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b) Omowienie osiagnigcia naukowego

Studia biologiczne na Uniwersytecie Wroctawskim rozpoczetam w 1991 roku. Byt to 5-cio
letni okres, w ktorym skrupulatnie zgtgbiatam wiedz¢ o organizmach zywych, a jednoczes$nie
zafascynowalam si¢ funkcjonowaniem organizméw ro$linnych. Chciatam poznaé
poszczegdlne zjawiska zachodzace w zywej roslinie, procesy odpowiedzialne za te zjawiska i
mechanizmy uczestniczace w regulacji tych proceséw. A co wazniejsze poznac zalezno$¢
miedzy organizmem ro$linnym i otaczajacym go $rodowiskiem. Ta cheé poznania
spowodowata, ze na czwartym roku studidow zdecydowatam si¢ na wykonanie pracy
magisterskiej w Zaktadzie Fizjologii Roslin, kierowanym wowczas przez $.p. Profesora
Jozefa Buczka. Zagadnienie mojej pracy magisterskiej byto zwiazane z okre§lenie wptywu
stresu solnego na aktywno$¢ pomp protonowych plazmolemy i tonoplastu w korzeniach
siewek ogorkow. Wykonatam to zadanie pod kierunkiem prof. Grazyny Klobus, ktora byta
opiekunem mojej pracy magisterskiej. Z opieki tej moge czerpaé korzysci do tej pory gdyz
Pani Profesor Grazyna Ktobus jest nadal moim bezposrednim przetozonym, mentorem i
opiekunem naukowym dyskutujacym, podpowiadajacym i wskazujacym wybor wilasciwej
$ciezki w nauce. W kierowanym przez Nig Zaktadzie Fizjologii Roslin, mam mozliwo$¢ do
tej pory realizacji moich naukowych zamierzen. Wowczas, w pracy magisterskiej okreslitam
wplyw roznych stezen NaCl na aktywnoéé plazmolemowej i tonoplastowej H'-ATPazy. Moja
fascynacja nauka podczas wykonywania tych zadan i uzyskane pilotazowe wyniki staty sig
podwalina do wykonania pracy doktorskiej, pod dalszym kierunkiem Prof. dr hab. Grazyny
Kitobus. W kwietniu 2001 roku uzyskatam stopien doktora nauk biologicznych na podstawie
rozprawy doktorskiej pt. ,,Modyfikacje aktywno$ci pomp protonowych plazmolemy i
tonoplastu w warunkach stresu solnego”. Wykazalam w tej pracy, sposob modyfikacji
plazmolemowej i tonoplastowej H*-ATPazy w korzeniach siewek ogorkéw poddanych przez
24 godziny dziataniu 200 mM NaCl. W pracy doktorskiej, stosujac odpowiednie inhibitory
kinaz 1 fosfataz, chelatory oraz antagonistow kanatow wapniowych, pokazalam, ze
plazmolemowa H*-ATPaza jest enzymem ktéry w warunkach krotkotrwatego, ostrego stresu
solnego moze podlega¢ posttranslacyjnej modyfikacji polegajacej na fosforylacji tego biatka
przy udziale kinazy zaleznej od wapnia 1 kalmoduliny. Po uzupelieniu tych badan,
opublikowalam wyniki, razem z profesor Grazyna Klobus, w artykule: ,,Modulation by
cytosolic components of proton pump activities in Cucumis sativus, roots during salt stress”
(Ktobus G, Janicka-Russak M. Physiologia Plantarum (2004) 121: 84-92). Publikacja ta



zostala przyjeta z uznaniem przez migdzynarodowe gremium naukowe, czego dowodem byto
przyznanie jej nagrody ,,Faculty of 1000” w maju 2004 roku. Rekomendacje do tej nagrody
ztozyl hiszpanski profesor Ramon Serrano - niekwestionowany, znakomity naukowiec

zajmujacych sie tematyka plazmolemowej H'-ATPazy. (Ramon Serrano, Universidad

Politecnica de Valencia-CSIC, Spain. F1000 Microbiology “This article is interesting as a

reminder of the power of biochemistry in tackling regulatory problems. Plant vacuolar and
plasma membrane H*-ATPases are activated by salt stress. Working with cucumber roots, this
Polish group demonstrates that these activations are mediated by soluble calcium-calmodulin
dependent protein kinases (CDPKSs). The salt regulation of these proton pumps can now be
understood in physiological terms because salt stress induces an increase in cytosolic calcium
and in expression of CDPKs. This is an important confirmation of previous work by other
laboratories. Serrano R: F1000 Prime Recommendation of [Ktobus G and Janicka-Russak M,
Physiol Plant 2004, 121(1):84-92]. Faculty of 1000, 06 May 2004; DOI:
10.3410/f.1006665.213416. f1000.com/prime/1006665#eval213416). Nasze badania szty
rownolegle z najnowszymi, §wiatowymi doniesieniami na temat regulacji tego kluczowego
biatka enzymatycznego jakim jest plazmolemowa H'-ATPaza. To osiagniecie stato si¢ dla
mnie baza 1 punktem wyjscia do dalszych badan na temat regulacji aktywnoSci
plazmolemowej H*-ATPazy w warunkach réznych streséw abiotycznych.

Plazmolemowa H'-ATPaza jest podstawowym enzymem odpowiedzialnym za
utrzymanie gradientu elektrochemicznego btony, wytwarzanego wskutek jednokierunkowego
transportu protondéw z cytoplazmy do apoplastu, przy udziale energii pochodzacej z hydrolizy
ATP. Gradient elektrochemiczny generowany przez H*-ATPaze jest wykorzystywany w
komorce roslinnej w wielu podstawowych procesach fizjologicznych, takich jak: regulacja
wewnatrzkomorkowego pH, regulacja potencjalu osmotycznego 1 zwiazanych z tym
procesow, ,kwasny” wzrost $ciany komodrkowej 1 elongacja komorek oraz transport
rozmaitych substancji, w tym takze sktadnikow odzywczych na drodze symportu i antyportu.
Badania ostatnich lat, w ktérych mam swoj znaczacy udziat, pokazaty istotna role H'-
ATPazy w generowaniu reakcji odpornosciowych w warunkach stresowych, pojawiajacych
si¢ podczas calego zycia rosliny. Wiadomo, ze modyfikacja aktywnos$ci moze obejmowac
transkrypcyjny jak 1 posttranskrypcyjny poziom. Doniesienia literaturowe wskazywaty
zmiany ekspresji genu kodujacego plazmolemowa H'-ATPaze w odpowiedzi na rdzne

