowych warunkach laboratoryjnych. Nie zaobserwowali$my tez r6znic
w stezeniach chlorofilu a i b, czy karotenoidéow. Analiza stanu funkcjonalnego fotosystemu |1
metoda modulowanej fluorescencji chlorofilu a, rowniez nie wykazata znaczacych réznic w
jego funkcjonowaniu, poza podwyzszonym poziomem niefotochemicznego wygaszania
fluorescencji (NPQ). Parametry odzwierciedlajagce maksymalng wydajnos¢ kwantowa PSII
(Fv/Fm) 1 poziom fluorescencji minimalnej (Fo) pozostawaty na podobnym poziomie, CO W
roslinach typu dzikiego. Na podstawie pomiarow przeprowadzonych w warunkach ekspozycji

roslin na wysokie natezenie $wiatta stwierdziliSmy tez, ze w mutantach egy3 wrazliwos$¢ PSII
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na fotoinhibicje nie roznita si¢ znaczgco od obserwowanej w roslinach typu dzikiego. Brak
zmian w parametrach okreslajacych status funkcjonalny PSII, zaré6wno w warunkach
standardowego nate¢zenia $wiatta jak i w warunkach fotoinhibicyjnych, pozwala przypuszczad,
ze zaobserwowany wzrost warto$ci parametru NPQ nie wynikat z proceséw zachodzacych na
poziomie centrow reakcji PSII, lecz byt raczej powodowany procesami zachodzacymi w
obrebie anten energetycznych, takimi jak podwyzszona aktywnos¢ cyklu ksantofilowego czy
protonacja bialek komplekséw antenowych (Adamiec i wsp. 2020). Przeprowadzilismy
rowniez eksperymenty, ktore pozwolily okres§lic tempo regeneracji PSII mutantow egy3 po
ustgpieniu warunkow fotoinhibicyjnych i wykazaliSmy, ze brak biatka Egy3 prowadzi do
obnizenia tempa naprawy PSIl. Wydajnos$¢ tego procesu jest Scisle uzalezniona od szybkos$ci
degradacji fotouszkodzonego biatka PsbA i zastgpienia go przez nowo zsyntetyzowang kopie.
W ten proces zaangazowane sg migdzy innymi proteazy Degl oraz FtsH2/8. Wykazalismy, ze
poziom akumulacji tych proteaz jest u mutantow egy3 obnizony, co moze stanowi¢ jedng z
przyczyn wolniejszego tempa regeneracji PSII (Adamiec i wsp. 2020).

Mimo iz w standardowych warunkach laboratoryjnych brak pseudoproteazy Egy3 nie
powoduje, u A. thaliana, znaczacych zmian fenotypowych, biatko to jest silnie konserwowane
w komorkach roslinnych. Z informacji zamieszczonych w transkrypcyjnych bazach danych
wynika rowniez, ze gen kodujacy Egy3 ulega silnej ekspresji w odpowiedzi na stres wysokiej
temperatury (Winter i wsp. 2007). Na podstawie tych przestanek podjelismy badania
zmierzajace do przyblizenia roli pseudoproteazy Egy3 w warunkach stresu abiotycznego.
Wyniki badah wstgpnych potwierdzity, ze u ro$lin typu dzikiego, zarowno ekspresja genu
kodujacego Egy3, jak i poziom samego biatka silnie wzrastajg w warunkach ekspozycji na
wysoka temperature (40°C) i wysokie natezenie $wiatta (1000 umoli X m? x s). Najwickszy
wzrost poziomu ekspresji genu dla obu analizowanych stresow zaobserwowaliSmy po 1h i 3h
ekspozycji na dany czynnik stresowy. Poziom akumulacji pseudoproteazy Egy3, byt natomiast
podwyzszony po 1h, 3h i 6h w odpowiedzi na dziatanie obu warunkow stresowych (Adamiec i
wsp. 2022).

Prowadzilismy rowniez badania nad funkcjonowaniem PSIl u mutantow egy3 w
warunkach ekspozycji na wysokie natgzenie swiatta oraz wysoka temperature. Analizowalismy
takie parametry jak: fluorescencja minimalna (Fo), maksymalna wydajnos¢ kwantowa
fotosystemu Il (Fv/Fm), fotochemiczne wygaszanie fluorescencji (qp) oraz niefotochemiczne
wygaszanie fluorescencji (NPQ) w roéznych wariantach czasowych ekspozyciji na warunki
stresowe (1h, 3h, 6h oraz 24h ekspozycji). Te same warianty czasowe zastosowalismy w obu

stresach. Nie zaobserwowalismy jednak istotnych réznic w funkcjonowaniu PSII pomig¢dzy
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mutantami egy3, a roslinami typu dzikiego, ani w odpowiedzi na wysokg temperature, ani w
odpowiedzi na wysokie nat¢zenie §wiatla (Adamiec i wsp. 2022).

W kolejnych eksperymentach przeprowadzaliémy analiz¢ porownawczg proteomu
chloroplastowego roslin typu dzikiego oraz dwdéch linii mutantoéw egy3.

