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Tytul rozprawy doktorskiej, wykonanej w Katedrze Fizjologii Roslin:

»Znaczenie promieniowania fotosyntetycznie czynnego oraz UV-B w oddziatywaniu
trojpierscieniowych weglowodorow aromatycznych na zielenice planktonowe z
rodzaju Scenedesmus”.

Promotor: Prof. dr hab. Zbigniew Tukaj.
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Tytut pracy magisterskiej, wykonanej w Katedrze Fizjologii Ro$lin:
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Promotor: dr Krystyna Burkiewicz.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Od 01.04.2005 do chwili obecnej: adiunkt w Katedrze Fizjologii i Biotechnologii
Roslin, Wydziat Biologii, Uniwersytet Gdanski.

Od 01.10.1997 do 31.03.2005: asystent w Katedrze Fizjologii Roslin, Wydziat
Biologii, Geografii i Oceanologii, Uniwersytet Gdanski. W tym roczny (od
pazdziernika 1999 do wrze$nia 2000) urlop macierzynski/wychowawczy.

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

a) tytul osiagniecia naukowego:

Mechanizm toksycznego oddzialywania policyklicznych weglowodorow
aromatycznych na jednokomorkowe zielenice planktonowe.

b) publikacje wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego:

1. Aksmann A., Pokora W., Bascik-Remisiewicz A., Dettlaff-Pokora A., Tukaj Z.
2016. High hydrogen peroxide production and antioxidative enzymes expression in
the Chlamydomonas reinhardtii cia3 mutant with an increased tolerance to cadmium
and anthracene. Phycol. Res. 64: 300-311.

IF: 1,42; MNiSW: 25. M6j udzial procentowy szacuje na 40%.

2. Aksmann A., Pokora W., Bascik-Remisiewicz A., Dettlaff-Pokora A., Wielgomas
B., Dziadziuszko M., Tukaj Z. 2014. Time-dependent changes in antioxidative
enzymes expression and photosynthetic activity of Chlamydomonas reinhardtii cells
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under acute exposure to cadmium and anthracene. Ecotoxicol. Environ. Saf. 110: 31-
40.
IF: 2,762; MNiISW: 30. MJj udziat procentowy szacuje na 60%.

3. Bascik-Remisiewicz A., Aksmann A., Zak A., Kowalska M., Tukaj Z., 2011.
Toxicity of cadmium, anthracene and their mixture to Desmodesmus subspicatus
estimated by algal growth-inhibition 1SO standard test. Arch. Environ. Contam.
Toxicol. 60 (4): 610-617.

IF: 1,927; MNiSW: 25. MJj udziat procentowy szacuje na 45%.

4. Aksmann A., Shutova T., Samuelsson G., Tukaj Z., 2011. The mechanism of
anthracene interaction with photosynthetic apparatus: a study using intact cells,
thylakoid membranes and PS 1l complexes isolated from Chlamydomonas
reinhardtii. Aquat. Toxicol. 104 (3-4): 205-210.

IF: 3,761; MNiSW: 45. MJj udziat procentowy szacuje na 70%.

5. Aksmann A., Tukaj Z., 2008. Intact anthracene inhibits photosynthesis in algal
cells: A fluorescence induction study on Chlamydomonas reinhardtii cw92 strain.
Chemosphere, 74: 26-32.

IF: 3,054; MNISW: 24. MJj udzial procentowy szacuje na 85%.

€c) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z
omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Osiagnigcie naukowe stanowiace podstawe ubiegania si¢ o stopien doktora
habilitowanego zostato przedstawione w pigciu monotematycznych publikacjach,
dotyczacych ~ mechanizmu  toksycznego  oddziatywania  policyklicznych
weglowodorow aromatycznych, na przyktadzie antracenu, na jednokomorkowe
zielenice planktonowe. W czterech z tych prac jestem zar6wno pierwszym autorem,
jak i autorem korespondencyjnym, a sumaryczny IF wspomnianych publikacji
wynosi 12,924,

Policykliczne weglowodory aromatyczne (ang. polycyclic aromatic hydrocarbons,
PAHS) oraz ich pochodne od wielu lat stanowia przedmiot badan naukowych, gdyz
substancje te, nalezace do glownych antropogenicznych zanieczyszczen $rodowiska
naturalnego, wykazuja dziatanie toksyczne i mutagenne, a akumulujac si¢ w
organizmach zywych stanowia zagrozenie dla zdrowia i zycia czlowieka. Problem
toksycznego wptywu PAHS na organizmy roslinne byt niejednokrotnie podnoszony
w badaniach z zakresu ekotoksykologii i fizjologii roslin, jednak uzyskiwane wyniki,
koncentrujace si¢ w gtdownej mierze na wzrostowych efektach dziatania PAHS, nie

dawaty jednoznacznej odpowiedzi co do pierwotnych przyczyn ich toksycznosci.
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Badania nad toksycznym wptywem PAHS i ich pochodnych na jednokomoérkowe
glony planktonowe rozpoczetam jako asystent zatrudniony w Katedrze Fizjologii
Roslin UG, pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Tukaja. Prowadzone przeze
mnie badania, finansowane z grantu promotorskiego KBN oraz czterech granatéw
uczelnianych BW, skoncentrowane byly na dwodch trojpierscieniowych
weglowodorach aromatycznych: antracenie i fenantrenie. Badania te podsumowane
zostaly w rozprawie doktorskiej pt. ,,Znaczenie promieniowania fotosyntetycznie
czynnego oraz UV-B w oddzialywaniu trojpierscieniowych weglowodorow
aromatycznych na zielenice planktonowe z rodzaju Scenedesmus”. Przedstawione w
niej wyniki pozwolily wykaza¢ migdzy innymi, ze toksyczno$¢ PAHs oraz ich
pochodnych silnie zalezy od nat¢zenia promieniowania fotosyntetycznie czynnego
(PAR) oraz od dostgpnosci w srodowisku nieorganicznych form wegla (Aksmann i
Tukaj 2004). Badania wskazaty takze, ze szczepy blisko ze soba spokrewnionych
glonow moga rozni¢ si¢ drastycznie wrazliwoscia na dzialanie PAHSs i ich
pochodnych, oraz ze izomeryczne formy tych substancji, mimo zblizonej budowy,
wykazuja niejednakowy poziom toksycznosci wzgledem badanych organizméw
(Aksmann i Tukaj 2004, Tukaj i Aksmann 2007). Analiza wspomnianych powyzej
wynikow na tle dostgpnej literatury nie data wyraznej odpowiedzi, co do mozliwych
przyczyn roznej toksycznosci PAHs i reakcji na nie roznych szczepdéw glonow. Z
tego wzgledu, w dalszych doswiadczeniach postanowilam zbada¢ pierwotne
przyczyny oddziatywania PAHs na jednokomoérkowe zielenice planktonowe.