czynniki $rodowiskowe. Oprocz genetycznej regulacji pompy protonowej mozliwa jest jej


http://f1000.com/prime/thefaculty/member/1811178672309379
http://f1000.com/prime/thefaculty/microbiol

modyfikacja przez szybkie zmiany posttranslacyjne na poziomie biatka, na skutek
odwracalnej fosforylacji. Niezwykle wazna role w takiej regulacji plazmolemowej H'-
ATPazy odgrywa jej autoinhibitorowy region znajdujacy si¢ na C-koncu biatka
enzymatycznego. Domena C-koncowa H'-ATPazy, w stanie niskiej aktywnoéci biatka,
wchodzi w interakcje z regionem katalitycznym, ograniczajac w ten sposob aktywnosc
enzymu. Wiele danych sugeruje, ze w aktywacji plazmolemowej ATPazy istotna role petni
fosforylacja reszty treoninowej w pozycji 948 (Thr-948), pozwalajaca na przytaczenie biatka
14-3-3. Przylaczenie biatka 14-3-3 powoduje przesunigcie C-koncowej domeny
autoinhibitorowej i aktywacj¢ plazmolemowej pompy protonowej. Przeglad informacji na
temat budowy, funkcjonowania i regulacji plazmolemowej H'-ATPazy, szczegélnie w
stresach abiotycznych przedstawitam w rozdziale ksiazki wydawnictwa In-Tech z 2011 roku
(ABIOTIC STRESS RESPONSE IN PLANTS —PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND
GENETIC PERSPECTIVES Edited by Arun Kumar Shanker and B. Venkateswarlu, ISBN
979-953-307-195-3, rozdziat 8: Plant Plasma Membrane H*-ATPase in Adaptation of Plants

to Abiotic Stresses).

Rosliny stale narazone sa na zmienne, czgsto niekorzystne warunki §rodowiska, musza
wige by¢ przystosowane i odpowiednio na nie reagowac. Stresy abiotyczne czgsto prowadza u
ro$lin do uszkodzen i1 wzrostu przepuszczalnosci bton. Utrzymanie rownowagi jonowej 1
uzupelnienie utraconych substancji jest niezwykle wazne w procesach naprawczych.
Transport substancji przez plazmolem¢ wymaga wzrostu gradientu protondéw generowanego
przez H'-ATPaze. Ponadto w warunkach stresowych takich jak zasolenie, czy metale ciezkie
nastepuje nadmierna akumulacja toksycznych jonéw w cytoplazmie. W celu przetrwania
niekorzystnych warunkow rosliny musza usuwaé z cytoplazmy toksyczny nadmiar jonow.
Podczas zasolenia usuwanie tych jonow jest mozliwe dzigki funkcjonowaniu w plazmolemie i
tonoplascie antyportera sodowo/protonowego, dla ktorego zrodtem sity jest gradient protondw
wytwarzany przez plazmolemowa i tonoplastowa H'-ATPaze. Udziat takiego antyportera
zarowno w plazmolemie jak i tonoplascie wykazatam, w ro$linach traktowanych 24 godziny
200 mM NaCl i opublikowalam w artykule: ,,Na*/H" antiport activity in plasma membrane
and tonoplast vesicles isolated from NaCl-treated cucumber roots” (Kabata K., Janicka-
Russak M. (2012) Biologia Plantarum 56: 377-382). Generowanie gradientu protondw przez
plazmolemowa H'-ATPaze, prowadzace do wytworzenia sily protonomotorycznej, moze byé

wykorzystany przez wtérne transportery zarowno do eksportu toksycznych substancji poza



obszar komorki roslinnej jak i do importu utraconych substancji odzywczych. Tak wigc,
modyfikacja aktywnosci plazmolemowej H'-ATPazy moze byé spéjnym elementem obrony
roslin w odpowiedzi na stresy abiotyczne. Z tego wzgledu poznanie mechanizméw i szlakow
reakcji prowadzacych do zmiany aktywno$ci plazmolemowej H*-ATPazy w warunkach
r6znych krotko 1 dlugo dziatajacych streséw abiotycznych stalo sig¢ celem przewodnim moich
badan, ktorego efektem finalnym jest cykl publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe
habilitacyjna: Modyfikacje aktywnosci plazmolemowej H'-ATPazy w warunkach wybranych

stresOw abiotycznych.

W pierwszej pracy z tego cyklu: “Modyfication of plasma membrane and vacuolar H*-
ATPases in response to NaCl and ABA” (Janicka-Russak M., Ktobus G. (2007) Journal of
Plant Physiology 164: 295-302) pokazatam, ze zmiany aktywno$ci pompy w warunkach
stresu solnego angazuja oprocz wykazanych wczesniej modyfikacji posttranslacyjnych
biatka (Ktobus G., Janicka-RussakM. 2004), takze modyfikacje na poziomie genetycznym.
Wykazatam w tych badaniach takze, ze w warunkach 24 godzinnego dziatania 200 mM NaCl
wzrost aktywnosci plazmolemowej H'-ATPazy byt skorelowany ze wzrostem poziomu kwasu
abscysynowego. Ponadto okazalo sig, ze traktowanie siewek ogorkow 50 pM ABA
powodowato wzrost aktywno$ci badanego biatka. Kwas absycysynowy wykazywal
stymulujace dzialanie na aktywno$¢ H'-ATPazy tylko w reakcjach in vivo, natomiast
wprowadzenie go do mieszaniny reakcyjnej nie zwigkszato aktywnosci badanego biatka. Co
sugerowalo, ze ABA nie ma bezposredniego wptywu na biatko, a przyczynia sie do innych
zmian prowadzacych do zwigkszenia aktywnosci plazmolemowej pompy protonowej.
Okazato sie, ze traktowanie roslin kwasem abscysynowym powodowato wzrost poziomu
transkryptu  plazmolemowej H'-ATPazy. Uzyskane wowczas wyniki dowodzily, ze w
warunkach zasolenia dziatanie ABA, polegajace na stymulacji plazmolemowej H*-ATPazy
moze odbywacé si¢ na poziomie ekspresji gendow. Opublikowana praca miata charakter
nowatorski, poniewaz byla pierwsza publikacja pokazujaca w jaki sposob ABA moze
przyczyniaé¢ si¢ do stymulacji plazmolemowej H'-ATPazy w warunkach zasolenia. Do tej
pory jest chetnie cytowana przez osoby zajmujace si¢ problematyka zasolenia 1 roli
plazmolemowej H*-ATPazy w tym procesie.