W oparciu o wyniki wczesniejszych badan, dla obu czynnikoéw stresowych, jako wariant
czasowy, w ktorym prowadzone beda dalsze analizy, wybraliSmy 3h ekspozycji. Eksperymenty
wykonali$my na roslinach poddanych ekspozycji na wysoka temperaturg lub wysokie nat¢zenie
Swiatla przez 3h. Rozdzialy elektroforetyczne prowadzilismy osobno dla rozpuszczalnych
biatek frakcji stromy oraz dla frakcji biatek btonowych. Wsrdd bialek frakceji stromy, ktorych
poziom akumulacji w warunkach ekspozycji na wysoka temperaturg byt zalezny od obecnosci
Egy3, zidentyfikowalismy: izomerazg triozofosforanows, ,biatko podobne do czynnika
akumulacji RubisCO”, ktore jest prawdopodobnie zaangazowane w sktadanie tego enzymu
(Vitlin-Gruber i Feiz 2018), zwigzane z metabolizmem glicyny biatko Acrll (Sung i wsp.
2011) oraz bialka dekarboksylazy glicyny P1 i P2. Kompleks dekarboksylazy glicyny jest
zlokalizowanym w mitochondriach enzymem zaangazowanym w cykl fotorespiracji, jednak
podjednostki P tego kompleksu sg zlokalizowane rowniez w chloroplastach (Zybailov i wsp.
2008; Ferro i wsp. 2010). Biatko dekarboksylazy glicyny P1 zidentyfikowali$my rowniez jako
biatko stromy, ktérego poziom akumulacji jest zalezny od Egy3 w warunkach ekspozycji na
podwyzszone natezenie $wiatla. W tej grupie znalazty si¢ rowniez: transferaza glutationowa
Gstu20, chloroplastowe biatko szoku cieplnego Hsc70-2 oraz zaangazowane w faldowanie
RubisCO biatko opiekuncze Cpn60A (Gutteridge i Gatenby 1995). Wedtug bazy danych
STRING biatka Hsc70-2 i Cpn60A wykazuja wysoki poziom koekspresji nie tylko w
komorkach A. thaliana, ale rowniez w komoérkach innych organizméw i oddziatujg z biatkiem
Gunl, ktore petni kluczowa role w rozwoju chloroplastow i komunikacji retrogradowej plastyd-
jadro (Colombo i wsp. 2016; Szklarczyk i wsp.). Z kolei we frakcji biatek blonowych mutantow
egy3, w wyniku ekspozycji na wysokg temperaturg, zmieniony poziom akumulacji
obserwowalis$my dla biatek: PsaD-2 (ktore jest biatkiem o bardzo wysokim podobienstwie
sekwencji do bialka centrum reakcji fotosystemu I — PsaD-1), ferrochelatazy 2 (uwazanej za
zaangazowang w retrogradowa regulacje zwiazanych z fotosynteza genow kodowanych przez
genom jadrowy (Woodson i wsp. 2011)) oraz podjednostki F kompleksu ATPazy.

W odpowiedzi na wysokie nat¢zenie $wiatlta, we frakcji bialek blonowych, brak
pseudoproteazy Egy3 spowodowat z kolei zmiane poziomu akumulacji Ndh-M (stanowigcego
podjednostke kompleksu dehydrogenazy NADH zaangazowanego w cykliczny transport
elektronow w obrebie PSI), PsaB (stanowigcego centrum reakcji fotosystemu I), Lhch6 (biatka
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mniejszosciowego kompleksu antenowego CP24 PSII), podjednostki E kompleksu ATPazy
oraz biatka Pde334 (réwniez zaangazowanego w proces syntezy ATP (Berardini i wsp. 2015))
(Adamiec i wsp. 2022).

Zmiany poziomu akumulacji biatek PsaB i biatek GIdP przeanalizowaliSmy rowniez z
wykorzystaniem techniki immunoblot. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze zastosowane przeciwciata
anty-GIdP byty specyficzne zarowno dla biatka GIdP1 jaki i GIdP2. Zaréwno poziom biatka
PsaB jak i puli biatek GIdP byt nizszy w obu liniach mutantow egy3 zar6wno w odpowiedzi na
3h ekspozycje na wysoka temperature jak i na wysokie natezenie $wiatta. Otrzymane wyniKki
wskazuja, ze dalsze badania nad fizjologiczng rola Egy3 powinny skupiaé¢ si¢ wokot
funkcjonowania fotosystemu | i reakcjach niezaleznej od swiatta fazy fotosyntezy (Adamiec i
wsp. 2022).

W trakcie trwania naszych badan nad fizjologiczna rola pseudoproteazy Egy3 pojawilo
si¢ doniesienie o zaangazowaniu tego biatka w odpowiedZ na stres solny i jego uczestnictwie
w regulacji stezenia nadtlenku wodoru poprzez stabilizacje chloroplastowej, miedziowo-
cynkowej dysmutazy ponadtlenkowej (Csd2) (Zhuang i wsp. 2021). Kierujac si¢ tg informacja
podjelismy rowniez watek badawczy zmierzajacy do ustalenia roli pseudoproteazy Egy3 w
regulacji poziomu nadtlenku wodoru w odpowiedzi na wysokie nat¢zenie $wiatta i wysoka
temperature. Analizy wykonaliSmy trzema réznymi metodami: poprzez barwienie DAB,
pomiar spektrofotometryczny z wykorzystaniem DAB oraz metodg tytanowa. Wyniki
eksperymentow z wykorzystaniem wszystkich trzech metod byly zbiezne i1 wykazaly nizsze
ste¢zenie nadtlenku wodoru w komorkach mutantow egy3 w odpowiedzi na oba stresy, co jest
zgodne z wezeséniejszymi doniesieniami dotyczacymi zmian w poziomie nadtlenku wodoru w
warunkach stresu solnego. Przeprowadzilismy rowniez badania zmian poziomu akumulacji
Csd2 w mutantach egy3 po 3h ekspozycji na oba analizowane stresy. W odpowiedzi na wysokie
natgzenie $wiatla poziom akumulacji Csd2 byt w obu liniach mutantéw egy3 nizszy niz u roslin
typu dzikiego, jednak w odpowiedzi na wysokg temperature nie zaobserwowaliSmy istotnie
statystycznych zmian w poziomie akumulacji tego enzymu. Sugeruje to istnienie innych niz
stabilizacja Csd2, zaleznych od pseudoproteazy Egy3, mechanizméw regulujacych stezenie
nadtlenku wodoru w odpowiedzi na stres wysokiej temperatury.

