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doktora habilitowanego
Wybrane aspekty regulacji rozkladu skrobi w li§ciach ziemniaka.
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wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 zm.) — aby komisja habilitacyjna podejmowala
uchwal¢ w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego w glosowaniu tajnym/jawnym*?

Zostalem poinformowany, ze:

Administratorem w odniesieniu do danych osobowych pozyskanych w ramach postgpowania w
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przeprowadzenie posigpowania o nadanie stopnia doktora habilitowanego oraz realizacji praw i
obowigzkow oraz Srodkéw odwolawczych przewidzianych w tym postgpowaniu.
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Zalaczniki:

' Klasyfikacja dziedzin i dyscyplin wg. rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 20 wrzesnia
2018 r. w sprawie dziedzin nauki i dyscyplin naukowych oraz dyscyplin w zakresie sztuki (Dz. U. z 2018 r. poz.
1818).
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3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych.
01.07.1996 — 08.03.2000 — Studia Doktoranckie przy Wydziale Rolniczym SGGW

w Warszawie

01.05. 2000 — 30.09.2018 adiunkt w Katedrze Biochemii Wydzialu Rolniczego (Wydziat
Rolniczy zostat przeksztatcony z dn. 01.01.2004 w Wydzial Rolnictwa i Biologii), w Szkole
Gtoéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
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Mikroorganizmow, Wydziatu Rolnictwa 1 Biologii), Szkoty Gtoéwnej Gospodarstwa

Wiejskiego w Warszawie

4. Omowienie osiagni¢é, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pdézn. zm.). Omoéwienie to winno dotyczy¢
merytorycznego ujgcia przedmiotowych osiagnieé, jak i w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wktad w ich
powstanie, w przypadku, gdy dane osiagnigcie jest dzietem wspoélautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci

wskazywania dorobku z okresu calej kariery zawodowe;j.

Tytut osiggniecia naukowego wraz z wykazem prac stanowigcych cykl:

Wybrane aspekty regulacji rozkladu skrobi w liSciach ziemniaka.

Wykaz publikacji naukowych wchodzacych w sklad pierwszego osiggnigcia naukowego:

P1. Dudkiewicz M., Siminska J., Pawlowski K., Orzechowski S. (2008) Bioinformatics
analysis of oligosaccharide phosphorylation effect on the stabilization of the 3-amylase-ligand
complex. Journal of Carbohydrate Chemistry 27: 479-495, IF2008 =1,029, MNiSW2q0s = 20 pkt;
IF2022 = 1,0; MNiSW2023 = 40 pkt; (liczba cytowan wg. Bazy WoS - 5)

Mo wklad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji badan, utworzeniu
i koordynowaniu prac zespotu badawczego w ramach projektu KBN o numerze N302061134, w ktorym
bylem kierownikiem. Do wspolpracy wiaczytem specjalistow z obszaru bioinformatyki. Z projektu
zostata sfinansowana kilkumiesigczna licencja specjalistycznego oprogramowania wykorzystanego do
analiz. Moim zadaniem bylo zaprojektowanie odpowiednich ufosforylowanych ligandéw o réznej
dhugosci tancucha poliglukoz (od 2 do 8 glukoz), ktére nastgpnie byty wykorzystywane w dokowaniu
in silico do centrum aktywnego beta- amylazy. Po wspdlnym opracowaniu wynikow napisatem dyskusje
oraz wnioski koncowe. Bratem takze udzial we wprowadzaniu poprawek i udzielaniu odpowiedzi

recenzentom przed opublikowaniem artykutu

P2. Orzechowski S., Grabowska A., Sitnicka D., Siminska J., Felu§ M., Dudkiewicz M.,
Fudali S., Sobczak M. (2013) Analysis of the expression, subcellular and tissue localisation of
glucan, water dikinase (GWD3) in Solanum tuberosum L.: A bioinformatics approach for the
comparative analysis of two a-glucan, water dikinases (GWDs) from Solanum tuberosum L.
Acta Physiologiae Plantarum 35: 483-500, IF2013 = 1,305, MNiSWa013 = 25pkt; 1F2022 = 2,6;
MNiSW2023 = 70 pkt; (liczba cytowan wg. Bazy WoS - 12)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan utworzeniu i kierowaniu

zespolem badawczym w ramach projektu KBN o numerze N302061134, zaplanowaniu



i wspolwykonaniu eksperymentéw (hodowla roslin, zebranie materiatu, oczyszczanie StGWD3,
testowaniu otrzymanych przeciwcial poliklonalnych anty StGWD3 przed immunolokalizacja, SDS-
PAGE i western blot, przygotowaniu prob do MALDI-TOF MS), zebraniu wszystkich wynikow i ich
opracowaniu graficznym, przygotowaniu manuskryptu — wersji wstepnej i ostatecznej, naniesieniu
uwag wspotautordw, korespondencji z redakcja oraz wprowadzeniu poprawek przed opublikowaniem

artykuhu.

P3. Sitnicka D., Orzechowski S. (2014) Cold-induced starch degradation in potato leaves —
intercultivar differences in the gene expression profile and activity of key enzymes. Biologia
Plantarum 58(4): 659-666, 1F2014 = 1,849, MNiSW2014 = 25pkt; 1F2022 = 1,5; MNiSW2023 = 70
pkt; (liczba cytowan wg. Bazy WoS - 16)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji badan i wspotwykonaniu
eksperymentow (hodowla roslin, zebranie materialu, pomiar zawartosci weglowodanoéw 1 aktywnosci
enzymow), zebraniu wszystkich wynikéw i ich opracowaniu graficznym, przygotowaniu manuskryptu

— wersji wstepnej i ostatecznej, naniesieniu uwag wspoétautorki.

P4. Mahlow S., Orzechowski S., Fettke J. (2016) Starch phosphorylation: insights and
perspectives. Cellular and Molecular Life Sciences 73: 2753-2764, 1F2016 = 5,788, MNiSW2016
= 140pkt; 1F2022 = 8,0; MNiSWa2023 = 140 pkt; (liczba cytowan wg. Bazy WoS - 49)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji manuskryptu. W trakcie mojego
pobytu w Poczdamie w 2015 roku wybratem tematyke i czasopismo, przygotowalem wersj¢ wstepng

1 ostateczng wigkszosci rozdziatow, nanositem uwagi wspotautorow.