Kolejna praca wchodzaca w wyzej wymieniony cykl, to: ,,Response of plasma
membrane H*-ATPase to heavy metal stress in Cucumis sativus roots” (Janicka-Russak M.,
Kabata K., Burzynski M., Ktobus G. (2008) Journal of Experimental Botany 59: 3721-372).



Wyniki do tej publikacji uzyskatam dzigki uczestnictwie, jako wykonawca, w projekcie
badawczym wiasnym, KBN nr 3P04C03424, 2003-2005, ,,Molekularne podstawy zaburzen
gospodarki azotowej roslin wywotywane obecnoscia metali cigzkich w §rodowisku”, ktorego
kierownikiem byta Prof. dr hab. Grazyna Klobus. M9gj udzial w tym grancie skupiat si¢ na
okresleniu roli plazmolemowej H*-ATPazy w komoérkach siewek ogorka narazonych na
dziatanie stresu wywotanego obecnoscia metali cigzkich w §rodowisku zewnetrznym. Metale
ciezkie prowadza do zaburzenia struktury i1 funkcjonowania plazmolemy oraz do akumulacji
toksycznych jonow metali ci¢gzkich w cytoplazmie. Utrzymanie wtdrnego transportu jonow
przez plazmoleme wymaga wzmozonego generowania gradientu protonéw przez PM-H'-
ATPazg. Ponadto gradient ten moze by¢ wykorzystany do usuwania toksycznych jondéw z
cytoplazmy poza komorke. Nadmiar toksycznych metali moze by¢ usunigty z cytozolu przez
wtorne transportery na zasadzie antyportu z protonami (np. CDF). Dodatkowo metale cigzkie
prowadza do dehydratacji co, oprocz gromadzenia nadmiernej (toksycznej) ilosci zbgdnych
jondw (metali cigzkich) jest elementem wspolnym badanego przeze mnie wczesniej stresu
wywotanego zasoleniem i metalami cigzkimi. Stad uczestnictwo w tym grancie i wykonanie
powierzonych mi badan bylo dla mnie szczegodlnie interesujace. Okazalo si¢ jednak, ze w
ro$linach traktowanych 2 godziny 10 Iub 100 uM kadmem, miedzig lub niklem nastgpowato
hamowanie aktywnosci plazmolemowej H'-ATPazy, mierzonej zardwno jako aktywno$é
hydrolityczna (hydroliza ATP przez pompg protonowa) jak i transport protonow. Nie zmieniat
si¢ poziom transkryptu plazmolemowej H'-ATPazy. Cickawym stato sie wyjasnienie, co jest
przyczyna hamowania aktywnos$ci badanego biatka. Okazalo sig, Ze hamowanie przez metale
ciezkie H'-ATPazy bylo czesciowo niwelowane obecnoscia kantarydyny. Jest to specyficzny
inhibitor biatkowych fosfataz. Sugerowato to, Ze hamowanie aktywnoéci H'-ATPazy moze
wynika¢ ze zmian potranslacyjnych polegajacych na fosforylacji i defosforylacji biatka.
Analizy Western blot z uzyciem przeciwcial przeciwko fosfotreoninie potwierdzity, ze
obnizenie aktywnosci plazmolemowej H'-ATPazy w obecnosci metali ciezkich wynikaja ze
zZmian polegajacych na defosforylacji biatka enzymatycznego. Wynik byt nieco zaskakujacy,
bo odbiegal od oczekiwanego. Wydawato sie, ze wzmozona aktywno$¢ plazmolemowej H'-
ATPazy w warunkach obecnosci metali cigzkich w S$rodowisku przyczynitaby si¢ do
wytworzenia gradientu protondw w poprzek plazmolemy, ktory moglby by¢ wykorzystany
przez komorki roslinne do detoksykacji cytozolu i usuwania toksycznych jonow metali

cigzkich oraz do uzupetnieniu ubytku substancji odzywczych. Z drugiej jednak strony,



badatam tylko krotko trwajacy stres (2 godziny). By¢ moze moja koncepcja sprawdzitaby sig,
gdyby zatozy¢ inne warunki do$wiadczenia - dtugoterminowe badania. Ponadto wiemy, ze
jedna ze strategii obronnych rozwijanych przez rosliny w warunkach streséw zwiazanych z
obecnoscia metali jest efektywne hamowanie ich pobierania z roztworéw glebowych.
Znaczacy udzial w tym procesie odgrywaja biatka o charakterze aktywnych, wtérnych
transporterow (Nramp, YSL, COP), wykorzystujace gradient protonéw generowany przez
plazmolemowa H*-ATPaze¢. Wydaje si¢ wiec, ze hamowanie aktywnosci PM-H'-ATPazy w
krotko trwajacym stresie metali cigzkich jest korzystne dla funkcjonowania roslin, ogranicza

bowiem w pewnym stopniu napltyw toksycznych jonow do komorki.