Podsumowujac, artykuty sktadajace si¢ na moje osigghigcie naukowe wnosza, w mojej
ocenie, istotny wklad w rozwdj wiedzy dotyczacy funkcji proteaz chloroplastowych Egyl,

Egy2 oraz pseudoproteazy Egy3. Za szczegodlnie istotne uznajg:
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* wykazanie, ze proteaza Egyl jest zaangazowana w utrzymanie prawidtlowych relacji
stechiometrycznych pomiedzy kompleksami PSII oraz poprawnego funkcjonowania
szlakow desaturacji kwasow ttuszczowych w komorkach A. thaliana,

» wskazanie potencjalnych substratow dla proteazy Egy2 — biatek pTAC16 i pTAC10,

» dostarczenie eksperymentalnego dowodu wykazujacego, ze pseudoproteaza Egy3
zlokalizowana jest w btonach tylakoidowych chloroplastow,

» wykazanie, ze pseudoproteaza Egy3 jest zaangazowana w odpowiedz na stres cieplny
oraz stres wysokiej temperatury,

» wykazanie, ze pseudoproteaza Egy3 pelni wazna rol¢ w utrzymaniu produkcji nadtlenku
wodoru, a takze prawdopodobnie wspomaga prawidlowe funkcjonowanie PSI oraz

reakcji fotosyntezy niezaleznych od $wiatta.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywno$cig naukowg albo artystyczng realizowang
w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnos$ci

zagranicznej.

Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii i specjalnosci fizjologia roslin
uzyskatam w 2007 roku w Zaktadzie Fizjologii Ro$lin na Wydziale Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu, gdzie pod kierunkiem prof. dr. hab. Grzegorza Jackowskiego
zrealizowatam prace doktorska zatytulowang ,,Status redoks puli plastochinonu jako sygnat
posredniczacy w modulacji globalnego profilu ekspresji gendéw jadrowych Arabidopsis
thaliana w odpowiedzi na podwyzszone nat¢zenie §wiatla.”

W trakcie studiow doktoranckich bytam kierownikiem jednorocznego projektu
badawczego finansowanego przez Dziekana Wydzialu Biologii pod tytulem ,,Wplyw
podwyzZszonego natezenia $wiatla i czasu ekspozycji na podwyzszone nat¢zenie Swiatta na stan
funkcjonalny PSII Arabidopsis thaliana” (nr: PBWB-502/2004) oraz gléwnym wykonawcag
projektu ,,Plastydowe sygnaly redoks jako czynniki posredniczagce w modulacji ekspresji
gendow jadrowych Arabidopsis thaliana w odpowiedzi na podwyzszone nate¢zenia $wiatta”,
ktorego kierownikiem byt prof. dr hab. Grzegorz Jackowski (projekt badawczy KBN 2 P04C
036 26; okres realizacji: 2004-2006). W trakcie studiow doktoranckich bylam réwniez
wspotautorem 2 artykutow przegladowych. Pierwsza z tych prac, ktorej jestem pierwszym
autorem, poswiecona jest technice mikromacierzy DNA, zawiera jej szczegblowy opis oraz

podsumowuje wykonane ta metoda badania nad zmianami poziomu ekspresji genéw w
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odpowiedzi na podwyzszone nat¢zenie Swiatla 1 susze glebowa w genomach roslinnych
(Solinska i wsp. 2004).

Druga praca przegladowa, w powstawanie ktorej bytam zaangazowana poswigcona byta
natomiast roglinnym transglutaminazom — zaleznym od jonéw Ca?" acetylotransferazom
zaangazowanym w modyfikacje postranslacyjne. Sa to powszechnie wystepujace u roslin
enzymy, zlokalizowane w wielu réznych przedziatach wewnatrzkomoérkowych takich jak
cytoplazma, chloroplasty, mitochondria czy Sciana komorkowa. W pracy zebrane zostaty
dostepne w danym czasie informacje dotyczgce zaangazowania transglutaminaz w procesy
wzrostowe, takie jak cykl komorkowy, wzrost apikalny 1 wzrost siewek, a takze w
programowang $mier¢ komorki i reakcje roslin na czynniki stresowe (Sobieszczuk-Nowicka i
wsp. 2005). W tym czasie bylam roéwniez wspotautorem 3 doniesien konferencyjnych na
konferencjach krajowych oraz jednego doniesienia na konferencji mi¢dzynarodowe;j.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, w pazdzierniku 2008 roku zostatam
zatrudniona na stanowisku adiunkta w Zakladzie Fizjologii Roslin na Wydziale Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu i mogtam kontynuowac¢ swoj rozwoj
naukowy. W tym samym roku ukazaly si¢ rowniez dwie kolejne prace, z ktorych jedna byta
praca przegladowa, druga natomiast praca eksperymentalng, zawierajaca wyniki uzyskane w
trakcie realizacji mojej pracy doktorskiej. Opisane w manuskrypcie badania prowadzone byty
we wspotpracy z Laboratorium Genetyki Nowotworow Instytutu Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk. Wykorzystano w nich technike mikromacierzy DNA, co pozwolito
na analiz¢ zmian poziomu ekspresji 24 000 genow A. thaliana, w odpowiedzi na r6zne warianty
natezenia S$wiatla odpowiadajace niskiemu (kontrola), umiarkowanemu, wysokiemu i
nadmiernie wysokiemu natezeniu Swiatta. Zaobserwowano 663 geny, ktorych poziom ekspresji
ulegatl zmianom w odpowiedzi na przynajmniej jedno natezenie §wiatla. Zastosowanie DCMU,
jako inhibitora specyficznie blokujacego transport elektrondw pomiedzy Czasteczkami
plastochinonu QA i QB, spowodowato odwrdcenie zaobserwowanych zmian poziomu ekspresji
u 50 gendw, sposrod ktorych, ekspresja 24 modulowana byta w odpowiedzi na umiarkowane
natezenie $wiatta, 32 w odpowiedzi na wysokie nat¢zenie $wiatla, a tylko jednego w
odpowiedzi na nadmiernie wysokie natezenie $wiatla. Uzyskane wyniki pozwolily nam
wysuna¢ hipoteze, ze rola statusu redoks puli plastochinonu w retrogradowej $ciezce
transdukcji sygnatlu, ograniczona jest do warunkow niestresowych. W pracy wykazano
roOwniez, ze w rejonach promotorowych genow, ktorych poziom ekspresji regulowany jest przez

status redoks puli plastochinonu znajduja si¢ wspolne elementy wigzace czynniki trans-
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regulatorowe, co moze wskazywacé na to, ze wspotuczestnicza we wspolnej Sciezce transdukcji
sygnatu (Adamiec i wsp. 2008).