P5. Orzechowski S., Sitnicka D., Grabowska A., Compart J., Fettke J., Zdunek-Zastocka E.
(2021) Effect of short-term cold treatment on the carbohydrate metabolism in potato leaves.
International Journal of Molecular Sciences 22, 7203, 1F2021 = 5,923, MNiSWa2021 = 140 pkt;
IF2022 = 5,6; MNiSW2023 = 140 pkt; (liczba cytowan wg. Bazy WoS - 11)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji badan, wspotwykonaniu
eksperymentow (hodowla roslin, zebranie materiatu, oznaczenie WSD, oraz pomiar zawarto$ci
weglowodanow i aktywnos$ci enzymow), zebraniu wszystkich wynikow i ich opracowaniu graficznym,
przygotowaniu manuskryptu — wersji wstgpnej i ostatecznej, naniesieniu uwag wspotautorow,
korespondencji z redakcja oraz wprowadzeniu poprawek przed opublikowaniem artykutlu. Pozyskatem

tez niezbgdne $rodki na badania realizowane w ramach projektu SGGW o numerze 504-02-710300-

S00125-99.



P6. Orzechowski S., Compart J., Zdunek-Zastocka E., Fettke J. (2023) Starch parameters
and short-term temperature fluctuations — Important but not yet in focus? Journal of Plant
Physiology 280 153902, 1F2023 = 3,686, MNiSW2023 = 100 pkt; (liczba cytowan wg. Bazy WoS
-0)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji manuskryptu, doborze
wspotautorow oraz na napisaniu manuskryptu. Potrzeba napisania takiego artykutu zrodzita si¢ po
naszych wspolnych eksperymentach z grupa badawcza z Uniwersytetu w Poczdamie oraz we
wspotpracy z dr hab. E Zdunek-Zastocka. Przygotowatem wersj¢ wstepnag i ostateczng, nanositem uwagi

wspotautorow, wprowadzatem poprawki przed opublikowaniem artykutu.

Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow.

Wstep.

Biosynteza skrobi asymilacyjnej.

Skrobia jest gldownym weglowodanem zapasowym w roslinach wyzszych. Odgrywa wazng
role zarowno jako gléwny skladnik diety wielu ludzi, jak i surowiec w wielu galeziach
przemystu spozywczego i chemicznego. Metabolizm skrobi jest bardzo wazny dla lepszego
Zrozumienia regulacji przyrostu masy roslin. W zielonych algach i roslinach ladowych skrobia
jest zlokalizowana wytacznie w plastydach. W ro$linach wyzszych skrobia znajduje si¢
w chloroplastach tkanek zdolnych do przeprowadzenia procesu fotosyntezy oraz
w amyloplastach tkanek nasion i bulw. W zaleznosci od lokalizacji skrobia moze pehnic¢ funkcje
dobowego magazynu zasymilowanego wegla (skrobia przejsciowa) lub rezerwy
dhugoterminowej szkieletéw weglowych (skrobia zapasowa) (Lloyd 1 Kossmann, 2019;
Thalmann i Santelia, 2017; Smith i Zeeman, 2020).

W ro$linach takich jak zboza, ziemniak, czy tez Arabidopsis thaliana skrobia jest
najwazniejszym polisacharydem zapasowym, syntetyzowanym w fazie §wietlnej fotosyntezy
1 nastepnie ulegajagcym degradacji w nocy. Warto jednak wspomnie¢, ze sg gatunki roslin jak
np. Pisum sativum i Spinacia olearacea, w ktorych to nieredukujgcy dwucukier - sacharoza jest
glownym stabilnym produktem fotosyntezy 1 jedynie nadwyzka zasymilowanych
w fotosyntezie metabolitow kierowana jest do Szlaku biosyntezy skrobi (Stitt i in. 1983).
Skrobia obecna w plastydach roslin wystepuje w formie ziaren o potkrystalicznej strukturze.
Nierozpuszczalne w wodzie ziarna skrobi zawieraja dwa rdézne rodzaje homoglukanow
zbudowanych z reszt glukozy: amyloz¢ i amylopektyng. Amyloza jest zasadniczo liniowym
polimerem reszt glukozy polaczonych wigzaniami o-(1,4)-glikozydowymi, podczas gdy

amylopektyna jest rozgal¢ziong czasteczka, w ktorej dominujg wigzania a-(1,4)-glikozydowe,



taczace poszczegdlne czasteczki glukozy. W punktach rozgatezien znajdujacych sig
w amylopektynie $rednio co 25-30 reszt glukozy wystepuja wigzania glikozydowe typu
a-(1,6). Regularne rozmieszczenie punktow rozgatgzien w amylopektynie umozliwia tworzenie
zorganizowanych uktadow S$cisle upakowanych, lewoskretnych i podwdjnych helis w
potkrystalicznych strefach ziarna skrobi. Z kolei liniowe czasteczki amylozy obecne sg w tak
zwanej amorficznej strefie ziaren skrobi, ktora zawiera takze amylopektynge o mniej
uporzadkowanej strukturze. Obserwowane réznice w strukturze skrobi pochodzacej z ré6znych
roslin sg wynikiem roznic w wielu parametrach, takich jak $rednie dlugosci tancuchow
poliglukoz, stopien rozgat¢zienia i wielkos$ci ziaren (Orzechowski 2008, Apriyanto i in. 2022).

Biosynteza skrobi jest bardzo skomplikowanym procesem, w ktorym biorg udziat liczne
enzymy i biatka regulatorowe. Synteza skrobi nie jest mozliwa bez utworzenia ADP-glukozy,
czyli niskoczasteczkowego substratu dla syntaz skrobi (starch synthases SS, EC 2.4.1.21).
AGPaza (adenozyno-5'-difosforan glukopirofosforylaza, EC 2.7.7.27) to gléwny enzym
odpowiedzialny za syntez¢ ADP-glukozy. Reakcja katalizowana przez AGPaze¢ jest uwazana
za pierwszy i kluczowy etap biosyntezy skrobi. Enzym ten sktada si¢ z dwoch duzych (ApL)
1 dwoch matych (ApS) podjednostek katalitycznych kodowanych przez rézne geny. Mutanty w
genie ApS wykazuja fenotyp bezskrobiowy. Plastydowa izoforma AGPazy jest enzymem
allosterycznym aktywowanym przez niski poziom 3-fosfoglicerynianu (3-PGA) i hamowanym
wraz ze wzrostem stezenia 3-PGA, a takze przez nieorganiczny ortofosforan (Pi) 1 pirofosforan
(PPi). U réznych gatunkoéw roslin aktywno$¢ AGPazy jest rdwniez kontrolowana poprzez
potencjat utlenienia i redukcji w odpowiedzi na $wiatto 1 poziom weglowodanow. W wyniku
nocnego tworzenia wigzan dwusiarczkowych pomig¢dzy podjednostkami AGP-S powstaje
nieaktywny dimer. Aktywacja redoks AGPazy w bulwach ziemniaka jest zwigzana z wysokim
poziomem sacharozy lub glukozy. W tym typie aktywacji zaangazowana jest kinaza biatkowa
zwigzana z sacharoza (SnRK1) oraz szlaki sygnalizacyjne z udziatlem heksokinazy
(Orzechowski 2008).