Szukajac mechanizmow lezacych u podstaw toksycznos$ci PAHS skupitam si¢ na
antracenie (ANT) — weglowodorze o wysokiej toksycznosci i silnych wtasciwosciach
fotouwrazliwiajacych (Huang i wsp. 1997, Aksmann i Tukaj 2004). Warto tutaj
zaznaczy¢, ze przedmiotem mojego zainteresowania bylo dzialanie antracenu w jego
niezmienionej formie, podczas gdy wickszos¢ dostepnych danych literaturowych
jako przyczyne toksycznosci ANT wskazywata jego podatnos¢ na fotomodyfikacije,
czyli zachodzace pod wptywem $wiatla stonecznego przemiany do pochodnych
chinonowych (Huang i wsp. 1997, Mallakin i wsp. 1999). O ile toksycznos¢
chinonéw wynika gléwnie z mozliwosci zastgpowania przez te substancje
naturalnych komponentéw komorkowych ukladow redox (np. plastochinonu,

ubichinonu), co wywotuje zaburzenia przebiegu podstawowych procesow
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metabolicznych, o tyle mechanizm toksycznego dziatania niezmienionych PAHSs nie
jest tak oczywisty.

Ze wzgledu na hydrofobowy charakter PAHs, akumuluja si¢ one w komorce
ro$linnej, przede wszystkim w bogatym w blony biatkowo-lipidowe chloroplascie,
zaburzajac proces fotosyntezy (Duxbury i wsp. 1997). W badaniach zmian
funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego pod wptywem substancji toksycznych
cennym narzedziem sa hieinwazyjne metody oparte na pomiarze fluorescencji
chlorofilu a in vivo: metoda pulsowej modulacji amplitudy (PAM), czy metoda
analizy krzywych Kautsky’ego (testy OJIP). Dlatego tez w pierwszym etapie badan
postanowitam uzy¢ tych wlasnie metod w celu przeanalizowania zmian w przebiegu
fotosyntezy zachodzacych pod wptywem ANT. Wykorzystanie modelowej
jednokomoérkowej zielenicy Chlamydomonas reinhardtii oraz metody testow OJIP
pozwolito wykaza¢, ze ANT powoduje zmiany przebiegu krzywej indukcji i
wygaszania fluorescencji chlorofilu a, $wiadczace o zahamowaniu przeptywu
elektronow po donorowej stronie fotosystemu Il (PS I1), najprawdopodobniej
pomigdzy chinonami Qa i Qb, czemu towarzyszy obnizenie kwantowej wydajnos$ci
fotochemicznej PS 1l (Aksmann i Tukaj 2008). Co wigcej, uzyskane wyniki
sugerowaly, ze miejscem dziatania ANT jest nie tylko PS II, ale takze tancuch
transportu elektronow z PS II do fotosystemu | (PS 1), a by¢ moze rowniez sam PS |.
Swiadczyt o tym fakt, ze wydajno$¢ wydzielania tlenu fotosyntetycznego, zalezna od
harmonijnego dziatania obydwu fotosystemdow, byta przez ANT hamowana bardziej,
niz wskazywalyby na to parametry fluorescencji otrzymywane na podstawie
funkcjonowania samego PS Il. W celu zbadania ww. problemu postanowitam zatem
przeprowadzi¢ bardziej szczegdtowa analizg oddzialywania ANT na aparat
fotosyntetyczny, wykorzystujac w tym celu tylakoidy i kompleksy PS Il izolowane z
komorek Chlamydomonas reinhardtii, ktore to badania wykonatam podczas jednego
z moich pobytow w Umea Plant Science Center (Umea, Szwecja). Dysponujac
izolowanymi kompleksami PS II wykaza¢ moglam jednoznacznie, ze ANT nie
oddziatuje bezposrednio na fotosystem II (Aksmann i wsp. 2011). Ciekawe wyniki
przyniosty takze badania interakcji ANT z izolowanymi tylakoidami wskazujace, ze
w ukladzie takim ANT stymuluje przeplyw elektronéw przez tancuch
fotosyntetyczny (Aksmann i wsp. 2011). Poniewaz podobne wyniki uzyskiwane sa

dla substancji elektrofilowych (Lotina-Hennsen i wsp. 1998) oraz czynnikow
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rozprzggajacych fosforylacje fotosyntetyczna (McCarty 1980), wspomniany efekt
ANT mogt mie¢ teoretycznie dwie przyczyny. Po pierwsze ANT moglby petnic
funkcje sztucznego akceptora elektronéw, odbierajac je od ktoregos$ z przenosnikow
fancucha. W $wietle danych literaturowych  wydawato si¢ to jednak mato
prawdopodobne z powodu niskiego potencjatu redukcyjnego ANT (Vanysek 2004).
Druga z mozliwych przyczyn stymulujacego wplywu ANT na transport elektronow
w lancuchu fotosyntetycznym wynika z hydrofobowych wlasnosci tego
weglowodoru. Wiadomo, ze PAHs akumulujac si¢ w blonach biatkowo-lipidowych
(Duxbury i wsp. 1997) powoduja w nich konformacyjne zmiany. Tak wigc
postawiona zostala hipoteza, ze ANT, poprzez zwigkszenie przepuszczalnosci btony
tylakoidow dla protondow i zmniejszenie gradientu protonowego, dziata jako czynnik
rozprzggajacy fosforylacje fotosyntetyczna, co w uktadzie in vitro przyspiesza
transport elektronow, a w uktadzie in vivo skutkuje inhibicja fotosyntezy. Hipoteza ta
zostata zweryfikowana dzigki analizie fluorescencji chlorofilu a in vivo technika
PAM. Metoda ta umozliwia oszacowanie warto$ci parametrow niefotochemicznego
wygaszania fluorescencji (NPQ, gEmax), ktorych wielkos¢ zalezy od wielkoSci
gradientu protonow w poprzek btony tylakoidow (Demmig-Adams i Adams 2006;
Miiller i wsp. 2001). Rzeczywiscie, przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty,
ze ANT powoduje spadek wartosci NPQ i qEmax w komoérkach C. reinhardtii
(Aksmann i wsp. 2011), co potwierdza rozprzggajace dzialanie tej substancji i
pozwala wyjasni¢ zardéwno stymulacje¢ przeptywu elektronéw w uktadzie in vitro
(izolowane tylakoidy) jak i inhibicje fotosyntezy in vivo.