W pierwszych latach pracy na stanowisku adiunkta moje zainteresowania naukowe
pozostawaty skupione wokotl zaleznej od natezenia S$wiatta regulacji ekspresji genow
jadrowych A. thaliana. Uzyskane przez nasz zespot wyniki badan udowodnity, ze takiej
regulacji podlega kodujacy chloroplastowe biatko opiekuncze ClpB3, zlokalizowany w
genomie jadrowym gen At5915450. WskazaliSmy rowniez PAP1 jako czynnik transkrypcyjny
potencjalnie zaangazowany w regulacje poziomu ekspresji tego genu. Wyniki te zostaly
przedstawione w formie pracy eksperymentalnej opublikowanej w Plant Science (Adamiec i
wsp. 2011).

W kolejnych latach zaangazowatam si¢ w badania dotyczace roli wybranych biatek PSII
w przekazywaniu energii wzbudzenia elektronowego. Badania te byly prowadzone w ramach
projektu ,Udziat CP29, CP26 i CP24 - mniejszosciowych, peryferycznych anten
energetycznych fotosystemu Il — w przenoszeniu energii wzbudzenia elektronowego”, ktorego
kierownikiem byt prof. dr hab. Grzegorz Jackowski (nr: MNiSzW N N303 563539; okres
realizacji: 2010 — 2013), a w ktorym petnitam role glownego wykonawcy. Eksperymenty w
ramach tych badan wykonywane byly we wspotpracy z Zakladem Biofizyki Molekularnej
Wydzialu Fizyki UAM, Centrum Ultraszybkiej Spektroskopii Laserowej Wydziatu Fizyki
UAM, a takze Wydzialem Fizyki i Astronomii Wolnego Uniwersytetu w Amsterdamie.
Badania prowadzone byly na preparatach zespolonych bton tylakoidowych mutantow A.
thaliana, zawierajacych insercje T-DNA w genach kodujacych wybrane biatka PSII lub
proteazy zaangazowane w prawidtowe funkcjonowanie PSII. Preparaty zespolonych bton
tylakoidowych, nazywane rowniez preparatami BBY (nazwa pochodzi od inicjaléw nazwisk
autoréw metody ich izolacji Berthold, Babcock and Yocum) zawieraja fragmenty bton, w
ktorych zlokalizowany jest gtownie PSII. Uzyskane ta metoda preparaty cechuje nie tylko
wysoka zawarto$¢ superkomplekséw PSII i niewielki stopien zanieczyszczenia PSI, ale takze
duza aktywnos¢ i stabilnos¢ (Schiller i Dau 2000). WykorzystaliSmy preparaty BBY oraz
technike czasowo-rozdzielczych pomiaréw zaniku fluorescencji do analizy dynamiki
przekazywania energii wzbudzenia elektronowego w obrebie PSII.

Do najciekawszych z uzyskanych przez nas wynikow naleza pomiary dokonane dla
czastek BBY pochodzacych z linii mutantéw deg5. Proteaza Deg5 jest serynowsa proteaza
zakotwiczong w blonie tylakoidowej od strony lumen i zaangazowang w obr6t metaboliczny
biatek PSII (Lucinski i wsp. 2011; Kato i wsp. 2012). Wyniki przeprowadzonych przez nasz

zespoOl badawczy analiz wykazaty, ze w preparatach BBY linii mutantéw pozbawionych tej
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proteazy, hodowanych w standardowych warunkach laboratoryjnych, poziom akumulacji
biatek Lhcbl-5 pozostaje na poziomie zblizonym do obserwowanego w preparatach
pochodzacych z ro$lin typu dzikiego, natomiast poziom biatka Lhcb6 jest o ~27% nizszy.
Mniejsza pula tego biatka spowodowala przyspieszenie zaniku fluorescencji energii
wzbudzenia z ~120 do ~100 ps. Biatko Lhcb6 uczestniczy w kotwiczeniu kompleksow
zewnetrznych anten energetycznych PSII, okreslanych jako LHCII, w tak zwanym miejscu M
(czyli miejscu o $redniej sile wigzania). Obserwowany efekt przyspieszenia dynamiki
fluorescencji jest najprawdopodobniej spowodowany mniejsza liczbg zasocjowanych trimerow
LHCII, czemu towarzyszy poglebienie putapki energetycznej centrum reakcji (Gibasiewicz i
wsp. 2015).