Po utworzeniu si¢ ADP-glukozy zwigzek ten wykorzystywany jest jako substrat przez
syntazy skrobi (SS). SS katalizuja tworzenie nowych wigzan glikozydowych poprzez
przeniesienie reszty glukozylowej z rozpuszczalnego prekursora ADP-glukozy na koniec
redukujacy istniejacego juz glukanu (akceptor). W akceptorze reszty glukozy polaczone sa
wigzaniem a-(1,4)-glikozydowym. Z kolei regularny rozklad punktow rozgalezien
amylopektyny, ktore umozliwiajg jej krystalizacje w plastydzie, jest efektem skoordynowanego

dziatania enzymow rozgatg¢ziajacych (starch branching enzymes BE, EC 2.4.1.18) i enzymow



usuwajacych rozgatezienia (starch debranching enzymes, DBE, EC 3.2.1.68 lub EC 3.2. 1.41)
(Tetlow i Emes, 2017).

Rosliny posiadaja wiele izoform syntaz skrobi. Na podstawie sekwencji aminokwasow
mozna wyrdzni¢ pie¢ klas syntaz skrobi: syntaza skrobi zwigzana z ziarnami (granule bound
starch synthase GBSS) - nierozpuszczalna, ktoéra sukcesywnie jest ,,zamykana”
w powigkszajacym si¢ ziarnie skrobi i jest zaangazowana gtownie w biosyntez¢ amylozy. Dwa
geny koduja izoform¢ GBSS (I i II). Ekspresja GBSSI ogranicza si¢ gtoéwnie do tkanek
zapasowych, a ekspresja genu kodujacego GBSSII ma miejsce gtownie w chloroplastach.
Z tego powodu przypuszcza si¢, ze GBSSII jest odpowiedzialny za syntez¢ amylozy
w chloroplastach. Mutacje prowadzace do utraty aktywnosci GBSS skutkuja powstaniem
skrobi pozbawionej amylozy (tzw. skrobi woskowej). Pozostale cztery podklasy syntaz skrobi
(SSI, SSII, SSIII, SSIV) zaangazowane sg wylgcznie w syntez¢ amylopektyny. Wsrod tych
form syntaz skrobi do$¢ dobrze poznana jest specyficzno$¢ substratowa SSI i SSII. SSI
preferencyjnie wydluza najkrétsze tancuchy poliglukoz o DP (degree of polymerization)
wynoszacym 4-10 jednostek glukozylowych, a SSII — tancuchy $redniej dlugosci (DP
wynoszace 12—24 poliglukoz). Funkcje SSIIT i SSIV moga by¢ rozne w zaleznosci od gatunkdéw
ro$lin, lokalizacji wewnatrzkomorkowej 1 lokalizacji tkankowej. Enzymy te uczestnicza
W 1nicjacji procesu tworzenia ziaren skrobi, regulacji liczby tych ziaren, tworzeniu kompleksow
z r6znymi biatkami, a takze maja wptyw na tempo biosyntezy skrobi (Tetlow 1 Emes, 2017).

Enzymy rozgalteziajace skrobi¢ (SBE/BE, EC 2.4.1.18) tworza wigzania a-(1,6)-
glikozydowe poprzez rozszczepienie wewnetrznych wigzan a-(1,4) i przeniesienie fragmentu
glukanowego (co najmniej szes$cioglukozowego) do tego samego lub sasiedniego tancucha
czasteczki amylopektyny. Enzymy rozgaleziajace skrobi¢ wystepuja rowniez w wielu
izoformach. Na podstawie podobienstw w sekwencji aminokwasowych wyrdzniono dwie
podklasy tych enzymoéw: 1 (rodzina B) oraz Il (rodzina A). Podklasa BEI preferencyjnie
przenosi dtuzsze tancuchy niz BEII. Mutacja jednego z gendéw kodujacego BE, ktéra obniza
aktywno$¢ tego enzymu powoduje powstawanie skrobi o wysokim udziale amylozy.
W ziemniaku taka mutacja spowodowata wzrost zawarto$ci amylozy i modyfikacje struktury
amylopektyny. Ta modyfikacja amylopektyny polegata na wydtuzeniu $redniej dtugosci
tancuchow poliglukoz, zamiast 25-30 ich dtugos¢ wynosita 23-60 reszt glukozy (Tetlow
i Emes, 2017).

Najnowsze badania wykazaly, ze w procesie syntezy skrobi mogg réowniez bra¢ udziat
enzymy tradycyjnie zwigzane z rozktadem tego polisacharydu. Jednakze ich rola w syntezie

skrobi nie zostata w petni wyjasniona. Wérdd nich sa enzymy zdolne do rozszczepiania wigzan
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a-(1,6)-glikozydowych w a-glukanie. W roslinach wystepuja dwa typy enzymoéw usuwajgcych
rozgalezienia w skrobi (DBE, debranching enzyme): izoamylazy, (ISA, EC 3.2.1.68)
i pullulanazy (znane réwniez jako limit-dekstrynazy, LDA, EC 3.2.1.41). Pullulanazy
skutecznie hydrolizuja wigzania a-(1,6)-glikozydowe nie tylko w amylopektynie, ale takze
w pullulanie (grzybowym polimerze reszt maltotriozy). Badania nad mutantami jeczmienia
1 transgenicznym ryzem sugeruja, ze izoamylazy odgrywaja kluczowa role w inicjacji syntezy
ziaren skrobi. Enzymy hydrolizujace wigzania a-(1,6)-glikozydowe biorg udziat w biosyntezie
skrobi w kompleksach z syntazami skrobi (SS) oraz enzymami wytwarzajacymi rozgatezienia
w amylopektynie (SBE), czyli z enzymami syntetyzujacymi odpowiednio wigzania a-(1,4)-
i 0-(1,6)-glikozydowe. Wykazano tez, ze spadek lub utrata aktywno$ci DBE typu izoamylazy
ISA-1 lub ISA-2 sg odpowiedzialne za akumulacj¢ fitoglikogenu (nieuporzadkowanego
rozpuszczalnego w wodzie polisacharydu), a nie skrobi o prawidtowej strukturze. Przypuszcza
si¢, ze te hydrolazy odgrywaja ,,0czyszczajaca” role, usuwajac z plastydow rozpuszczalne
glukany, ktore nie s zwigzane z ziarnami skrobi. Moga tez powodowacé ,,przycinanie” pre-
amylopektyny, co pozniej umozliwia jej agregacje w potkrystaliczng strukture ziarna skrobi.
Dziatanie enzyméw hydrolizujacych wigzania a-(1,6)-glikozydowe powoduje usuwanie
rozgalezien pojawiajacych si¢ w niewlasciwym miejscu, ktore moglyby zaktoci¢ krystalizacje
ziaren skrobi (Tetlow i Emes, 2017).