W tym miejscu warto nadmieni¢, ze opisane powyzej badania skoncentrowane
byly wylacznie na antracenie jako substancji dzialajacej pojedynczo, podczas gdy w
swietle wspolczesnych badan z zakresu toksykologii szczegdlnej wagi nabiera
kwestia wspotwystgpowania w srodowisku wodnym roéznych grup zanieczyszczen
chemicznych (De Zwart i Posthuma 2005). Wiadomo, ze wraz z policyklicznymi
weglowodorami aromatycznymi, do ktorych nalezy ANT, w §rodowisku wodnym
wystepuja bardzo czesto metale ciezkie (Gust, 2006), a dziatanie takich mieszanin
substancji toksycznych jest czesto trudne do przewidzenia wskutek wystgpowania
miedzy nimi interakcji (Faust i wsp. 2003). Przedmiotem moich dalszych rozwazan
naukowych stat si¢ zatem taczny wptyw ANT i kadmu (Cd), jako przedstawiciela

metali cigzkich, na komorki zielenic planktonowych.
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W celu zbadania ztozonych zaleznosci, jakie wystepuja podczas oddziatywania
mieszanin substancji toksycznych na organizm ro$linny, wybrany zostat standardowy
test toksykologiczny ISO (ISO 2004, protokét 8692), w ktorym organizmem
wskaznikowym jest zielenica planktonowa Desmodesmus subspicatus. Azeby lepiej
scharakteryzowa¢ zmiany zachodzace w komorce roslinnej poddanej lacznemu
dziataniu ANT i1 Cd, do zalecanego w procedurze ISO wskaznika toksycznosci —
liczebnosci populacji — dodane zostaly parametry opisujace przebieg procesu
fotosyntezy. Uzyskane wyniki wykazaty, ze mieszanina ANT i Cd aplikowanych w
niskich stgzeniach (odpowiadajacych wartoSciom toksykologicznym ECjyg) dziata na
D. subspicatus silniej, niz wynikaloby to z sumy efektow substancji dzialajacych
pojedynczo. Tak wigc interakcja migdzy toksykantami miata charakter
synergistyczny, zarbwno w odniesieniu do hamowania wzrostu populacji, jak i
ogblnego stanu aparatu fotosyntetycznego (Bascik-Remisiewicz i wsp. 2011).
Poniewaz warunki prowadzenia glonowego testu ISO (m.in. uboga pozywka, niska
gesto$¢ wyjsciowa populacji) z zatozenia zblizone sa do warunkow panujacych w
naturalnym $rodowisku wystgpowania organizméw testowych, wnioskowaé mozna,
ze toksyczno$¢ policyklicznych weglowodoréw aromatycznych trafiajacych do
zbiornikow wodnych moze by¢ znaczaco wzmagana przez wspolwystepujace z
PAHs metale cigzkie. Jako ze obydwie wspomniane grupy substancji naleza do
induktorow powstawania reaktywnych form tlenu (RFT) w komorce, naturalnym
wyborem dalszej drogi badan byla analiza parametrow stresu oksydacyjnego u
glonoéw poddanych dziataniu ANT 1 Cd w kontekscie mozliwosci aklimatyzacyjnych
organizmu do warunkow takiego stresu.

Kolejny cykl dos§wiadczen, oparty na intensywnych kulturach Chlamydomonas
reinhardtii pozwolil wykazaé, ze zarowno ANT, jak i Cd powoduja wzmozona
produkcje H,O, w traktowanych komorkach (Aksmann i wsp. 2014). Pomimo tak
jednoznacznego symptomu wystgpowania Silnego stresu oksydacyjnego, wzrost
populacji C. reinhardtii byt zahamowany tylko czg$ciowo, co oznacza, ze duza
frakcja komorek byta w stanie kontynuowa¢ wzrost i podziaty. Wiadomo, ze stan
stresowy uruchamia w komoérce roéznorodne procesy prewencyjne/naprawcze na
poziomie ,,molekularnym” i ,,biochemiczno-fizjologicznym”. Aby wyjasni¢, w jaki
sposob glony zneutralizowa¢ moga skutki stresu oksydacyjnego wywotanego

dziataniem ANT i Cd, zaplanowana zostata seria do$wiadczen majacych na celu
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przesledzenie czasowych zmian molekularnych i fizjologicznych zachodzacych w
traktowanych komoérkach (Aksmann i wsp. 2014). Analiza procesow
aklimatyzacyjnych na poziomie molekularnym obejmowata zmiany ekspresji genow
kodujacych gltéwne enzymy antyoksydacyjne: dysmutazg¢ ponadtlenkowa (SOD),
peroksydaze askorbinianowa (APX), katalazg (CAT) oraz zmiany aktywnosci tych
enzymow, ze Szczeg6lnym uwzglednieniem chloroplastowej i1 mitochondrialnej
izoformy SOD. Aby scharakteryzowa¢ odpowiedz komorki na poziomie
”fizjologicznym”, badaniu poddano aktywno$¢ fotosyntetyczna badanego
organizmu, poprzez analiz¢ parametréw fluorescencji chlorofilu a in vivo.