Ciekawe zmiany w predkosci przekazywania fluorescencji energii wzbudzenia
elektronowego zaobserwowali$my takze w preparatach BBY pochodzacych z mutantow Ihch3.
Biatko Lhcb3 jest jednym z biatek budujacych wspomniane wcze$niej trimery LHCII, jednak
jego zawarto$¢ w tych kompleksach ocenia si¢ na okoto 10%. Gtownymi sktadnikami trimeréw
LHCII pozostaja biatka Lhcbl i Lheb2. W liniach mutantéw pozbawionych biatka Lhcb3
obserwowalismy kompensacyjny wzrost poziomu akumulacji tych biatek, ktore
najprawdopodobniej zastgpowaty Lhch3 w trimerach LHCII. Sama pula trimerow LHCII ulegta
natomiast w liniach mutantow lhcb3 niewielkiemu zwigkszeniu. Czasowo-rozdzielcze pomiary
zaniku fluorescencji wykazaty, ze w tak zmodyfikowanych superkompleksach PSII
spowolnieniu 0 ~ 15 ps ulega szybka sktadowa zaniku fluorescencji, podczas gdy sam $redni
czas trwania fluorescencji pozostaje niezmieniony. Wyniki symulacji metoda Monte Carlo,
wykazaty, ze najbardziej prawdopodobnym wyjasnieniem tego zjawiska jest wydtuzenie
$redniego czasu przeskokow energii wzbudzenia i zwigkszona stabilizacja rozdziatu tadunku
pierwotnego. Uzyskane wyniki wskazuja, ze biatko Lhch3 pelni, w przenoszeniu energii
wzbudzenia elektronowego, unikalng role i nie moze zosta¢ zastapione przez biatka Lhcbl i
Lhcb2 bez konsekwencji dla dynamiki tego procesu (Adamiec i wsp. 2005).Catos¢ danych
zebrana w trakcie eksperymentéw pozwolita rowniez, w oparciu o metode symulacji Monte
Carlo, wyznaczy¢ parametry opisujace dynamike przesylania energii wzbudzenia
elektronowego w obrebie PSII.

Wyniki otrzymane w toku tych badan opublikowane zostaly w formie dwodch
manuskryptow, z ktorych jeden ukazal sie¢ w Biochimica et Biophysica Acta (BBA) —
Bioenergetics, drugi natomiast w Journal of Photochemistry and Photobiology B (Adamiec i
wsp. 2015; Gibasiewicz i wsp. 2015), a takze w formie szeregu doniesien na konferencjach

krajowych i zagranicznych.
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Odrebnym watkiem mojej pracy badawczej byly zagadnienia zwigzane z diagnoza
miskoncepcji z obszaru fizjologii roslin. Miskoncepcje w nauczaniu biologii to sprzeczne z
ustaleniami  naukowymi, alternatywne koncepcje lub =znieksztalcone przekonania
funkcjonujace w osobistym modelu pojeciowym czy tez W konstrukcie myslowym (Mintzes i
wsp. 2005). Badania nad rozumieniem poje¢ biologicznych przez uczniow i studentow
wykazaly, ze miskoncepcje dotycza wielu zjawisk i procesow. W literaturze §wiatowej duzo
miejsca poswigcono licznym, sprzecznym z ustaleniami naukowymi, alternatywnym
koncepcjom dotyczacym poje¢ takich jak dyfuzja czy osmoza. Wiele opracowan naukowych
wskazuje, ze sa to procesy trudne do wyjasnienia i zdefiniowania, co przektada si¢ na poziom
zrozumienia tego zjawiska wsrdd uczniow oraz studentow (Meir i wsp. 2005; Kramer i Myers
2012). PrzeprowadziliSmy diagnoz¢ dotyczaca poziomu wiedzy o osmozie oraz stopnia
rozpowszechnienia miskoncepcji dotyczacych tego zjawiska wsrod studentéw drugiego roku
biologii. Diagnozg oparto na badaniach sondazowych, ilo§ciowo-jakosciowych o charakterze
eksploracyjnym (kwestionariusz). Analiza otrzymanych wynikow jednoznacznie wykazata, ze
wiedza studentow dotyczaca procesu osmozy jest niewielka, fragmentaryczna i obarczona
licznymi  miskoncepcjami. WskazaliSmy rowniez, ze najcze$ciej wystepujace bledne
przekonania moga by¢ wzmacniane przez sposob definiowania pojgcia osmozy w
podrgcznikach szkolnych i akademickich (Malinska i wsp. 2014). Co wigcej w toku dalszych
badan wykazaliSmy, ze raz powstale miskoncepcje sg niezwykle trudne do weryfikacji 1 nie
ulegaja zmianom nawet po ukonczeniu zlozonego z wyktadow i bloku ¢wiczeniowego modutu
akademickiego obejmujacego analizowane zagadnienia (Malinska i wsp. 2016). Podobng
diagnoze wykonali$my, aby okre$li¢ poziom zrozumienia, poje¢ i mechanizmow zwigzanych z
ruchami roslin wsrdd studentéw realizujacych kurs z fizjologii roslin na Wydziale Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.. Analiza uzyskanych wynikéw badan
wskazuje, ze uczniowie opuszczaja szkole S$rednig z silnie zakorzenionymi btednymi
przekonaniami dotyczacymi ruchow roslin. W toku edukacji akademickiej miskoncepcje te nie
zostaja zweryfikowane 1 stanowig barier¢ znacznie utrudniajacg studentom rozumienie
proceséw zwigzanych z ruchami ro$lin oraz definiowanie poje¢¢ zwigzanych z tymi procesami
w sposob akademicki, a takze prowadza do dalszych blednych przekonan (Jedryczkowski i wsp.
2014; Sobieszczuk-Nowicka i wsp. 2018). Ten nurt badawczy zaowocowat 5 publikacjami
eksperymentalnymi. W trzech z tych prac jako osoba kierujgca grupg badawcza, bytam ostatnim
autorem. Jedna z tych prac opublikowana zostala w czasopiSmie z listy A czasopism
punktowanych MNiSW, pozostate dwie w czasopismach z listy B. Z pozostatych dwoch prac,

ktorych bytam wspotautorem jedna opublikowana zostata w czasopi$mie z listy B, druga w
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czasopi$mie nie nalezacym do zadnej z list. Badania te byly rowniez prezentowane w trakcie
kilku krajowych konferencji.