Kolejnym enzymem czgéciej taczonym z procesem degradacji skrobi niz jej biosyntezg jest
fosforylaza glukanéw (PHO, EC 2.4.1.1). Enzym ten katalizuje odwracalne przeniesienie
jednostek glukozylowych z glukozo-1-fosforanu (G1P) na nieredukujacy koniec glukanow
potaczonych wigzaniami a-(1,4)-glikozydowym. Rola fosforylazy glikogenu w metabolizmie
ssakow jest dobrze znana, ale funkcja tego enzymu w roslinach pozostaje w znacznym stopniu
niejasna. Przypuszcza si¢, ze PHO spetnia podobna rol¢ jak enzymy hydrolizujace wigzania
a-(1,6)-glikozydowe, czyli odpowiada za ,oczyszczanie” rozpuszczalnych glukanow
niezwigzanych z ziarnami skrobi w drodze fosforolizy (Zeeman i in. 2004).

Synteza ziaren skrobi w plastydach odbywa si¢ takze z wykorzystaniem odziatywan biatko-
biatko. Tworzenie kompleksow przez enzymy zaangazowane w metabolizm skrobi poprzez
interakcje biatko-biatko moze zwigkszy¢ efektywnos$¢ biosyntezy amylopektyny i amylozy
o prawidlowej strukturze, dzigki zmianom konformacyjnym enzyméw, tunelowaniu
substratow, a takze zapobieganiu tworzenia si¢ fitoglikogenu. W tworzeniu si¢ takich
kompleksow znaczenie ma prawdopodobnie proces fosforylacji tworzacych je bialek.
Wykazano bowiem, ze ufosforylowane enzymy rozgateziajace skrobi¢ (SBE) i syntazy skrobi
(SS) sa zdolne do tworzenia aktywnych kompleksow, podczas gdy nieufosforylowane takich
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zdolnosci nie wykazywaty. Odwracalna fosforylacja enzymow, to dobrze znany mechanizm
potranslacyjnej kontroli aktywnosci enzyméw, glownie pochodzenia zwierzgcego
I bakteryjnego. Nalezy jednak zauwazy¢, ze wigkszos¢ do§wiadczen, w ktorych wskazywano
na mozliwo$¢ tworzenia si¢ takich kompleksow przeprowadzono w tkankach
heterotroficznych, gtéwnie w bielmie zboz. Powstanie takich komplekséw mogloby wyjasnié
zmiany tempa biosyntezy skrobi i liczne efekty plejotropowe obserwowane w trakcie
przeprowadzanych eksperymentow (Pfister i in. 2016, Lloyd i Kossmann 2019).

Degradacja skrobi asymilacyjnej.

Proces degradacji skrobi ,,przejSciowej” w chloroplastach znacznie rézni si¢ od rozktadu
skrobi zapasowej zgromadzonej w amyloplastach. W rytmie dobowym skrobia przejsciowa
ulega degradacji podczas kolejnych faz ciemnych, zapewniajac w nocy staty dopltyw wegla
i energii dla metabolizmu komorki (Smith i Zeeman 2020). W komorkach heterotroficznych
nasion i bulw skrobia zapasowa tworzy si¢ sukcesywnie w ciggu dni a nawet tygodni. Ponadto
synteza skrobi i innych substancji zapasowych w tych tkankach i organach jest $cisle
uzalezniona od transportu zasymilowanych w trakcie fotosyntezy asymilatow. Po okresie
spoczynku skrobia ulega mobilizacji w nasionach i bulwach podczas kietkowania. Zatem
tkanka czy tez organ rosliny przechowujacy skrobig ulega powaznym zmianom fizjologicznym
podczas zardwno procesu syntezy jak i degradacji skrobi zapasowej (P6).

Obserwowang okresowg degradacje skrobi asymilacyjnej w nocy mozna podzieli¢ na dwie
fazy tj.: inicjacj¢ degradacji oraz rozktad amylopektyny i amylozy do maltozy, maltotriozy
1 glukozy. Regulacja degradacji skrobi w lisciach przebiega w cyklu dobowym.
W standardowych warunkach (dzien nie dtuzszy niz 16 h) skrobia jest syntetyzowana w fazie
$wietlnej, a wszystkie ziarna skrobi przej$ciowej ulegajg rozktadowi w trakcie nocy (Smith
i Zeeman 2020). Przez pierwsze dwie godziny w ciemno$ci proces degradacji skrobi ulega
przyspieszeniu, a nastgpnie przebiega ze stalg szybkoscig. Dynamika degradacji skrobi zalezy
od dlugosci dnia i intensywnosci syntezy skrobi, tj. im mniejsza szybko$¢ syntezy skrobi, tym
mniejsza szybkos¢ jej rozktadu (Orzechowski 2008).

Ziarna skrobi natywnej sa niezbyt dobrym substratem dla wigkszosci enzymow
amylolitycznych ze wzgledu na ich zwartg strukturg. Przez wiele lat uwazano, ze a-amylazy
(EC 2.4.1.1) inicjuja degradacje ziaren skrobi w chloroplastach, ale wyniki badan ostatnich
kilkunastu lat kwestionuja t¢ hipoteze¢ (Smith i Zeeman 2020, Vikso-Nielsen i in. 1997).
W chloroplastach ziemniaka za rozktad skrobi asymilacyjne; w warunkach optymalnych dla
wzrostu ro$lin odpowiada gtownie B-amylaza (EC 2.4.1.2) i enzym usuwajacy rozgalezienia

(Izoamylaza, EC 3.2.1.68) (Smith i Zeeman 2020). Te dwa enzymy hydrolizuja odpowiednio
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wigzania o-(1,4)- i a-(1,6)-glikozydowe. Glownym niskoczgsteczkowym produktem ich
potaczonego dzialania jest B-maltoza, ktéra jest eksportowana z chloroplastu do cytozolu za
posrednictwem transportera MEX1 (Apriyanto i in. 2022).