W dalszej kolejnosci, w ramach juz wtasnego grantu (projekt badawczy habilitacyjny
MNiSW nr N N303 027237 ,,Analiza szlakow reakcji prowadzacych do modyfikacji
aktywno$ci plazmolemowej pompy protonowej w warunkach wybranych stresow
abiotycznych”, kierownik projektu, 2009-2011) sprawdzitam wobec tego jaki wpltyw na
plazmolemowa H'-ATPaze bedzie miato dluzsze dziatanie metali ciezkich. Okazalo sie, ze
dluzsze traktowanie siewek ogorka metalami cigzkimi (6 dni 10uM Cd lub Cu) prowadzi do
stymulacji aktywno$ci plazmolemowej pompy protonowej. Okreslitam poziom transkryptu
gendéw kodujacych PM H'-ATPaze, z ktérego wynikalo, ze w przypadku kadmu stymulacja
pompy protonowej mogta nastapié¢ na drodze stymulacji ekspresji genéw H'-ATPazy. Miedz
nie zmieniala poziomu ekspresji gendw kodujacych badane biatko. Ponadto dzigki analizie
Western blot z przeciwcialami przeciwko fosfotreoninie i biatku 14-3-3 wykazalam, ze w
warunkach dtugotrwatego dziatania metali cigzkich (Cd i Cu) stymulacja aktywnosci pompy
protonowej wynika z fosforylacji biatka H'-ATPazy. Dodatkowo wykazatam, ze miedz
wyraznie zwigkszata aktywno$¢ katalazy 1 peroksydazy askorbinianowej oraz redukowata
poziom nadtlenku wodoru w korzeniach siewek ogorkow. Z drugiej strony, kadm w ogodle nie
zmieniat tych parametréw. Uzyskane wyniki sugeruja, ze kadm i miedZ w inny spos6b moga
prowadzi¢ do modyfikacji aktywnosci PM H'-ATPazy. Otrzymane wyniki zlozyty sie na
kolejna publikacje: “Different effect of cadmium and copper on modification of H'-ATPase
activity in plasma membrane vesicles from Cucumis sativus roots”. (Janicka-Russak M.,
Kabata K., Burzynski M. (2012) Journal of Experimental Botany 63(11): 4133-4142), ktora
wchodzi w sktad opisywanego przeze mnie cyklu publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe
habilitacyjna. Wyniki tej pracy wyraznie pokazuja wazna role plazmolemowej H'-ATPazy w

adaptacji roslin do stresu wynikajacego z obecnos$ci metali cigzkich w $rodowisku. W



dhlugoterminowym dziataniu metali, kiedy dochodzi do nagromadzenia toksycznych jondw w
cytoplazmie i uszkodzenia bton, a co za tym idzie ubytku substancji odzywczych,
wygenerowanie gradientu protonéw aby niwelowac te negatywne skutki jest bardzo wazne
dla roslin do przetrwania warunkow stresowych wywotanych metalami cigzkimi. Oryginalny
wklad obu powyzszych prac w wyjasnienie roli plazmolemowej pompy protonowej w
adaptacje roslin do stresow wywolanych metalami cigzkimi w §rodowisku jest bardzo duzy.
Do tej pory w literaturze nie byto takich kompleksowych prac pokazujacych sposob
modyfikacji plazmolemowej pompy protonowej w roslinach narazonych na dziatanie metali
cigzkich. Doniesienia literaturowe wskazywaty jedynie na bezposredni wptyw, stymulujacy
lub hamujacy, metali na aktywnos$¢ plazmolemowej H'-ATPazy, bez wyjasniania przyczyn
tej stymulacji czy hamowania aktywnos$ci biatka. Moje dwie prace byly zatem pierwszymi
publikacjami, przejrzyscie pokazujacymi, przy uzyciu odpowiednich inhibitorow kinaz i
fosfataz oraz przeciwciat skierowanych przeciwko fosfotreoninie i biatku 14-3-3, udzial
procesow fosforylacji 1 defosforylacji biatka w stresie wywolanym metalami cigzkimi.
Ponadto pokazatam rézny mechanizm, prowadzacy do aktywacji plazmolemowej pompy
protonowej, uruchamiany przez rézne metale. W przypadku kadmu stymulacja pompy
protonowej mogla nastapi¢ na drodze stymulacji ekspresji genéw H'-ATPazy i zmian
potranslacyjnych. W przypadku miedzi stymulacja badanego biatka nastgpowala tylko na
skutek zmian potranslacyjnych, Cu nie zmieniato poziomu ekspresji genéw kodujacych H*-
ATPazeg. Pierwsza z tych prac jest chetnie cytowana przez osoby z innych osrodkow
badawczych na §wiecie, zajmujace si¢ podobna tematyka.

Wzrost przepuszczalnosci btony w wyniku jej uszkodzenia wystgpuje tez podczas stresu
chtodu. Stad (w ramach wspomnianego grantu habilitacyjnego 2009-2011 ) zbadatam wptyw
obnizonej temperatury (10°C) na modyfikacje plazmolemowej pompy protonowej. Rosliny
byly narazone na dziatanie chtodu przez 3 lub 6 dni. Czgs$¢ roslin po trzech dniach chiodu
byla przenoszona do temperatury optymalnej na kolejne trzy dni (rosliny post-cold, PC).
Aktywnoéé plazmolemowej H'-ATPazy zmniejszata si¢ w roSlinach traktowanych 3 dni
chtodem. Natomiast w ro§linach dluzej traktowanych chtodem i w roslinach PC
obserwowalam stymulacje aktywno$ci tego enzymu. Najwigksza aktywnos$¢ biatka
oznaczytam w roslinach PC, tzn. po wycofaniu czynnika stresogennego, kiedy to w roslinach
nastgpowaty procesy naprawcze. Poziom mRNA plazmolemowej pompy protonowej byt

skorelowany z aktywnoscia H'-ATPazy. Transkrypty CsHAs malaty po trzech dniach chtodu