Uzyskane wyniki wskazaly, ze zaburzenia fotosyntezy w komorkach
traktowanych ANT 1 Cd maja charakter przejSciowy: aktywnos$¢ fotosyntetyczna,
najsilniej obnizona w szdstej godzinie ekspozycji komorek na toksykanty, po
kilkunastu godzinach ekspozycji wracala do stanu bliskiego komérkom kontrolnym
(Aksmann i wsp. 2014). Jak wykazala analiza parametréow fluorescencji chlorofilu
a, obserwowany w szostej godzinie ekspozycji spadek ogdlnej wydajnosci aparatu
fotosyntetycznego i trzykrotny wzrost ilosci energii rozpraszanej niefotochemicznie
byt spowodowany gtownie okoto 50%-owym zmniejszeniem frakcji aktywnych
centrow reakcji PS II. W tym samym czasie w komodrkach traktowanych wzrosta
znaczaco ilo$¢ transkryptow gendw kodujacych SOD 1 CAT, a w nastgpnej
kolejnosci zaobserwowac¢ mozna byto postgpujacy wzrost aktywnosci wspomnianych
enzymoOw. Analiza zmian ilosci transkryptéw 1 aktywnos$ci poszczegdlnych izoform
enzymoOw antyoksydacyjnych pozwolita wysnu¢ interesujacy wniosek, ze za ochrong
mitochondrium przed RFT odpowiadaja CAT oraz mitochondrialna izoforma Mn-
SOD, podczas gdy glownym enzymem chroniagcym chloroplast jest chloroplastowa
izoforma Mn-SOD. Poniewaz w warunkach stresu zaobserwowano spadek
aktywnos$ci chloroplastowej izoformy Fe-SOD oraz APX, silna ekspresja genu
kodujacego chloroplastowa Mn-SOD zostata uznana za rodzaj komplementacji
majacej na celu efektywna neutralizacj¢ RFT w chloroplascie. W oparciu o
catosciowa interpretacje powyzszych wynikéw przyjeto, ze odpowiedz komoérki na
stres wywotany dziataniem ANT 1 Cd rozpoczyna si¢ stymulacja ekspresji genow
kodujacych SOD, APX 1 CAT, po ktorej nastgpuje wzrost aktywnosci tych
enzymow, co umozliwia stopniowe przywrocenie aktywnosci fotosyntetycznej

komorek. Podsumowaé wigc mozna, ze w zwalczaniu skutkow toksycznego
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dziatania substancji takich jak ANT i Cd kluczowa rol¢ odgrywa utrzymanie
redoksowej homeostazy komorki.

Silny zwiazek pomi¢dzy metabolizmem RFT, a stopniem odporno$ci komorki na
substancje toksyczne potwierdzit nastgpny cykl badan, ktérego celem bylo
wykazanie przyczyn réznej odpornosci szczepu dzikiego C. reinhardtii i jego
mutanta cia3 na dziatanie ANT i Cd (Aksmann i wsp. 2016). Dysfunkcyjnosé
mutanta cia3 polega na braku jednej z izoform anhydrazy weglanowej (CAH3),
nalezacej do enzymow odpowiedzialnych za wydajna asymilacje CO, (Hanson i wsp.
2003, Shutova i wsp. 2008). Dysfunkcja ta powoduje, ze mutanty cia3 odznaczaja si¢
niewielkimi mozliwosciami aklimatyzacyjnymi do zmian st¢gzenia CO; W
srodowisku, wskutek czego narazone sa na stres oksydacyjny wywotany
zahamowaniem procesow fotosyntetycznych. Oczekiwaé by mozna, ze tego typu
dysfunkcja uwrazliwi komorki cia3 na dziatanie toksykantow. Co zaskakujace,
przeprowadzone badania wskazaty, ze mutant cia3 jest mniej wrazliwy na dziatanie
ANT i Cd niz szczep dziki (WT) C. reinhardtii, co przejawiato si¢ migdzy innymi
silniejszym hamowaniem wzrostu populacji i fotosyntezy w traktowanych
komorkach WT (Aksmann i wsp. 2016). Szukajac powodu/powoddéw roznej
tolerancji obu szczepéw na Cd i ANT, szczegdlna uwage zwrocono na roéznice w
produkcji i detoksyfikacji RFT w komoérkach badanych organizmoéw, poniewaz
zarobwno Cd i ANT sa znane jako induktory stresu oksydacyjnego (Huang i wsp.
1997; Szivak i wsp 2009; Aksmann i wsp 2014). Przeprowadzone badania wykazaty,
ze w warunkach kontrolnych produkcja H,O, przez mutanta cia3 znacznie
przewyzsza wytwarzanie tej substancji przez WT. Aby wytlumaczy¢ to zjawisko
nalezy wzia¢ pod uwage, ze biatko CAH3 wspiera funkcjonowanie kompleksu
utleniania wody w PS Il (Shutova i wsp., 2008). Z tego powodu komoérki mutanta
cia3 maja mniej wydajne PS II niz komorki WT (Villarejo et al, 2002, Aksmann et
al. 2016), a optymalny transport elektronow w tych komorkach jest utrzymywany
przez nadprodukcje centréw reakcji PS II. Idac dalej, zwigkszona liczba centrow
reakcji PS 1l o zmniejszonej wydajno$ci moze by¢ przyczyna wysokiej produkcji
H.O, przez komorki cia3, gdyz obnizeniu efektywno$ci transportu elektronow
towarzyszy zazwyczaj zwigkszenie produkcji RFT (Apel i Hirt 2004), m.in.
anionorodnika ponadtlenkowego (O,), przeksztalcanego nastgpnie w nadtlenek

wodoru. Jezeli chodzi o enzymy antyoksydacyjne, stwierdzono, ze poziom
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transkryptow izoform SOD, jak réwniez aktywno$¢ izoenzyméw byla wyzsza w
komorkach cia3 niz w komorkach WT (Aksmann i wsp. 2016). Nie stwierdzono
jednakze znaczacych réznic w poziomach transkryptow APX i CAT, cho¢ w
komorkach cia3 aktywno$¢ tych enzymdéw byta nieco podwyzszona.