Aby rozluzni¢ zwartg strukture skrobi i przez to utatwié¢ ,,atak” enzymom degradujacym
skrobig, jej rozktad powinien by¢ poprzedzony fosforylacjg powierzchni ziaren skrobi. Skrobia
przejsciowa ulega cigglej fosforylacji zarowno podczas biosyntezy jak réwniez w trakcie jej
rozktadu w ciemnosci, przy czym stopien fosforylacji skrobi jest wyzszy podczas rozktadu
skrobi (Ritte i in. 2004). Fosforylacja skrobi jest katalizowana przez dwie dikinazy: a-glukan,
woda (GWD, EC 2.7.9.4) i o-fosfoglukan, woda (PWD/GWD3, EC 2.7.9.5). GWD
specyficznie fosforyluje glownie grupe hydroksylowa w czasteczce glukozy w pozycji C6 oraz
W znacznie mniejszym stopniu grupe hydroksylowa w czasteczce glukozy w pozycji C3.
Natomiast PWD fosforyluje grupe hydroksylowa w czasteczce glukozy w pozycji C3
W czasteczce amylopektyny juz wczesniej ufosforylowanej przez GWD (Ritte i in. 2006).
Nalezy jednak zauwazy¢, ze znane sg tez wyniki badan wykorzystujace nierozgateziong
maltodekstryne jako substrat, ktore wskazuja, ze wstgpna fosforylacja przez GWD nie jest
konieczna do dziatania PWD (Hejazi i in. 2008, Hejazi i in. 2009). Zatem PWD fosforyluje
takze nieprefosforylowane tancuchy glukanowe w maltodekstrynie, niemniej jednak nie
znajduje to potwierdzenia w wynikach badaf z uzyciem ziaren skrobi natywnej wyizolowanych
z ziemniaka. By¢ moze mamy tu do czynienia z pewnymi ograniczeniami w dostgpnosci metod
analitycznych. Te metodyczne ograniczania mogg polega¢ na niedostatecznej czuloSci
stosowanych metod analitycznych, w ktérych wykorzystywane sg radioaktywne substraty.
Moze to tez mie¢ zwigzek z trudno$ciami w przeprowadzeniu odpowiednich reakcji
kontrolnych gdyz trudno jest uzyska¢ ziarna skrobi bez reszt fosforanowych. Nie mniej jednak
bezsporny jest fakt, ze zardOwno GWD jak 1 PWD preferencyjnie dziatajag na powierzchni¢
krystaliczng amylopektyny, a fosforylacja za posrednictwem GWD umozliwia przejscie
powierzchni granulki ze stanu statego do stanu bardziej rozpuszczalnego, inicjujac amylolize
lub fosforoliz¢ amylopektyny. Dziatanie GWD jest powszechnie akceptowane jako proces
poczatkowy w degradacji skrobi (Smith i Zeeman 2020). W skrobi izolowanej z ziemniaka
wiekszo$¢ estrow fosforanowych jest zwigzana w pozycji C6 (70-80%), i tylko 20-30%
w pozycji C3. Podczas przechowywania bulw ziemniaka okoto 0,5% reszt glukozy w skrobi
zapasowe] ulega fosforylacji, natomiast poziom fosforylacji w skrobi przejsciowe]
w chloroplastach nie przekracza 0,1%. Wykorzystujac izoamylaze do hydrolizy zewngtrznych

tancuchow na powierzchni ziarna skrobi wykazano, ze tancuchy pojedynczo ufoforylowane



miaty dlugo$¢ od 7 do 23 reszt glukoz, natomiast podwojnie ufosforylowane miaty dtugos¢
powyzej 16 reszt glukoz w pojedynczym tancuchu (P4).

Fosforylacja skrobi jest etapem przygotowawczym we wilasciwym procesie jej rozktadu,
gdyz powoduje rozluznienie powierzchni ziaren skrobi, a tym samym wptywa korzystnie na
aktywno$¢ B-amylazy (Edner i in 2007). B-Amylaza jest specyficzng maltohydrolazg a-1,4-D-
glukanu, ktora katalizuje hydrolize wigzan a-(1,4)-glikozydowych w polisacharydach w celu
odltaczenia kolejnych jednostek f-maltozy od nieredukujacych koncow tancuchow. Substratami
dla B-amylazy sa tancuchy oligosacharydowe, ktore nie sg rozgatezione i nieufosforylowane.
B-amylaza nie jest w stanie oming¢ w trakcie hydrolizy wigzan a-(1,6)-glikozydowych, ani
estrow fosforanowych w pozycjach C6 lub C3 w tancuchu a-poliglukanu (Edner i in. 2007). Co
wigcej, zarowno P-maltoza jak i cyklodekstryna sg inhibitorami B-amylazy (Kang i in. 2004,
Thoma i Koshland, 1960). Ograniczenie jakie przejawia [-amylaza w stosunku do
ufosforylowanych substratow sprawia, ze w przypadku prawidlowej degradacji skrobi
konieczne jest przed jej rozpoczeciem usunigcie estrow fosforanowych. Zatem ufosforylowanie
skrobi jest w znacznym stopniu przejSciowe i w trakcie doby nastepuje cykl fosforylacji-
defosforylacji na powierzchni ziaren skrobi (Smith i Zeeman 2020). W genomie Arabidopsis
thaliana sg trzy domniemane geny kodujace fosfatazy, mogace wykorzystywac ufosforylowang
skrobig jako substrat i zlokalizowane s3 w plastydach. Enzymami tymi s3: glucan phosphatase
Starch Excess4 (SEX4; EC 3.1.3.48), SEX4-like phosphatase LSFI i LSF2 (SEX4-like
phosphatase 1 and 2). Umozliwiaja one ciagly degradacje skrobi asymilacyjnej w cyklu
dobowym (Apriyanto i in. 2022).