a rosty po szesciu i w roslinach PC. Modyfikacja poziomu transkryptéw gendéw kodujacych
PM H*-ATPaz¢ mogta wynikaé z dziatania H,O,. Doniesienia literaturowe wskazywaty, na
istotng role H,O, w podnoszeniu tolerancji roslin na stresy abiotyczne. W wyniku
zwigkszonej ilosci nadtlenku wodoru w tkankach nastgpuje bowiem wzmozona ekspresja
niektorych gendw. Uwaza sig, ze H,O; funkcjonuje jako czasteczka sygnatowa w pierwszych
etapach obecnosci czynnika stresowego. Reaktywne formy tlenu, do ktorych nalezy nadtlenek
wodoru, sa jednak toksycznymi czasteczkami dla zywych organizmow. Ich nadmiar prowadzi
do uszkodzen blon komérkowych i biatek. W optymalnych dla zycia warunkach synteza RFT
utrzymywana jest na niskich poziomach. Jednak podczas stresow ich produkcja w tkankach
ro§linnych drastycznie wzrasta. Istnieje wigc delikatna granica pomigdzy destrukcyjnym a
sygnalowym dzialaniem nadtlenku wodoru. Dwa zupelie rézne oblicza H,O, wymagaja
niezmiernie precyzyjnej kontroli jego poziomu w tkankach. Niewatpliwie wigc, mechanizm
kontrolujacy szlak sygnatowy RFT w komorkach podczas stresow abiotycznych moze by¢
skuteczna strategia podnoszaca tolerancjg roslin na niekorzystne czynniki srodowiskowe. Na
podstawie powyzszych danych ciekawym wydato si¢ zbada¢ czy w modyfikacji
plazmolemowej H'-ATPazy, ktorej udziat w adaptacji do stresow abiotycznych jest bardzo
istotny, tzw. RFT sygnaling, a w szczegolnosci H,O, bierze tez udzial. W roslinach PC
bardzo wyraznie podnosit si¢ poziom nadtlenku wodoru. Wykazatam, Ze nadtlenek stymuluje
ekspresje genow plazmolemowej pompy protonowej. Oprocz tego, pokazalam, ze zmiana
aktywnoéci PM-H'-ATPazy w warunkach chtodu nie wynikala ze zmian potranslacyjnych
polegajacych na fosforylacji/defosforylacji biatka. Reasumujac, oryginalny i nowatorski
charakter powyzszej pracy polegat przede wszystkim na pokazaniu udziatu H,O, w stymulacji
plazmolemowej H*-ATPazy w roslinach narazonych na dziatanie niskich temperatur. Ponadto
czas poswiecony na te badania szczesliwie zbiegl si¢ z bardzo istotnym wydarzeniem
naukowym, dla osob ktore swoje prace wykonuja na ro$linie badawczej jaka jest ogorek-
Cucumis sativus. W 2009 roku zostat bowiem zsekwencjonowany genom ogorka i
opublikowany w banku genow przez Huang i wspotpracownikow (Huang S, Li R, Zhang Z,
Li L, Gu X, Fan W, Lucas WJ, Wang X i inni (2009) The genome of the cucumber, Cucumis
sativus L. Nat Genet 41:1275-1281). Bazujac na tym genomie mgr Anna Wdowikowska z
mojego Zaktadu, w ramach wykonywanego przez nia doktoratu wykazata, ze genom ogorka
koduje potencjalnie 10 izoform plazmolemowej H*-ATPazy, z czego 6 ekspresjonowanych

jest w korzeniu. Korzystajac z przygotowanych przez mgr Wdowikowska (ktéra jest



wspotautorem opisywanej pracy) starteréw moglam wykona¢ precyzyjne badania genetyczne
doktadnie pokazujace ktére izoformy plazmolemowej H'-ATPazy w korzeniach siewek
ogorkow sa zaangazowane w adaptacje do stresu wywolanego niska temperatura. Do tej pory
w literaturze nie bylo tak kompleksowych badan pokazujacych sposob modyfikacji
plazmolemowej H*-ATPazy w roslinach w warunkach chtodu. Opisane wyniki sa zawarte w
artykule: ,,Response of plasma membrane H'-ATPase to low temperature in cucumber roots”
(Janicka-Russak M., Kabata K., Wdowikowska A., Ktobus G. (2012) Journal of Plant
Research. 125: 291-300), ktory wchodzi, jako czwarty, w sktad opisywanego cyklu
publikacji.

W ramach  grantu habilitacyjnego okreslitam tez modyfikacje PM H'-ATPazy w
warunkach szoku cieplnego (z ang. heat shock, HS). HS jest czynnikiem stresowym, ktory w
sposob szczegbdlny powoduje uszkodzenia blon, a przez to wyptyw substancji odzywczych i
zaburzone pobieranie jonéw. Rosliny (tygodniowe siewki ogoérkéw) byty poddane dziataniu
temperatury 48°C przez 2 godziny. Cze$¢ roélin po 2-godzinnym HS byla przenoszona do
warunkow optymalnych na kolejne 24 godziny (post stress, PS). Obserwowalam wyrazny
wzrost aktywnosci badanego biatka w plazmolemie pochodzacej z korzeni roslin PS. Stosujac
przeciwciala na fosfotreoning i biatka 14-3-3 pokazatam, ze krétkie dziatanie wysokiej
temperatury powodowalo wzrost fosforylacji badanego biatka, przyczyniajac si¢ do
stymulacji jego aktywnosci. Natomiast okreslajac poziom transkryptow wykazatam, ze w
roslinach PS ekspresja genéow CsHA4 i CsHAS8 byta istotnie stymulowana. Ponadto
stwierdzitam, ze poziom ABA i H;O, wyraznie rost w wyniku traktowania roslin wysoka
temperatura. We wczesniejszych pracach wykazatam, ze zar6wno ABA jak 1 H,O, moga
stymulowa¢ ekspresje genéw kodujacych plazmolemowa H'-ATPaze w korzeniach siewek
ogorkow. Ciekawym bylo wyjasnienie czy S$ciezki transdukcji sygnalu prowadzace do
stymulacji aktywnosci PM H'-ATPazy z udzialem ABA i H,0, dziataja niezaleznie, czy
wystepuje krzyzowanie si¢ tych drog sygnatowych i czy dwa wspomniane elementy tych
kaskad reakcji sa od siebie zalezne czy nie. Aby to zbada¢ zastosowalam inhibitory syntezy
obu tych zwiazkow, tzn. wolframian (inhibitor ABA-aldehydowej oksydazy) lub
difenyleneiodonium, DPI (inhibitor oksydazy NADPH, hamujacy syntezg H,O;) zanim
rosliny poddatam dziataniu wysokiej temperatury. Istnialy dane literaturowe wskazujace, ze
ABA moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszone ilo$ci poziomu nadtlenku w roslinach narazonych

na dzialanie r6znych streséw abiotycznych poprzez stymulacj¢ aktywnosci oksydazy NADPH