W przypadku komorek WT traktowanych ANT i Cd, zaobserwowa¢ mozna byto
wyrazne symptomy stresu oksydacyjnego w postaci gwattownego wzrostu produkeji
H.0,, podczas gdy w komoérkach cia3 zmiany te byty znacznie mniej zaznaczone. W
komorkach WT poddanych dziataniu substancji toksycznych ekspresja i aktywnos¢
izoform SOD rowniez byla wyzsza niz U cia3, ale aktywno$¢ APX i CAT byly
podobne u obu szczepow. Poniewaz odpornos¢ komorek na stres chemiczny zalezy
w duzym stopniu od aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych (Foyer i Noctor 2005;
Pokora i Tukaj 2010; Pokora i Tukaj 2013) zalozy¢ mozna, ze utrzymujacy si¢
wysoki poziom ekspresji i aktywnosci izoform SOD u cia3 jest jednym z powodow
jego wyzszej tolerancji na stres wywotany dziataniem ANT i Cd. Warto zauwazy¢,
ze opisywane tu badania stanowia jedyna jak dotad opublikowana dokumentacje
odpowiedzi mutanta cia3 na stres chemiczny i analize metabolizmu RFT w jego

komorkach.

Biorac pod uwage catoksztalt wynikow opisanych w powyzszym cyklu
publikacji, przedstawi¢ mozna prawdopodobng sekwencj¢ zdarzen, zachodzacych
w komorce glonowej eksponowanej na antracen. Toksyczne dziatanie tej
substancji zaczyna sig przypuszczalnie od niespecyficznego oddzialywania na blony
biatkowo-lipidowe. W przypadku chloroplastu prowadzi to do zmian struktury bton
tylakoidow i rozprzezenia fotofosforylacji, co powoduje inhibicj¢ wiazania COp,
ktéora z kolei prowokuje nadprodukcje RFT prowadzaca do wuszkodzenia
fotosystemoéw. W takich warunkach w komoérce uruchamiane zostaja mechanizmy
ochronne, wérod ktorych niezwykle istotna rolg pelnia enzymy antyoksydacyjne,
utrzymujace redoksowa homeostazg komoérki i decydujace w duzej mierze o

wrazliwo$ci organizmu na stres wgglowodorowy.

Literatura (zawiera pozycje nie wymienione w punkcie 4b)

1. Aksmann A., Tukaj Z. 2004. The effect of anthracene and phenanthrene on the
growth, photosynthesis and SOD activity of green alga Scenedesmus armatus depend on the
PAR irradiance and CO, level. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 47: 177-184.
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢é naukowo - badawczych.

5.1. Publikacje naukowe
Poza publikacjami sktadajacymi si¢ na osiagni¢cie naukowe przedstawione
powyzej, dorobek moj sktada si¢ z 9 publikacji (laczny IF: 18,058), ktorych jestem

wspoétautorem. Ponizej znajduje si¢ krotkie omoéwienie tych prac.
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5.1.1. Zakres tematyczny: toksycznos¢  policyklicznych — weglowodorow

aromatycznych i ich pochodnych wzgledem zielenic planktonowych.

1) Tukaj Z., Bohdanowicz J., Aksmann A. 1998. A morphometric and stereological
analysis of ultrastructural changes in two Scenedesmus (Chlorococcales,
Chlorophyta) strains subjected to diesel fuel oil pollution. Phycologia 37 (5): 388-
393.

2) Aksmann A., Tukaj Z. 1999. Wplyw antracenu i fenantrenu na glony
Scenedesmus  armatus  (Chlorophyta) w  zaleznosci od  natezenia
napromieniowania PAR. Zeszyty Problemowe Postgpow Nauk Rolniczych 469:
279-284.

3) Aksmann A., Boryn K., Tukaj Z. 2004. Rola procesu fotomodyfikacji w
toksycznym oddzialywaniu policyklicznych weglowodorow aromatycznych na
mikroglony Scenedesmus. Zeszyty Problemowe Postgpéw Nauk Rolniczych 496:
439-448.

4) Aksmann A., Tukaj Z. 2004. The effect of anthracene and phenanthrene on the
growth, photosynthesis and SOD activity of green alga Scenedesmus armatus
depend on the PAR irradiance and CO; level. Arch. Environ. Contam. Toxicol.
47:177-184.

5) Tukaj Z., Aksmann A., 2007. Toxic effects of anthraquinone and
phenanthrenequinone upon Scenedesmus strains (green algae) at low and elevated
concentration of CO,. Chemosphere 66: 480—487.

W cyklu pigciu wymienionych powyzej publikacji przedstawiono wyniki badan
dotyczace fizjologicznych i strukturalnych skutkow dziatania policyklicznych
substancji aromatycznych na jednokomorkowe zielenice planktonowe. W pierwszej
serii badan wykorzystana zostala mieszanina policyklicznych weglowodorow
aromatycznych (PAH), w postaci wodnego ekstraktu oleju napedowego (pozycja nr
1). U wrazliwego na dziatanie PAH szczepu Desmodesmus (wczesniej Scenedesmus)
microspina  traktowanego  ekstraktem  olejowym  zaobserwowano zmiany
ultrastrukturalne, polegajace przede wszystkim na zwigkszeniu powierzchni komorki,
silnej wakuolizacji, wzroscie facznej objgtosci mitochondridéw 1 zmniejszeniu sig
objetosci chloroplastu i jadra komorkowego. U niewrazliwego szczepu Scenedesmus
guadricauda zmiany te byly o wiele slabiej zaznaczone, a w przypadku jadra
komorkowego i frakcji mikrosomalnej zaobserwowano nawet wzrost objetosci tych
organelli w poréwnaniu z kontrola. Zmiany te sugerowaty, ze u szczepéw wrazliwych
na dziatanie weglowodorow aromatycznych nastgpuja powazne zmiany w przebiegu

kluczowych dla komorki roslinnej proceséw: oddychania i fotosyntezy.
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Poniewaz dziatanie oleju napgedowego jest wypadkowa toksycznego wplywu
wielu roznorodnych substancji, do kolejnych badan, skupionych juz na fizjologii
komorki (pozycje nr 2 — 4), wybrano dwa ropopochodne weglowodory aromatyczne,
antracen (ANT) i fenantren (PHE), znane ze swojej toksyczno$ci wzgledem
organizmow roslinnych (Huang i wsp. 1993). Ze wzgledu na fakt, iz obydwa
wspomniane weglowodory zdolne sa do absorpcji promieniowania stonecznego,
prowadzone prace koncentrowaly si¢ gtownie na zagadnieniu udzialu promieniowania
fotosyntetycznie czynnego (PAR) oraz UV-B w toksycznosci ANT i PHE, czyli na
0Szacowaniu znaczenia proceséw fotouwrazliwiania (wptyw PAR) i fotomodyfikacji
(wptyw UV-B) w oddziatywaniu PAH na glony. Z uwagi na to ostatnie zjawisko, w
badaniach uwzgledniono takze gtowne fotoprodukty badanych weglowodorow:
odpowiednio antrachinon (ANTQ) i fenantrenochinon (PHEQ) (pozycja nr 5).

Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, iz w odniesieniu do zielenic
planktonowych z rodzaju Desmodesmus (dawniej Scenedesmus) ANT jest
czterdziestokrotnie bardziej toksyczny niz PHE, co wynikato z zaleznego od
natgzenia PAR fotouwrazliwiajacego dziatania antracenu. Co ciekawe,
fotomodyfikacja ANT za pomoca UV-B obnizala znaczaco jego toksycznos¢. Byto
to spowodowane niemal dwukrotnie mniejsza toksycznoscia jego glownego
fotoproduktu, antrachinonu. Przeciwne wyniki uzyskano porownujac dziatanie PHE
z dziataniem jego fotoproduktu (PHEQ), ktory okazat si¢ sto razy bardziej toksyczny
niz jego weglowodor macierzysty. I tym razem przyczyna wysokiej toksycznosci
badanej substancji okazaly si¢ jej fotouwrazliwiajace wlasnosci. Analiza parametrow
fotosyntetycznych w komoérkach glonow traktowanych ANTQ i PHEQ wykazata, ze
jednym z powodow toksycznosci ww. chinondéw jest inhibicja przepltywu elektronow
w tancuchu fotosyntetycznym. Bardzo ciekawy wynik uzyskano poréwnujac wpltyw
ANTQ i PHEQ na dwa blisko spokrewnione szczepy Desmodesmus. Okazalo sig, ze
ich r6zna wrazliwo$¢ na dziatanie badanych substancji wynikata migdzy innymi z
niejednakowej aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w komorkach, a wiec

wiazata sig silnie z tolerancja organizmu na stres oksydacyjny.

Literatura

1. Huang X-D., Dixon D.G., Greenberg B.M. 1993. Impacts of UV radiation and
photomodification on the toxicity of PAHs to the higher plant Lemna gibba (Duckweed).
Environ. Toxicol. Chem. 12: 1067-1077.
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5.1.2. Zakres tematyczny: zastosowanie metabolomiki w badaniach aklimatyzacji

Chlamydomonas reinhardtii do niskiego stezenia CO5.

1) Renberg L., Johansson A. 1., Shutova T., Stenlund H., Aksmann A., Raven J. A.,
Gardestrom P., Moritz T., Samuelsson G., 2010. A metabolomic approach to
study major metabolite changes during acclimation to limiting CO, in
Chlamydomonas reinhardtii. Plant Physiol. 154(1): 187-196.

Chlamydomonas reinhardtii jest jedna z zielenic planktonowych posiadajacych
mechanizm zat¢zania wegla nieorganicznego w komoérce (CCM, carbon-
concentrating mechanism), ktoéry uruchamiany jest w warunkach niedoboru CO,; w
otoczeniu (Giordano i wsp. 2005). Indukcja CCM obejmuje zmiany ekspresji
dziesiatek genoéw, co udowodniono w licznych badaniach (patrz np. (Miura i wsp.
2004; Yamano i wsp. 2008; Yamano i Fukuzawa 2009), jednak wiedza o
zachodzacych w tym samym czasie zmianach metabolicznych byta wcigz mocno
ograniczona. Opisane w pracy Renberg i wsp. (2010) badania, w ktorych
uczestniczytam podczas dwdoch moich pobytow w Umea Plant Science Center
(Szwecja), mialy na celu zbadanie zmian poziomu kluczowych dla komorki
metabolitow w czasie indukcji CCM. Wykorzystanie techniki GC-TOFMS (gas
chromatography-time of flight mass spectrometry) pozwolilo wskaza¢ 128
metabolitow (aminokwasow, lipidow, weglowodanow), ktorych poziom znaczaco
zmienial si¢ po przeniesieniu komorek do warunkow niedoboru CO,. Otrzymane
wyniki metabolomiczne okazaty si¢ dobrze pasowa¢ do opisanych przez Yamano i
wsp. (2008) danych transkryptomicznych, méwiacych o zwiazku indukcji CCM z
przejSciowa Stymulacja fotorespiracji, co pozwolilo nam zaproponowa¢ model
regulacji zmian metabolicznych zachodzacych w komorkach C. reinhardtii podczas
aklimatyzacji do niskiego stezenia CO, w $rodowisku.

Literatura

1. Giordano M., Beardall J., Raven J.A. 2005. CO, concentrating mechanisms in algae:
mechanisms, environmental modulation, and evolution. Annu. Rev. Plant Biol. 56: 99—
131.

2. Miura K., Yamano T., Yoshioka S., Kohinata T., Inoue Y., Taniguchi F., Asamizu E.,
Nakamura Y., Tabata S., Yamato K.T., et al. 2004. Expression profiling-based
identification of CO,-responsive genes regulated by CCML1 controlling a carbon-
concentrating mechanism in Chlamydomonas reinhardtii. Plant Physiol. 135: 1595-1607.

3. Yamano T., Fukuzawa H. 2009. Carbon-concentrating mechanism in a green alga,
Chlamydomonas reinhardtii, revealed by transcriptome analyses. J. Basic Microbiol. 49:
42-51.

4. Yamano T., Miura K., Fukuzawa H. 2008. Expression analysis of genes associated with
the induction of the carbon-concentrating mechanism in Chlamydomonas reinhardtii.
Plant Physiol. 147: 340-354.
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5.1.3. Zakres tematyczny: czynniki wplywajgce na przebieg cyklu komorkowego

zielenic planktonowych.

1) Grabski K., Aksmann A., Mucha P., Tukaj Z., 2010. Conditioned medium factor
produced and released by Desmosdemus subspicatus and its effect on the cell
cycle of the producer. J. Appl. Phycol. 22 (4): 517 - 524.