B-maltoza powstajaca w jednoetapowej reakcji katalizowanej przez P-amylaze zostaje
przeniesiona do cytoplazmy gdzie ulega dalszej przemianie w reakcji katalizowanej przez
cytoplazmatyczng izoforme 4-a-glukanotransferazy (enzym dysproporcjonujacy, DPE2, EC
2.4.1.25) (Smith i Zeeman 2020). W wyniku tej reakcji do cytoplazmy uwalniana jest jedna
reszta glukozy, a druga czasteczka glukozy jest wbudowana w rozpuszczalny heteroglukan
(SGH). Uwolniona reszta glukozy jest nastepnie fosforylowana przez heksokinaze, podczas
gdy heteroglukan ulega fosforolizie do glukozo-1-fosforanu (G1P) w reakcji katalizowanej
przez cytozolowa izoformg¢ fosforylazy glukanéw (PHO2, EC 2.4.1.1) (Fettke i in. 2006).
Glukozo-1-fosforan jest zrodtem fosforandw heksoz podczas syntezy sacharozy. Oprocz
B-maltozy, w procesie degradacji f-amylolitycznej fancuchow sktadajacych si¢ z nieparzystej
liczby reszt glukozylowych w chloroplascie powstaje rowniez pewna ilo$¢ maltotrioz (Chia
i in., 2004; Lu i in., 2006, Liitken i in. 2010). Maltotriozy dalej sa przeksztatcane przez
chloroplastowg izoforme 4-a-glukanotransferazy (DPE1), ktéra r6zni si¢ od swojej cytozolowe;j
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izoformy DPE2 nie tylko lokalizacja w komorce i sekwencja aminokwasowa, ale przede
wszystkim specyficzno$cig substratowg (Liitken i in. 2010). W przeciwienstwie do DPE2,
DPEI nie wykorzystuje jako substratu wytacznie B-maltoze, lecz moze katalizowac odwracalng
reakcje rowniez z maltotriozg i dluzszymi maltooligosacharydami. W przypadku, kiedy
donorem reszt glukozylowych jest maltotrioza DPE1 w reakcji transglukozylacji moze
wytworzy¢ z glukozy jako akceptora maltotetraoze (G4) lub gdy akceptorem jest -maltoza -
maltopentaozg (G5). Oba nowopowstate z maltotriozy maltooligosacharydy moga by¢ juz
hydrolizowane przez f-amylaze, co w efekcie koncowym umozliwia catkowitg hydrolize skrobi
w chloroplastach. Z kolei niewielka ilo§¢ uwolnionej glukozy w reakcji katalizowanej przez
DPE1 lub przez izoamylaze¢ jest eksportowana z chloroplastu przez transporter glukozy do
cytoplazmy (Apriyanto i in. 2022; Samojedny i Orzechowski 2007).

Fosforoliza skrobi z udzialem chloroplastowej izoformy fosforylazy glukanéw PHO1 moze
by¢ alternatywa lub dodatkiem do rozktadu hydrolitycznego skrobi wystepujacej w plastydach.
Analiza mutanta A. thaliana z wyciszonym genem plastydowej fosforylazy glukanow
wykazatla, ze nawet bez wickszych zmian w akumulacji skrobi w ciggu dnia i jej degradacji

Ww nocy, roslina ta wykazuje zmniejszong tolerancje na stresy abiotyczne (Zeeman i in. 2004).

Cel badan

1. Charakterystyka nowego biatka uczestniczgcego w regulacji metabolizmu skrobi
w ziemniaku.

2. Bioinformatyczna analiza stabilnosci kompleksow [-amylazy z ufosforylowanymi
maltooligosacharydami.

3. Poznanie przebiegu rozkladu skrobi chloroplastowej w lisciach ziemniaka

indukowanej niskimi temperaturami.

Cel 1 Charakterystyka nowego biatka uczestniczgcego w regulacji metabolizmu skrobi
w ziemniaku.

Identyfikacja i charakterystyka dikinazy a-fosfoglukan, woda PWD/GWD3 (EC 2.7.9.5)
z S. tuberosum.

W ziarnach skrobi izolowanych z wielu gatunkow roslin obecnos¢ ufosforylowanych reszt
glukozy jest zjawiskiem dos¢ powszechnym. Czesto§¢ wystepowania ufosforylowanych reszt
glukozy w ziarnach skrobi niezmodyfikowanej z ziemniaka waha si¢ od 0,1 do 1%. Ta
zmienno$¢ wiagze si¢ z typem skrobi. W skrobi zapasowej jest wiecej fosforanow niz w skrobi

chloroplastowej. Jak rowniez ilo$¢ ufosforylowanych reszt glukozy zmniejsza si¢ wraz ze
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wzrostem wielkos$ci granulek, zarbwno w pozycji C3, jak i C6 (Helle i in. 2019). W trakcie
pobytu w Poczdamie w latach 2002-2004, realizujac jeden z projektow analizowalem biatka
uzyskane z li§ci oraz bulw ziemniaka specyficznie zwigzane z kuleczkami agarozowymi
pokrytymi maltoheptaozg. Poddajac elektroforezie SDS-PAGE, a nast¢pnie identyfikacji
z wykorzystaniem spektrometru masowego MALDI-TOF, sposrod kilkunastu polipeptydow
zidentyfikowalem jeden o masie czasteczkowej ok. 130 kDa, wykazujacy wysokie
podobienstwo w sekwencji do fosfodikinazy a-glukan, woda (PWD/GWD3; EC 2.7.9.5)
z A. thaliana. Ten nowy polipeptyd nazwatem StGWD3.

Swoje badania nad nowo zidentyfikowanym biatkiem kontynuowatem po powrocie do
SGGW, finansujac je z projektéw Rektora SGGW oraz projektu wiasnego KBN, w ktorych
bytem kierownikiem. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w P2 oraz byty prezentowane
podczas konferencji i sympozjow naukowych: RK2, PK5-PK8, PK12. W pierwszym etapie
badan opracowano metode oczyszczania StGWD3, stosujac chromatografi¢ powinowactwa na
kolumnie agarozowej z maltoheptaoza i SDS-PAGE. Otrzymano mieszaning¢ bialek w formie
prazkow, ktore ulegly rozdziatlowi w zelu poliakrylamidowym. Wszystkie te prazki wycigto
1 po odpowiednim przygotowaniu hydrolizowano trypsyna. Masy czasteczkowe otrzymanych
peptydow analizowano za pomocg spektrometrii mas MALDI-TOF. Wyniki mas
czasteczkowych analizowano in silico, z wykorzystaniem odpowiednich narzgdzi
bioinformatycznych. Jeden z analizowanych prazkéw biatkowych mial mase czasteczkowa
okoto 125 + 3,5 kDa. Przeszukanie dostgpnych baz danych sekwencji umozliwito identyfikacje
sekwencji tego polipeptydu na poziomie 31%, a 33 z 68 przeszukanych mas peptydow miato
identyczng mase czasteczkowa, jak sekwencje peptydow po hydrolizie trypsyng StGWD3. Calg
procedure oczyszczania StGWD3 powtorzono kilkunastokrotnie, tak aby to biatko mozna byto
zastosowac jako antygen dla produkcji poliklonalnych przeciwciat (anty-StGWD?3) przez firme
Eurogentec w Belgii. Po oczyszczeniu surowicy uzyskano krolicze przeciwciata poliklonalne,
ktore wykorzystano do analiz western blot 1 immunolokalizacji StGWD w réznych tkankach
ziemniaka. Analizy western blot biatek wyizolowanych z bulw ziemniaka w réZznym stanie
fizjologicznym z przeciwciatem poliklonalnym skierowanym przeciwko StGWD3 wykazaty
obecno$¢ biatka StGWD3 we frakcji biatek rozpuszczalnych wyizolowanych z bulw
przechowywanych 3 tygodnie w temperaturze pokojowej bez $wiatta. W przypadku biatek
izolowanych z bulw przechowywanych w temperaturze 4°C przez 8 tygodni lub w pdznej fazie
kietkowania (dlugo$¢ pedow przekraczata 10-15 cm) nie uzyskano wyraznego sygnatu
immunochemicznego odpowiadajacego masie czasteczkowej StGWD3. Wsrod biatek