- produkujacej anionorodnik ponadtlenkowy, ktory bardzo szybko jest przeksztatcany przez
dysmutaz¢ ponadtlenkowa do nadtlenku wodoru. Wydawalo si¢ wigc, ze podwyzszony
poziom nadtlenku obserwowany w pracy moéglt wynikaé ze zwigkszonej ilosci ABA w
siewkach narazonych na dziatanie wysokiej temperatury. Ponadto pokazatam, ze traktowanie
ro$lin kwasem abscysynowym powodowato stymulacj¢ ekspresji genow kodujacych te same
izoformy H'-ATPazy, ktorych ekspresja byta stymulowana wysoka temperatura (CsHA4 i 8).
Moglam wiec spekulowaé, ze wzrost aktywnosci PM H'-ATPazy w korzeniach siewek
ogbérkow narazonych na dziatanie wysokiej temperatury, mogt wynika¢ ze zwigkszonej ilo$ci
ABA w tkankach, ktory wplywatby na produkcje HO, i oba te zwiazki, albo tylko Hy0»
zwigkszatyby ekspresje¢ gendéw plazmolemowej pompy protonowej. Jednak wykonane
dos$wiadczenia ze wspomnianymi inhibitorami pokazaly zupeklnie inna kaskadeg reakcji w
siewkach ogorka narazonych na wysoka temperaturg. Wyniki przeprowadzonych analiz
pokazaty, ze podczas dzialania HS, w pierwszej kolejnosci podwyzsza si¢ poziom H,0; i
dopiero ta zmiana moze pociaga¢ za soba wzrost syntezy ABA, poniewaz aplikacja DPI,
hamujaca syntez¢ H,O, blokowata takze syntez¢ ABA. Z drugiej strony hamowanie syntezy
ABA nie zmienialo poziomu H;0, w tkankach. Wyniki badan wtasnych sa sprzeczne z
doniesieniami literaturowymi i pokazuja, ze w roslinach by¢ moze funkcjonuje $ciezka
sygnalowa, gdzie to nie ABA zwigksza synteze nadtlenku ale wiasnie nadtlenek moze
promowac powstanie ABA. Zanim nastapi zlozona synteza ABA, w tkankach zachodzi
najprawdopodobniej szybka synteza nadtlenku, po ktorej to dopiero nastepuje wzmozona
synteza ABA 1 odpowiedZ na czynnik stresowy. Niezaleznie od powyzszych rozwazan,
pokazatam, ze obie wspomniane czasteczki sygnatowe: ABA i HyO, wydaja sie odgrywac
istotna role indukcji aktywnosci plazmolemowej H'-ATPazy, w warunkach wysokiej
temperatury, a w szczego6lnosci w roslinach gdzie czynnik stresogenny zostat wycofany 1
nastepuja juz procesy naprawcze. Nowatorski charakter prezentowanych badan dotyczacych
wysokiej temperatury polegal przede wszystkim na kompleksowym przedstawieniu wptywu
HS na plazmolemowa pompa protonowa. Do tej pory w literaturze nie byto zadnych prac
wyjasniajacych $ciezki transdukcji sygnatu prowadzace do modyfikacji plazmolemowej H'-
ATPazy 1 mowiacych o roli tego biatka w adaptacji roslin do wysokiej temperatury. Ponadto
kaskada reakcji, w ktorych to transdukcja sygnatu przebiega w kolejnosci H,O, i dopiero
ABA nie byla nigdy dotad prezentowana. Przedstawione wyniki zamie$citam w publikacji

(piata w cyklu): “Abscisic acid and hydrogen peroxide induce modification of plasma



membrane H*-ATPase from Cucumis sativus L. roots under heat shock”. Janicka-Russak M.,
Kabata K. (2012), Journal of Plant Physiology. 169 (16): 1607-1014.

W ramach wymienionego grantu wrocitam takze do badan plazmolemowej H'-
ATPazy w kontekscie stresu solnego. Poznanie mechanizmdéw regulacji aktywnos$ci tego
biatka, w kontek$cie innych stresow - chldd, metale cigzkie czy wysoka temperatura -
zmuszalo mnie do zadania sobie pytania, czy w stresie solnym $ciezki transdukcji sygnatu
prowadzace do wzrostu aktywno$ci pompy protonowej sa takie same jak w  stresach
spowodowanych zmianami temperatury czy metalami ciezkimi w $rodowisku. Na poczatku
mojego kontaktu z nauka (praca magisterska, doktorat) badatam plazmolemowa H'-ATPaze
tylko w konteksécie krotkotrwalego (24 godziny) ostrego stresu solnego (200mM NaCl).
Ciekawym bylo okreslenie mechanizméw modyfikacji H'-ATPazy w ro$linach narazonych na
dlugotrwaty, tagodny stres solny. Chcac odpowiedzie¢ na nurtujace mnie pytanie okreslitam
wptyw 50 mM chlorku sodu na aktywno$¢ plazmolemowej pompy protonowej. Rosliny byty
narazone na dzialanie soli przez 1, 3 1 6 dni. W stresowanych roslinach stwierdzitam staba
stymulacj¢ aktywno$ci hydrolitycznej, natomiast bardzo duzy wzrost transportu protonow
przez plazmoleme. Wspdtczynnik sprzezenia H'/ATP wyraznie rost w wyniku zasolenia i byt
najwigkszy w roslinach poddanych 6-cio dniowemu zasoleniu. Obserwowatam tez
podwyzszony poziom nadtlenku wodoru, przy czym najwigkszy jego poziom okreslitam w
ro$linach traktowanych 6 dni NaCl. Dodatkowo, po 6-ciu dniach stresu solnego w korzeniach
siewek ogorkow pojawily si¢ biatka HSP17,7 1 HSP101, sugerujace, ze w ro$linach
rozpoczynaja sie procesy naprawcze i adaptacyjne do stresu. Dodatkowo, przy udziale
przeciwcial skierowanych przeciwko fosfotreoninie i biatku 14-3-3, wykazatam, ze w
warunkach tagodnego, dlugotrwajacego zasolenia zmiana aktywno$ci pompy protonowe;j
wynika ze zmian na poziomie posttranslacyjnym. Oprocz modyfikacji potranslacyjnych
stymulacja aktywnosci bialka mogta réwniez wynika¢ ze zmian na poziomie genetycznym.
Okazato si¢ bowiem, ze w warunkach zasolenia pojawia si¢ w siewkach ogérka dodatkowa
izoforma PM H'-ATPazy (CsHA1L), ktéra nie ulega ekspresji w roslinach nie poddanych
dziataniu soli. Pojawienie si¢ nowej izoformy, oprécz wzrostu aktywnosci H'-ATPazy,
Swiadczy o waznej roli biatka CSHA1 w utrzymaniu homeostazy jonowej w roslinach podczas
stresu solnego. Wyniki zamies$citam w publikacji: “Modification of plasma membrane proton
pumps in cucumber roots as an adaptation mechanism to salt stress”. Matgorzata Janicka-

Russak, Katarzyna Kabala, Anna Wdowikowska, Grazyna Klobus, Journal of Plant



Physiology (2013) (http://dx.doi.org/10.1016/}.jplph.2013.02.002), ktora stanowi ostatnia,
szosta prace cyklu.