2) Pokora W., Aksmann A., Bascik-Remisiewicz A., Dettlaff-Pokora A.,
Rykaczewski M., Gappa M., Tukaj Z., 2016. Changes in nitric oxide/hydrogen
peroxide content and cell cycle progression: study with synchronized cultures of
green alga Chlamydomonas reinhardtii. J. Plant  Physiol. doi:
10.1016/j.jplph.2016.10.008

Cykl komoérkowy to sekwencja proceséw zachodzacych w komorce
pomigdzy dwoma nastgpujacymi po sobie podziatami mitotycznymi. Procesy te
sktadaja si¢ na fazg wzrostowa oraz reprodukcyjna, a regulowane sa zarbwno przez
wewnatrzkomoérkowy rytm okotodobowy, jak i1 przez czynniki srodowiskowe (Cross
i Umen 2015). Modyfikacja przebiegu cyklu komérkowego zielenic planktonowych
(skrocenie lub wydhuzenie) lub jego zatrzymanie nastapi¢ moze w odpowiedzi na
takie bodzce srodowiskowe jak zmiany natezenia i czasu dziatania $wiatla, fluktuacje
temperatury lub obecno$¢ substancji chemicznych o charakterze toksyn lub
stymulatorow wzrostu. Cze$¢ z tych substancji produkowana jest przez komorki
glonow.

Zielenice planktonowe rosnace zarowno w naturalnych warunkach, jak i w
warunkach laboratoryjnych, produkuja i wydzielaja do podloza hodowlanego
roznorakie substancje organiczne, a podtoze takie, uzyskane po usunigciu z niego
komorek glondéw, nazywane jest podiozem kondycjonowanym (CM, conditioned
medium). CM dodany w odpowiednich proporcjach do wyjsciowej (bazowej)
pozywki hodowlanej zmienia¢ moze jej wiasnosci, m.in. wptywajac na specjacje
metali i obnizajac toksyczno$¢ substancji chemicznych (Lombardii i wsp. 2005;
Torelli i wsp. 2008). Istnieja takze doniesienia, ze CM zawiera¢ moze substancje o
charakterze stymulatorow wzrostu (Sakamoto i wsp. 1996), cho¢ substancje te nie
zostaly jak dotad wyizolowane i opisane. W badaniach opisanych w pracy
Grabskiego i wsp. (2010) (pozycja nr 1) zastosowane zostaly zarowno
asynchroniczne, jak i synchroniczne kultury jednokomoérkowej zielenicy
Desmodesmus subspicatus, co umozliwito zbadanie stymulacyjnych wtasnosci CM
na tle cyklu komérkowego tego organizmu. Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzic,

ze CM dwukrotnie rozcienczony pozywka hodowlana (oznaczony jako CM/2) silnie
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stymuluje wzrost populacji D. subspicatus. Analiza parametrow fluorescencji
chlorofilu a in vivo oraz tempa wydzielania tlenu fotosyntetycznego pozwolita
wykaza¢, ze prawdopodobna przyczyna powyzszego zjawiska jest zwigkszenie
wydajnos$ci proceséw fotosyntetycznych w komoérkach rosnacych na CM/2.
Skutkiem tego byt szybszy wzrost komorek. Dzigki temu w hodowlach rosnacych w
CM/2 zwigkszal si¢ odsetek komorek, ktore w czasie cyklu komoérkowego
przechodzity nie trzy, ale cztery punkty kompetencyjne (podziatowe), wskutek czego
uwalniaty szesnascie, a nie osiem komorek potomnych. Koncowym efektem takiej
sekwencji zdarzen byta wigksza liczebno$¢ populacji CM/2 w stosunku do populacji
kontrolnej, rosnacej na bazowej pozywce hodowlane;.

W przebiegu cyklu komodrkowego zielenic planktonowych, tak jak
wszystkich komorek ro$linnych, kluczowym elementem sa kaskady sygnatowe
prowadzace do aktywacji odpowiednich czynnikéw transkrypcyjnych. Czasteczkami
sygnalowymi w tych kaskadach sa m.in. nadtlenek wodoru i tlenek azotu, ktorych
dziatanie moduluje kaskady sygnatlowe regulujace syntez¢ cyklin (CYC) i
cyklinozaleznych kinaz (CDK), umozliwiajacych przechodzenie komorki przez
kolejne fazy cyklu. Poniewaz aktywno$¢ enzymoéw odpowiedzialnych za
powstawanie H,O, (dysmutaza ponadtlenkowa, SOD) i NO (reduktaza azotanowa,
NR i reduktaza azotynowa, NIR) w komoérkach glonow podlega oscylacjom
dobowym (Carvalho i wsp. 2004, Lehner i wsp. 2009), wydaje si¢, ze zmiana
stezenia i proporcji HyO,/NO jest jednym z elementow regulacji przebiegu cyklu
komorkowego. Aby zweryfikowac tg hipotezg, zbadano zmiany aktywnosci SOD,
NR i NIR oraz zmiany stezenia H,O, i NO zachodzace w przebiegu cyklu
komorkowego Chlamydomonas reinhardtii (pozycja nr 2). Stwierdzono, ze wzrost
stezenia H,O, obserwowany na poczatku cyklu, to wynik dziatania chloroplastowych
izoform Fe-SOD i Mn-SOD. Ich aktywno$¢ wzrastata w chwili pojawienia si¢ w
komodrce oznak stresu oksydacyjnego, zwiazanego z rozpoczgciem procesu
fotosyntezy u mtodych komoérek potomnych przeniesionych z ciemnosci na §wiatto.
Z kolei gwaltowny wzrost stgzenia NO bezposrednio przed przejsciem komorek z
jasnej do ciemnej fazy cyklu, wynikal ze wzmozonej aktywno$ci NR i NIR.
Zaobserwowano, ze wspomnianemu wzrostowi stgzenia NO towarzyszyl niezalezny
od fotosyntezy wzrost aktywno$ci chloroplastowej izoformy Mn-SOD, ktérego

wynikiem byta wzmozona produkcja H,O,. Byl to jednoczesnie moment rozpoczecia
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podzialow komorek, co zostato potwierdzone dzigki analizie profilu ekspresji genow
kodujacych CYC i CDK. Wyniki powyzsze wyraznie wskazuja na istnienie $cistej
zalezno$ci pomigdzy przebiegiem cyklu komorkowego Chlamydomonas, a zmianami
wewnatrzkomorkowego stezenia H,O, 1 NO, co z kolei zwiazane jest z fluktuacjami
ekspresji 1 aktywno$ci enzymoéw odpowiedzialnych za powstawanie i neutralizacj¢

tych czasteczek sygnatowych.
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5.1.4. Zakres tematyczny: wphw warunkéw troficznych na funkcjonowanie

fotosyntetycznych mutantéw zielenicy Scenedesmus obliguus.