wyizolowanych z bulw w poczatkowej fazie kietkowania (dtugos¢ pedow okolo 2 cm)
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stwierdzono obecno$¢ StGWD3 we frakcji biatek rozpuszczalnych. Nie stwierdzono sygnatu
immunocytochemicznego dla bialek o masie czasteczkowej odpowiadajacej masie
czasteczkowej StGWD3 we frakcjach biatkowych izolowanych z bulw w trakcie ich
powstawania, gdy dominuje synteza ziaren skrobi nad jej rozkladem. W biatkach
wyizolowanych z lisci w cyklu dobowym w trakcie dnia, nie stwierdzono zadnych zmian
w poziomie StGWD3. Przy uzyciu poliklonalnego przeciwciata anty-StGWD3 zlokalizowano
biatko StGWD3 w bulwach 1 liciach. Analizy z wykorzystaniem mikroskopu
fluorescencyjnego wykazaty, ze StGWD3 byla obecna w ziarnach skrobi powstatych
w amyloplastach bulw. W lisciach StGWD3 byta obecna w chloroplastach komorek
palisadowych 1 migkiszu gabczastego. StGWD3 najwyrazniej akumulowata si¢ na ziarnach
skrobi, o czym $§wiadczy wzrost liczby chloroplastéw znakowanych poliklonalnymi
przeciwciatami anty-StGWD3. Nie zaobserwowano oznakowania fluorescencyjnego ani ziaren
ztota koloidalnego w ziarnach skrobi i1 §cianach komorkowych, gdy w procedurze pominigto
przeciwcialo pierwszorzedowe (proba kontrolna) (P2).

Roéwnolegle z pracami majacymi na celu umozliwienie analizy obecno$ci i zmian poziomu
biatka StGWD3, podjeto udang probe sklonowania petnej dlugosci genu kodujacego StGWD
w S. tuberosum. Petna sekwencja ¢cDNA StGWD3 zawiera otwartg ramke odczytu (ORF)
o dhugosci 3609 bp, (GenBank: GU045560.1; GI:270269269). StGWD3 koduje biatko
sktadajace si¢ z 1202 aminokwasow, a obliczona masa czgsteczkowa tego polipeptydu wynosi
132,27 kDa. Z kolei punkt izoelektryczny StGWD wynosi 5,8. Analiza BLAST sekwencji
aminokwasow StGWD3 ujawnita obecnos¢ dwoch konserwatywnych domen: C-koncowa
domena wigzaca nukleotyd PPDK N (domena wigzaca PEP/pirogronian; Pfam: PF01326)
I N-koncowy modut wiagzacy skrobi¢ CBM20 (Pfam: PF00686). Pomigdzy tymi dwiema
domenami znajduje si¢ region taczacy, zlozony z 450 aminokwasow, w ktorym
zidentyfikowano domen¢ [TL]-S-H fosfohistydyny (COG: COG 00391). Sekwencja StGWD3
ma 58,6% identycznosci 1 75,3% podobienstwa do AtGWD3 1 wykazuje podobny poziom
homologii do domniemanego GWD3 z Oryza sativa (59,8% identyczno$ci i 75,9%
podobienstwa). Sekwencja StGWD3 ma jedynie 29,7% identycznosci i 48,2% podobienstwa
do biatka StGWDI1 (P2).

Obecnos¢ transkryptow StGWD3 (GenBank:GU0455600) potwierdzono w calkowitym
RNA wyizolowanym zaréwno z lisci, jak i bulw. W dalszych eksperymentach analizowano
ekspresje StGWD3 zar6wno w tkankach hetero-, jak i autotroficznych, czyli w bulwach
w réznych stanach fizjologicznych oraz w lisciach w trakcie cyklu dobowego. Zmiany poziomu

MRNA kodujacego obie dikinazy: StGWDI 1 StGWD3 w liSciach, w zalezno$ci od cyklu
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dziennego analizowano metoda RT-PCR. Uzyta Technika pozwolita na wzgledng ocene
poziomow transkryptow StGWD1 i StGWD3 w stosunku do poziomu ekspresji genu
referencyjnego (housekeeping gene) kodujacego czynnik elongacyjny - EF1-a. Wyniki RT-
PCR wyraznie wskazujg na zmiang ilosci transkryptow StGWD1 i StGWD3 w cyklu dobowym.
Ekspresja StGWD3 w trakcie dnia wzrastata az do 13 godziny naswietlania, kiedy to osiggne¢ta
maksymalny poziom. Z kolei ekspresja StGWD1 osiagngta maksimum po 10 godzinach
naswietlania, poprzedzajac maksymalng warto$¢ ekspresji StGWD3. Te zmiany w ekspresji
genow kodujacych obie dikinazy glukandow, woda potwierdzajg teori¢ o nastepczym dziataniu
StGWD3 w stosunku do StGWDI, czyli na juz ufosforylowana wczesniej przez StGWD1
skrobi¢. Wahania ekspresji StGWD3 w ciggu cyklu dobowego nie byly tak wyrazne jak
w przypadku StGWD1. Najnizszy poziom ekspresji StGWD3 zmierzono 4 godziny po
wylaczeniu $wiatla 1 byl on ponad 2,5 razy nizszy od maksymalnego poziomu ekspresji tego
genu. Z kolei najnizsza ekspresja StGWD1 wystapila rowniez 4 godziny po wiaczeniu §wiatta
i byta okoto siedmiokrotnie nizsza niz jej maksymalna warto$§¢ w cyklu dobowym (P2).