Najwazniejsze, oryginalne osiagnigcia badan opublikowanych w cyklu prac
habilitacyjnych to:
1. Wykazanie potencjalnej roli plazmolemowej H*ATPazy w adaptacji ogorka do stresu
solnego, metali cigzkich, zbyt niskiej lub zbyt wysokiej temperatury.
2. Udowodnienie, ze zmiany aktywno$ci pompy indukowane stresogennymi czynnikami
abiotycznymi (NaCl, metale cigzkie, niska i wysoka temperatura) obejmuja genetyczny i
posttranslacyjny poziom regulacji.
3. Pokazanie, ze posttranslacyjna modyfikacja pompy polega na odwracalnej fosforylacji
biatka enzymatycznego i odpowiada za wzrost jego aktywnosci.
4. Prze$ledzenie zmian na poziomie genetycznym i wskazanie izoform plazmolemowej H'-
ATPazg, ktorych ekspresja zmienia sig istotnie w poszczegdlnych stresach.
5. Wskazanie na specyficzne funkcje izoformy CsHALl w generowaniu odpornosci na stres
solny.
6. Wykazanie niezmierniec waznej roli ABA i H,O, w adaptacji plazmolemowej pompy
protonowej w korzeniach siewek ogorka do stresow abiotycznych oraz $ciezki reakcji w

ktorych te dwie wazne molekuty biora udziat.

Obecnie mam mozliwo$¢ kontynuowania prac zwigzanych z poznawaniem S$ciezek
transdukcji sygnatu prowadzacych do zmiany aktywnosci plazmolemowej H'-ATPazy w
warunkach réznych streséw abiotycznych, poniewaz uzyskatam finansowanie badan, w
postaci grantu na badania wilasne (OPUS, nr rejestracyjny 2012/05/B/NZ3/00422),
zatytutowanego: Udzial czasteczek sygnatowych, H,O,, NO i H,S, w adaptacji siewek
Cucumis sativus L. do stresow abiotycznych. Jestem kierownikiem tego grantu,

przewidzianego na lata 2013-2016.



5. Omowienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Ponizej przedstawiam wykaz innych opublikowanych prac naukowych nie wchodzacych w

sktad wczesniej opisanego osiagnigcia naukowego.

Janicka-Russak M., Klobus G. 2002. Modyfikacje pomp protonowych plazmolemy i
tonoplastu w warunkach stresu solnego. Zeszyty Problemowe Nauk Rolniczych. vol 481:
417- 422. Udzial wtasny to 80%

Kabata K., Klobus G., Janicka-Russak M. 2003. Nitrate transport across the tonoplast of
Cucumis sativus L. root cells. Journal of Plant Physiology 160 : 523-530. [IFz003 1.149,
MNISW: 35p] Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziat wlasny 5%
Janicka-Russak M., Kabata K., Pacholicki P., Ktobus G. 2004. Wplyw wybranych
kwasow fenolowych na wzrost i aktywno$¢ plazmolemowej H'-ATPazy w siewkach
ogorkow. Zeszyty Problemowe Nauk Rolniczych. vol. 496. : 325-330. Udziatl wlasny
50%

Klobus G., Janicka-Russak M. 2004 Modulation by cytosolic components of proton
pump activities in Cucumis sativus, roots during salt stress. Physiologia Plantarum 121:
84-92. [IF2004 2.167, MNiSW: 35p] udzial wiasny 50%

Kabata K., Janicka-Russak M., Burzynski M., Ktobus G. 2008. Comparison of heavy
metal effect on the proton pumps of plasma membrane and tonoplast in cucumber root
cells. Journal of Plant Physiology 165: 278-288. [IF0s 2.437, MNiISW: 35p] udziat
wiasny 10%

Janicka-Russak M., Kabata K., Mtodzinska E., Ktobus G. 2010. The role of polyamines
in the regulation of the plasma membrane and tonoplast proton pumps under salt stress.
Journal of Plant Physiology 167: 261-269. [IF10 2.677, MNiSW: 35p] udzial wlasny
70%

Kabata K., Janicka-Russak M. , Ktobus G., 2010. Different responses of tonoplast pumps
in cucumber roots to cadmium and copper. Journal of Plant Physiology 167: 1328-1335.
[IF2010 2.677, MNISW: 35p] udziat wlasny 10%

Kabatla K., Janicka-Russak M. 2011. Differential regulation of vacuolar H*-ATPase and
H*-Ppase in Cucumis sativus roots by zinc and nickel. Plant Science, 180 (3): 531-539.
[IF 2.945, MNiSW: 35p] udziat wiasny 10%



9. Janicka-Russak M. (2011). Plant Plasma Membrane H*-ATPase in Adaptation of Plants
to Abiotic Stresses, Abiotic Stress Response in Plants - Physiological, Biochemical and
Genetic Perspectives, Arun Shanker, Co-editor: B. Venkateswarlu (Ed.), ISBN:
978-953-307-672-0, InTech, udziat wiany 100%

10. Kabata K., Janicka-Russak M. 2012. Na'/H" antiport activity in plasma membrane and
tonoplast vesicles isolated from NaCl treated cucumber roots. Biologia Plantarum 56 (2):
377-382. [IF 1.974, MNiSW: 25p] Udziat wiasny 50%

11. Kabata K., Janicka-Russak M., Anklewicz A. 2013. The mechanism of Cd and Cu action
on the tonoplast proton pumps in cucumber roots. Physiologia Plantarum, 147:2017-211.
[IF 3.112, MNiSW: 35p] udziat wiasny 10%