1) Pokora W., Aksmann A., Tukaj Z. 2011. Functional characteristics of green alga
Scenedesmus obliquus (Chlorophyceae): 276-6 wild type and its two
photosystems deficient mutants cultured under photoautothropic, mixotrophic and
heterotrophic conditions. Phycol. Res. 59:259-268.

Mutanty zielenic planktonowych sa obecnie powszechnie wykorzystywane w
fizjologicznych, biochemicznych i molekularnych badaniach komorek roslinnych
(Ochiai i wsp. 2007, Harris 2009). Organizmy te moga by¢ rowniez uzyteczne W
badaniach toksykologicznych, umozliwiajac precyzyjne okreslenie miejsca dzialania
toksykantow na poziomie fizjologicznym i/lub molekularnym. Takim potencjalnym
narz¢dziem wydaja sig by¢ mutanty Scenedesmus obliquus, posiadajace
dysfunkcjonalne fotosystemy PS | i PS Il (Pratt i Bishop 1968). Wykorzystanie
takich mutantéw eliminuje konieczno$¢ stosowania Sztucznych inhibitorow

fotosyntezy, co zapobiega mozliwym interakcjom pomigdzy inhibitorami, a
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badanymi substancjami. Zeby jednak mozliwe bylo wykorzystanie takich
dysfunkcjonalnych organizméw do badan, ich fizjologia i biochemia musi by¢
doktadnie poznana, dlatego celem omawianej tu pracy byto przedstawienie doktadnej
charakterystyki  funkcjonalnej  szczepu  dzikiego i dwoch — mutantow
fotosyntetycznych S. obliquus. Przeprowadzono analizg aktywnos$ci fotosyntetycznej
i oddechowej ww. organizmoéw oraz aktywnos$ci kluczowego enzymu
antyoksydacyjnego — dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Badania pozwolity
wykaza¢, ze dla wszystkich trzech badanych szczepéw optymalnymi warunkami
wzrostu sa warunki miksotroficzne. Co zaskakujace, obydwa mutanty
fotosyntetyczne byty zdolne do autotroficznego wzrostu pomimo niskiej zawartosci
chlorofilu i niskiej intensywnosci wydzielania tlenu fotosyntetycznego. Analiza
krzywych indukcji  fluorescencji chlorofilu a potwierdzita wysoki stopien
dysfunkcjonalnosci fotosystemu drugiego u mutanta PS II, jednak u mutanta PS I
pewna frakcja fotosystemoéw I okazala si¢ by¢ aktywna. Co wigcej, mutant PS 1 rost
w warunkach heterotroficznych duzo stabiej niz szczep dziki i mutant PS II, co
wywotuje uzasadnione watpliwos$ci, czy mutacja u tego szczepu wptywa jedynie na
aktywno$¢ fotosyntetyczna. Podsumowaniem uzyskanych w pracy wynikow byt
wigc wniosek, ze o ile badany mutant PS II uznany by¢ moze za organizm z
zablokowana aktywno$cia fotosystemu II, o tyle mutant PS I powinien by¢
rozpatrywany jedynie jako szczep o ograniczonej wydajnosci fotosystemu 1.
Literatura
1. Ochiai T., Colman B., Matsuda Y. 2007. Acclimation of wild-type cells and CO,-
insepsitive mutants of the green alga Chlorella ellipsoidea to elevated CO,. Plant Cell
Environ. 30: 944-51.
2. Harris E. H. 2009. The Chlamydomonas Sourcebook. Vol. I: Introduction to
Chlamydomonas and Its Laboratory Use. Elsevier Academic Press, San Diego, CA.

3. Pratt L.H., Bishop N.l. 1968. Chloroplast reactions of photosynthetic mutants of
Scenedesmus obliquus. Biochim. Biophys. Acta 153: 664—74.
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5.2. Pozostale przejawy aktywnosci naukowej

Wyniki moich badan prezentowalam, w formie posterow 1 referatow,
uczestniczac W 20 konferencjach naukowych, zaréwno krajowych, jaki
migdzynarodowych.

Uczestniczylam w sumie w 11 projektach badawczych, finansowanych
przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (2 granty), Uniwersytet Gdanski
(8 grantow) i Narodowe Centrum Nauki (1 grant). W siedmiu z tych projektow
pehitam role kierownika, wliczajac w to grant NCN pt. "Rola ELIPs (early light
induced proteins) w aklimatyzacji komérek Chlamydomonas do antropogenicznych
zanieczyszczen $rodowiska wodnego". Uczestniczylam réwniez w przygotowaniu
wniosku 0 uzyskanie zgody Ministra Srodowiska na zamkniete uzycie GMO w
Katedrze Fizjologii i Biotechnologii Roslin (decyzja nr 13/2014, nr w rejestrze: 01-
102/2013).

Trzykrotnie otrzymatam zespolowa nagrode Rektora Uniwersytetu
Gdanskiego za wieloautorski cykl publikacji naukowych.

W latach 2007 — 2013 szeSciokrotnie przebywatam na krotkoterminowych
stazach naukowych w Umea Plant Science Center (Umea, Szwecja), a w roku 2010
uczestniczytam w warsztatach naukowych z zakresu zastosowania fluorescencji
chlorofilu a w badaniach fizjologicznych, zorganizowanych przez Katedre
Molekularnej Fizjologii Roslin Uniwersytetu Warszawskiego.

W latach 2007 — 2016 wykonatam tacznie 30 recenzji manuskryptow

publikacji naukowych w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym.

Szczegdtowy opis moich osiagnig¢ naukowych, dydaktycznych i

organizacyjnych znajduje si¢ w osobnym zataczniku.
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