W ciaggu nastepnych lat pracy na stanowisku adiunkta moje zainteresowania badawcze
zwrocily sie¢ w kierunku proteaz chloroplastowych. Zostatam zaangazowana w badania nad rolg
i aktywno$cig proteazy Deg2, ktorej przypisuje si¢ rowniez funkcje biatka opiekunczego
(Jagodzik i wsp. 2014). Badania prowadzone byly w ramach finansowanego przez NCN
projektu ,,AtDeg2-biatko chloroplastowe o podwdjnej aktywno$ci: proteazy i biatka
opickunczego” (grant NCN 2013/09/B/NZ3/00449; okres realizacji: 2014 — 2017), ktorego
kierownikiem byt prof. dr hab. G. Jackowski. W ramach tych badan stworzylismy linie
mutantow, W Ktorych ekspresji ulegata linia biatka Deg2 pozbawiona aktywnosci proteazowe;j,
opiekunczej lub obu z nich. Badania przebiegu poszczegélnych faz ontogenetycznych linii
mutantow zawierajacych wersje biatka Deg2 pozbawiong obu aktywnosci charakteryzowatly
si¢ Op6znionym czasem pelnego otwarcia liscieni, czasem otwierania pierwszych 10%
kwiatow, liczbg gatgzek kwiatostanowych i dtugoscia dojrzatych nasion. Wykazalismy, ze czas
otwierania si¢ pierwszych 10% kwiatow zwiazany jest z pozbawieniem Deg2 aktywnosci
proteazowej. Zmiany pozostatych cech fenotypowych byly natomiast regulowane przez obie
aktywnosci (proteazowa i opickuncza) (Adamiec i wsp. 2018b). Prowadzone w tym nurcie
badania przetozyly si¢ na jedng prace eksperymentalng oraz jedng prace przegladows, ktore
opublikowane zastaty w czasopismach z listy A czasopism punktowanych MNiSW.

W nurcie zainteresowan badawczych zwigzanych z proteazami powstaty
rowniez dwa projekty, poswiecone proteazom miejsca drugiego (S2P). W jednym z nich,
uzyskanym w ramach konkursu MINIATURA i zatytutowanym ,,Ocena istotno$ci biatka Egy3
w odpowiedzi Arabidopsis thaliana na wysokg temperatur¢ oraz ekspozycje na wysokie
natezenie $wiatta” (Grant nr: DEC-2019/03/XN/NZ3/00303; okres realizacji: 2019 — 2020)
petitam funkcje Kkierownika. W drugim uzyskanym w ramach konkursu OPUS i
zatytulowanym ,,Fizjologiczne funkcje wewnatrzblonowych proteaz chloroplastowych AtEgy”
(NCN 2014/15/B/NZ3/00412 okres realizacji: 2015 — 2019) bytam gtéwnym wykonawca, a
funkcje kierownika petnit prof. UAM dr hab. Robert Lucinski. Badania prowadzone w ramach
tych projektow byly prowadzone gltéwnie w Zaktadzie Fizjologii Roslin Wydziatu Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Czes$¢ eksperymentow przeprowadzilismy
jednak we wspoélpracy z Zaktadem Biologii Komoérki Wydziatu Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu, Zaktadem Biochemii i Biotechnologii, Wydziatu Rolnictwa,
Ogrodnictwa 1 Bioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, Instytutem Ochrony

Roslin, Polskiej Akademii Nauk oraz Zakladem Biochemii i1 Biologii Molekularnej
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Uniwersytetu Potudniowej Danii w Odense. W lutym 2022 roku w Zaktadzie Biochemii i
Biologii Molekularnej Uniwersytetu Potudniowej Danii w Odense odbylam takze staz
naukowy, w ramach ktorego prowadzitam badania zmierzajace do okreslenia, czy mutanty
Arabidopsis thaliana pozbawione chloroplastowych biatek transbtonowych Egy2 i Egy3,
wykazujg roznice w czgstosci wystepowania rejonéw nukleoidowych, w bezposrednim
sgsiedztwie bton tylakoidowych.

Badania prowadzone w ramach tych projektow przetozyly si¢ na 5 oryginalnych prac
badawczych oraz prace przegladows, ktére stanowig moje osiggniecie naukowe i zostaly
opisane powyzej, W punkcie 4. Wyniki dotyczace tych zagadnien zostaly zaprezentowane
rowniez W formie 17 doniesien konferencyjnych i rozdziatu w monografii.

W ostatnim czasie bytam rowniez wspoOlautorem pracy przegladowej poswigconej
obecnemu stanowi wiedzy o genomie chloroplastowym i mechanizmach regulacji ekspresji
genow chloroplastowych (Dobrogojski i wsp. 2020).

W trakcie swojej pracy na stanowisku adiunkta bylam réwniez autorem ponad 40
recenzji dla czasopism takich jak: Edukacja Biologiczna i Srodowiskowa, Acta Physiologiae
Plantarum, Photosynthetica, International Journal of Molecular Sciences, Frontiers in Plant
Science, Plants and Agriculture. Obecnie wspotpracuje z redakcjami dwoch renomowanych
czasopism. Jestem czlonkiem tematycznego panelu doradczego w czasopismie International
Journal of Molecular Science i goscinnie, redaktorem numeru specjalnego czasopisma Frontiers
in Bioscience-Landmark po$wieconego biochemicznym reakcjom ro$lin na stresy biotyczne i
abiotyczne ("Biochemical Response of Plants to Biotic and Abiotic Stresses™).