Sumaryczny Impact Factor wyzej wymienionych (11) publikacji wynosi: 19.138
Sumaryczna liczba punktow MNiSW (zgodnie aktualna punktacja wg wykazu MNiSW (lista A) z dn. 20

grudnia 2012 oraz rozporzadzenia MNiSW z 13 lipca 2012) Wynosi 270

Swoja prace naukowa (praca magisterska i pdzniej praca doktorska) rozpoczynatam od
badania aktywnosci dwoch pomp protonowych: plazmolemowej i tonoplastowej H*-ATPazy.
Enzymy te maja zupelnie inna budowg i r6zna lokalizacj¢ subkomoérkowa. Jednak w swoich
badaniach jednoznacznie wykazalam, Zze biatka te wspotuczestnicza w adaptacji siewek
ogorkow do stresu solnego. Przyczyniaja si¢ one do wytworzenia gradientu protonow w
poprzek plazmolemy i tonoplastu, ktory to gradient zostaje nastgpnie wykorzystany przez
wtorne transportery do usunigcia nadmiaru toksycznych jondéw sodu z cytoplazmy do
apoplastu i wakuoli. Rolg¢ pomp protonowych plazmolemy i tonoplastu oraz udziat
plazmolemowego i tonoplastowego antyportera sodowo-protonowego w detoksyfikacji
komorek siewek ogorka doktadnie opisalam w pracy: Kabata K., Janicka-Russak M. 2012,
Na'/H" antiport activity in plasma membrane and tonoplast vesicles isolated from NaCl
treated cucumber roots. Biologia Plantarum 56 (2): 377-382. Pani doktor Katarzyna Kabata z
mojego Zaktadu jest wspotautorem kilku moich prac. Jest autorem prac skupiajacych sie
wokot zagadnienia tonoplastu 1 zwiazanych z nim enzyméw zaangazowanych w transport
protonéw: V-ATPaza i pirofosfataza. Pomogla mi opanowac¢ warsztat metodyczny zwiazany z
izolacja tonoplastu i oznaczaniem aktywnosci obu wspomnianych enzymoéw. Dzigki temu
moglySmy si¢ pozniej wspomaga¢ w pracy laboratoryjnej 1 dyskutowa¢ wspdlnie wyniki

dotyczace zaro6wno plazmolemowej jak i tonoplastowe] pompy protonowej w konteksScie



stresu solnego 1 metali cigzkich Moj udziat w pracach kierowanych przez Pania Kabale,
dotyczacy tonoplastowej H'-ATPazy i pirofosfatazy w stresie metali ciezkich, w ktorych jest

pierwszym autorem (4 publikacje), byt w granicach 10%.

Bardzo ciekawe okazaly si¢ wyniki prac zwiazanych z okresleniem wplywu poliamin na
aktywno$¢ plazmolemowej i tonoplastowej H'-ATPazy. Informacje dotyczace roli poliamin
(putrescyny, spermidyny i sperminy) w warunkach stresu solnego nie byly w pelni
wyjasnione. Czgsto w literaturze pojawialy si¢ sprzeczne i niejasne dane na temat poziomu
poliamin i ich roli w adaptacji roslin do stresu solnego. Jednak w pracach tych podkreslano,
ze podwyzszony poziom poliamin przyczynia si¢ do ochrony roslin przed toksycznym
dziataniem NaCl. Wyniki uzyskane przeze mnie byly sprzeczne z doniesieniami
literaturowymi. Okazato sig, ze ostry stres solny (24 godziny 200mM NaCl) wcale nie
podnosit endogennego poziomu poliamin, ale powodowal wyrazne obnizenie ilo$ci zarowno
putrescyny, sperminy jak i spermidyny w korzeniach siewek ogorkow. Sprawdzitam wobec
tego wplyw poliamin na aktywno$¢ plazmolemowej i tonoplastowej pompy protonowe;.
Okazalo sig, ze poliaminy (w st¢zeniu 50 uM) wprowadzone do mieszaniny reakcyjnej lub tez
do pozywki zdecydowanie powodowaly zahamowanie aktywnosci obu badanych pomp
protonowych. W przypadku plazmolemowej pompy protonowej hamowanie aktywnosci
enzymu byto skorelowane z obnizeniem transkrytpu CSHA3 (jedna z izoform plazmolemowej
H*-ATPazy, ktorej ekspresja zachodzi tylko w korzeniach siewek ogérkow). W pracy
przeprowadzajac szereg analiz dowiodlam, Ze obnizony poziom poliamin w przypadku
ostrego krotkotrwatego stresu solnego byl korzystny dla roslin do przetrwania niekorzystnych
warunkéw bowiem po pierwsze obnizata si¢ ilo$¢ czynnika hamujacego pompy protonowe (a
wzrost aktywno$ci pomp jest niezbedny do detoksyfikacji w warunkach ostrego zasolenia).
Po drugie w wyniku nadmiernego zasolenia roénie w cytozolu poziom kationow (Na®).
Utrzymanie rownowagi kationowo/anionowej jest bardzo wazne. Poliaminy wystgpuja W
cytozolu jako poliaktiony. W warunkach ostrego stresu solnego, kiedy naplywa nadmierna
iloSc kationow sodowych, obnizony poziom poliamin bgdzie wspomagal komorke w
utrzymaniu réwnowagi kationowo anionowej poprzez obnizenie poziomu endogennych
polikationéw (poliamin). W pracy pokazatam, ze rosliny modyfikujac biosynteze poliamin
moga zwigksza¢ tolerancje na zasolenie. Wyniki opublikowaltam w publikacji: Janicka-
Russak M., Kabata K., Mtodzinska E., Klobus G. 2010. The role of polyamines in the
regulation of the plasma membrane and tonoplast proton pumps under salt stress. J. Plant

Physiol. 167: 261-269. Praca ta cieszy si¢ duzym zainteresowaniem, by¢ moze z powodu



odbiegajacych od dotychczas znanych wynikow. Po jej opublikowaniu otrzymywatam
zaproszenia do pisania prac przegladowych, badz tez rozdzialow w ksiazkach poswieconych
stresom abiotycznym. Z jednego z takich zaproszen skorzystatam i napisatam rozdziat: “Plant
Plasma Membrane H*-ATPase in Adaptation of Plants to Abiotic Stresses” w ksiazce: Abiotic
Stress Response in Plants - Physiological, Biochemical and Genetic Perspectives, Arun
Shanker, Co-editor: B. Venkateswarlu (Ed.), ISBN: 978-953-307-672-0, InTech. W
rozdziale tym dokonatam szczegdétowego przegladu literatury na temat roli plazmolemowe;j
H*-ATPazy w adaptacji roslin do stresow abiotycznych. Wydawnictwo przestato note
informujaca, ze napisany przeze mnie rozdziat osiagnat imponujaca liczb¢ pobran ze stron
internetowych InTech (ponad 6 000). Najwigcej pobran powyzszego rozdzialu byto w USA,
Japoni, Chinach, Polsce i Indiach.
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