Podsumowujac, obecnie mdj catkowity dorobek naukowy to 24 publikacje, ktérych
taczny Impact Factor wynosi 38,844, z czego 22 opublikowane zostaly po uzyskaniu przeze
mnie stopnia doktora nauk biologicznych. Sposrod tych 22 manuskryptow 16 to oryginalne
prace badawcze, 6 natomiast to prace przegladowe. Po 2018 roku, to jest po zmianie przez
MNiSW systemu punktacji bylam wspotautorem 5 opublikowanych artykutow, z ktorych
wszystkie znajdowaty si¢ w wykazie czasopism naukowych z dyscypliny ,,nauki biologiczne”.
Do 2018 roku, to jest w czasie, kiedy istniata ,,Lista czasopism punktowanych MNiSW”
ztozona z czgéci A-C bylam natomiast wspotautorem 17 prac, z ktorych 11 (4 przegladowe i 7
badawczych) opublikowane zostaty w czasopismach znajdujacych si¢ w czesci A, natomiast
pozostate 6 (3 prace badawcze 1 3 przegladowe) w czasopismach z czesci B. Jestem tez
wspotautorem 47 doniesien konferencyjnych, z czego 13 doniesien (3 w formie ustnej 1 10 w
formie plakatow) zaprezentowanych zostato na konferencjach miedzynarodowych. Wsrod tych

wystapien znajduje si¢ rowniez jeden wyktad wygloszony na zaproszenie organizatorow. Byt
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to wyktad zatytulowany ,,Plant intramembrane proteases and beyond...”, ktory wygtositam na
konferencji Global Conference on Plant Science and Molecular Biology (Walencja; 2017r).
Na konferencjach krajowych prezentowalam swoje wyniki 34 razy, w tym 4-krotnie w
formie referatu i 30-krotnie w formie plakatow. Wspolpracowatam lgcznie z 5-cioma
osrodkami nie zwigzanym z Uniwersytetem im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, w tym
trzema polskimi (Zaktadem Biochemii i Biotechnologii, Wydziatu Rolnictwa, Ogrodnictwa i
Bioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, Instytutem Ochrony Roslin, Polskiej
Akademii Nauk i Laboratorium Genetyki Nowotworow Instytutu Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk) i dwoma zagranicznymi (Zakladem Biochemii i Biologii
Molekularnej Uniwersytetu Potudniowej Danii i Wydzialem Fizyki i Astronomii Wolnego
Uniwersytetu w Amsterdamie). Jestem cztonkiem paneli redakcyjnych i recenzentem w

renomowanych czasopismach.
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6. Informacja o osiggni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke
lub sztuke.

W czasie swojej pracy na stanowisku adiunkta zaangazowana bylam takze w szereg

inicjatyw dydaktycznych, organizacyjnych 1 popularyzujacych nauke.

Dzialalno$¢ dydaktyczna

Moja dziatalno$¢ dydaktyczna wsparta jest dodatkowymi kompetencjami. W trakcie
studiow magisterskich ukonczylam blok pedagogiczny, ktéry uprawnia do nauczania
przyrody oraz biologii w szkotach podstawowych i §rednich. W trakcie swojej pracy na
stanowisku adiunkta podnositam swoje umiejgtnosci dydaktyczne uczestniczac zarowno w
konferencjach naukowo-dydaktycznych organizowanych przez Wydziat Biologii UAM, jak
réwniez w latach 2013-2015 w konferencjach poswieconych dydaktyce akademickiej
organizowanych przez Wydziat Biologii Uniwersytetu Gdanskiego.

Bralam takze udzial w prowadzonym w ramach projektu ,,UAM: Unikatowy

Absolwent=Mozliwosci” kursie e-learningu (2012 r.) oraz organizowanych przez Wydziat
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Biologii Uniwersytetu Gdanskiego warsztatach dla nauczycieli akademickich ,,Ideatorium
practicum”: gamifikacja zaje¢ (2014 r.) oraz tuning zaje¢¢ i ocenianie (2014 1.)

W poézniejszym okresie ukonczytam certifikowany kurs Szkoty Tutoréw Akademickich
Collegium Wratislaviense (2018 r.) i zostalam certyfikowanym tutorem.

W okresie pracy na stanowisku adiunkta prowadzitam zajecia, z bardzo szerokiej gamy
przedmiotow, gldwnie w formie ¢wiczen laboratoryjnych, ale réwniez w formie
konwersatoriow. Byly to zajgcia obejmujace zarowno podstawowe zagadnienia z zakresu
biologii (np. ,,Podstawy Biologii”, ,,Podstawy nauk przyrodniczych™) i fizjologii roslin (np.
,»Fizjologia Roslin”, ,,Procesy zyciowe”) jak 1 biologii molekularnej (,,Aspekty molekularne
w biologii eksperymentalnej”, ,,Biologia Eksperymentalna”) - tacznie 17 przedmiotow.
Prowadzone przeze mnie zajecia przeznaczone byty dla studentéw z réznych kierunkéw
takich jak: biologia, biotechnologia, ochrona $rodowiska, nauczanie przyrody, biofizyka
molekularna, fizyka medyczna. Prowadzitam rowniez, w ramach studiow doktoranckich,
zajecia z przedmiotu ,,Diagnostyka kondycji roslin w warunkach stresu”, a takze zajecia W
jezyku angielskim, dla studentow z Programu Wymiany Migdzynarodowej UAM
(,,Experimental Plant Physiology” i ,,Plant Physiology”). Bytam rowniez wielokrotnym
organizatorem i prowadzacym poswigconych gospodarce wodnej warsztatow
przeznaczonych dla klas patronackich ("Osmoza, dyfuzja, plazmoliza i droga wody z gleby
do atmosfery przez rosling" i ,,Rola wody w ro$linie”). Wspottworzytam sylabus wyktadu
monograficznego  zatytutowanego  ,Techniki  elektroforetyczne ~w  biologii
eksperymentalnej”, skierowanego do studentéw II i Ill roku biotechnologii, biologii i
ochrony srodowiska. Prowadzitam takze cze$¢ wyktadow z tego przedmiotu.

W ramach swojej pracy dydaktycznej bratam takze udzial w opracowywaniu
materiatdw  e-learningowych do wspomnianego wyzej przedmiotu ,,Techniki
elektroforetyczne w biologii eksperymentalnej”. Zaangazowana bylam rowniez w
opracowanie materialow do nauczania zdalnego przedmiotu ,,Budowa i fizjologia roslin”
dla studentéw biologii i1 biotechnologii studiow dziennych i studium zaocznego, a takze w
opracowanie materiatéw do nauczania tego przedmiotu w trybie hybrydowym.

W czasie swojej pracy na stanowisku adiunkta bylam réwniez promotorem 7 prac
licencjackich i 3 prac magisterskich, a takze recenzentem 4 prac licencjackich i 1
magisterskiej.

Zaangazowana bytam tez W trzy projekty dydaktyczne prowadzone w ramach Programu
Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj, a mianowicie: projekt ,,Myslenie przez dziatanie

— Uniwersytet Mlodych Odkrywcow” POWR.03.01.00-00-U120/17, projekt ,,Swiat
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przyrody obszarem mys$lenia i dziatania mtodych odkrywcow na Wydziale Biologii UAM”
POWR.03.01.000-00-U110/17 oraz projekt ,,Wyzsze kompetencje - wigksza szansa na
rynku pracy. Program rozwoju kompetencji studentow Wydziatu Biologii Uniwersytetu im.
A. Mickiewicza w Poznaniu." (nr POWR.03.01.00-00-K388/16).

W 2020 roku dotgczytam do programu ,,Tutoring i mentoring” na Wydziale Biologii
UAM najpierw jako tutor, a pdzniej rowniez jako mentor. W ramach tego programu bytam
tutorem 7 studentow oraz opiekunem naukowym dwoch studenckich projektow. Pierwszy z
tych projektow zatytutowany ,,Wplyw proteazy EGY2 na akumulacj¢ biatek PsaA oraz PsaB
w osobnikach rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh)"
(032/39/UAM/0010) realizowany byt w ramach projektu BestStudentGrant realizowanego
przez Uniwersytet im. Adama Mickiewicza. Drugi projekt zatytulowany "Wplyw
chlorpyrifosu na wzrost i rozwdj oraz proteom osobnikow Nepenthes X ventrata hodowanych
w kulturach in vitro" (075/39/UAM/0010) realizowany byt natomiast w ramach projektu

Advenced Best Student Grant realizowanego przez Uniwersytet im. Adama Mickiewicza.

Dzialalno$¢ organizacyjna

Moja dzialalnos$¢ organizacyjna zwigzana jest zarowno z aktywnoscig w strukturach
zwigzanych z Zakladem Fizjologii Roslin 1 Wydziatu Biologii UAM, jak 1 dziatalnoscig w
ramach czlonkostwa w sekcji Biochemii 1 Fizjologii Ro$lin Polskiego Towarzystwa
Botanicznego.

W ramach mojej dziatalnosci na Wydziale Biologii UAM bytam przedstawicielem
pracownikoOw naukowych bez habilitacji w Radzie Instytutu Biologii Eksperymentalne;j
Wydziatu Biologii UAM (2012-2016), a takze koordynatorem do spraw dydaktyki w
Zakladzie Fizjologii Ros$lin i koordynatorem zaje¢ laboratoryjnych z przedmiotdéw:
,Biologia komorki 1 organizmu” oraz ,,Budowa i fizjologia roslin”.

W ramach swojej dziatalnos$ci w sekcji Biochemii 1 Fizjologii Roslin PTB trzykrotnie
petnitam funkcje w jej zarzadzie: przez dwie kadencje (2013-2016 i 2016-2019) penitam
funkcje sekretarza sekcji, a w latach 2019 -2022 bytam cztonkiem zarzadu.

W ramach swojej dziatalnos$ci w sekcji bytam takze cztonkiem komitetu organizacyjnego
dwoch konferencji. Pierwsza z nich organizowana przez sekcje Biochemii i Fizjologii
Roslin PTB i Oddzial Poznanski PTB pod hastem ,,Fotosynteza od DNA do ekosystemu”
odbyta si¢ w Collegium Biologicum UAM 30 czerwca 2015 i wzigty w niej udziat 33 osoby.

Organizatorami drugiej konferencji poza Sekcja Fizjologii i Biochemii Roslin PTB byt
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takze Oddziat Lubelskiego PTB oraz Wydzial Biologii i Biotechnologii UMCS.
Konferencja ta zatytulowana ,Fotosynteza w $wietle badan fizjologicznych 1
biochemicznych” odbyta si¢ na Wydziale Biologii i Biotechnologii UMCS 2 lipca 2018 i

zgromadzita 35 uczestnikow.

Popularyzacja nauki

Bylam wspotautorem, trzech prac popularnonaukowych zatytulowanych ,,Co rosliny
robig nocg?”, ,,Co ro$liny robig zimg?” i ,,Proteazy i inne molekularne nozyce do cigcia
bialek”. Publikacje te zostaly opublikowane w recenzowanym czasopismie ,,Edukacja
Biologiczna i Srodowiskowa” z listy B czasopism punktowanych i licza tacznie 24 punkty
MNiSW. Bratam takze udzial w wielu edycjach popularnonaukowych wydarzen
organizowanych przez Wydziat Biologii UAM takich jak: ,, Fascynujacy Dzieti Ro$lin”,
»Noc Naukowcow”, , Festiwal Nauki i Sztuki”. W latach 2012- 2015 w ramach tych
wydarzen bylam organizatorem (a w dwoéch przypadkach takze koordynatorem) 9
warsztatow o zroznicowanej tematyce i przeznaczonych dla roznych grup wiekowych. Byty
to takie warsztaty jak: ,Herbaciany krokodyl” (przeznaczone dla dzieci
wezesnoszkolnych), ,,Zdrowo i kolorowo, czyli rosliny w nauce” (adresowane do uczniow
ostatnich klas szkoly podstawowej i mlodziezy gimnazjalnej), czy ,,Ogrod w butelce”
(skierowany do wszystkich ch¢tnych). W ramach tych wydarzen popularnonaukowych
wielokrotnie  prowadzitam tez wyklad ,Rolinne inspiracie w nowoczesnych

technologiach”.

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé¢ inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

W trakcie pracy na stanowisku adiunkta dwukrotnie przebywatam na urlopie

macierzyfskim (od 10 marca do 27 lipca 2010 i od 24 czerwca do 24 listopada 2011).

(podpis wnioskodawcy)
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