Biorac pod uwage fakt, ze gen StGWD3 ulega ekspresji zarowno w lisciach, jak i bulwach
ziemniaka, badano technika RT-PCR in situ lokalizacj¢ jego ekspresji w liSciach
autotroficznych oraz w bulwach zbieranych we wczesnej fazie wytwarzania si¢ bulw, czyli
w fazie kwitnienia roslin lub w bulwach przechowywanych przez 8 tygodni w 4°C. Wyrazne
sygnaly ekspresji StGWD3 uzyskano zarowno na skrawkach bulw zebranych w fazie
tuberyzacji  jak 1 tych przechowywanych w niskiej temperaturze. Sygnat
immunocytochemiczny byt rozprowadzany w cytoplazmie wszystkich komorek migzszu.
W probkach lisci nie stwierdzono sygnatlu potwierdzajacego obecnos¢ genu StGWD3
w miodych lisciach, a jedynie staby sygnal zaobserwowano w petni rozwinietych lisciach
autotroficznych (P2).

Posiadajac juz wstepne wyniki badan nad dikinaza fosfoglukan, woda (StGWD3/StPWD)
z S. tuberosum oraz korzystajac z kilkumiesigcznego pobytu w Uniwersytecie w Poczdamie
w 2015 roku w grupie badawczej prof. J. Fettke zaproponowatem napisanie artykutu
przegladowego (P4) na temat fosforylacji skrobi. W tym artykule ktorego jestem
pomystodawcag zostata opisana budowa skrobi, jej naturalnie wystepujace modyfikacje oraz
wptyw tych modyfikacji na struktur¢ ziaren skrobi w kontek§cie mozliwosci degradacji
natywnych ziaren skrobi. Krotko omowiono proces biosyntezy i degradacji skrobi w roslinach
wyzszych, zarowno chloroplastowej jak 1 zapasowej w tkankach niefotosyntetyzujacych roslin.
Niemniej jednak najwazniejszym celem tego artykutu byto zebrane dotychczasowej wiedzy na

temat enzymow fofsorylujacych skrobi¢ w roslinie modelowej A. thaliana i w S. tuberosum
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oraz okreslenie znaczenia fizjologicznego poszczegdlnych izoenzymédéw dikinaz glukan, woda
1 wskazanie dalszych kierunkow badan.

Podsumowujac wiedz¢ dotyczaca enzymow fosforyluzujacych skrobie w plastydach roslin
wyzszych wiadomo, ze sg to enzymy monomeryczne, czyli funkcje¢ katalityczng spetniajg jako
pojedyncze polipeptydy (P4). Wykazujg liczne podobienstwa w  sekwencjach
aminokwasowych, a takze w mechanizmie katalizowanych reakcji. Najwicksza homologie
pomigdzy tymi enzymami stwierdzono w regionie C-koncowym, ktoéry bardzo przypomina
domene wigzgcg ATP w innych poznanych enzymach (P2). Kolejng domeng charakterystyczng
w budowie tych enzymow jest drugi region nazywany domeng fosfohistydyny. Konserwatywna
reszta histydyny w tej domenie jest zdolna do przyjecia grupy P-fosforanowej z ATP, co
wykazano w eksperymentach ze znakowaniem radioaktywnym przy uzyciu rekombinowanego
GWD (Hejazi i in. 2012). Z kolei grupa y-fosforanowa z ATP jest przenoszona na czasteczke
wody. Najwigksze réznice w sekwencjach aminokwasowych GWD i1 PWD dotycza ich
niekatalitycznego regionu N-koncowego, odpowiedzialnego za zwigzanie skrobi (P2).
W przypadku PWD N-koniec zawiera pojedynczg domeng wiazgca skrobi¢ (SBD) nalezaca do
dobrze scharakteryzowanej rodziny modutow wiazacych weglowodany (Carbohydrate Binding
Module) CBM20. W przeciwienstwie do PWD, sekwencja N-koncowa domeny wigzacej
skrobi¢ w GWD jest mniej powtarzalna, ale mozna ja przypisa¢ do rodziny domen wigzacych
weglowodany CBM45 (P4).

Obnizona ekspresja genu kodujacego GWD lub PWD w A. thaliana spowodowata
opoznienie wzrostu ro$lin, pigciokrotne zwiekszenie zawartosci skrobi przejsciowej
w chloroplastach, w poréwnaniu do roslin typu dzikiego (WT) (Yu i in. 2001, Kotting i in.
2005). Analizy mikroskopowe wykazaly Ze jest to spowodowane wigkszg iloScia
chloroplastow, wigkszymi ziarnami skrobi w poréwnaniu do ro$lin typu dzikiego.
A powierzchnia ziaren skrobi z roslin transgenicznych byla mniej regularna niz w przypadku
skrobi roslin WT (Mahlow 1 in. 2014). W transgenicznych liniach ziemniakow o obnizonej
ekspresji StGWD obserwowano powstawanie wigcej, ale mniejszych bulw w poréwnaniu do
ro$lin typu dzikiego. Ponadto mutacja tego genu miata wptyw na zawarto$¢ amylozy i lepko$¢
wyizolowanej skrobi (Vikso-Nielsen i in. 2001, Kozlov i in. 2007). Niestety do tej pory nie
uzyskano transgenicznych linii ziemniaka z obnizong ekspresja StPWD/StGWD3.
Przeprowadzone przez mnie i mdj zespdt badawczy badania lokalizacji zarowno mRNA
kodujacego StGWD3 jak i samego biatka potwierdzity obecnos¢ StGWD3 w zaréwno

w lisciach jak i bulwach ziemniaka, w r6znych fazach fizjologicznych bulw (P2).
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Stosunkowo niewiele wiadomo na temat regulacji aktywnosci dikinazy o-glukan, woda
(GWD) i w zasadzie nic nic wiadomo na temat regulacji aktywnos$ci dikinazy o-fosfoglukan,
woda (PWD). Najczesciej proponowany jest potranslacyjny model kontroli aktywnosci tych
enzyméw (P4). Opisano regulacje aktywnosci StGWD za posrednictwem potencjatu
oksydoredukcyjnego (Mikkelsen i in. 2005). Miataby ona polegac na utworzeniu specyficznego
wewnatrzczasteczkowego wigzania disiarczkowego pomiedzy dwiema resztami cysteiny, ktore
sg obecne w sekwencji StGWD. Taka modyfikacja powodowatby, ze StGWD jest nieaktywna
w postaci utlenionej, ale zachowuje jednoczenie zdolnos¢ do wigzania skrobi. Zmiana
potencjatu redoks w chloroplascie i redukcja mostku disiarczkowego w StGWD aktywuje ten
enzym (Mikkelsen i in. 2005). Ponadto stwierdzono, ze rozpuszczalna (a wigc nie zwigzana
z ziarnami skrobi) posta¢ StGWD zawiera w swoim aminokwasowym skladzie reszty cysteiny
w stanie catkowicie zredukowanym (Mikkelsen 1 in. 2005). Pomimo podobienstw w sekwencji
AtGWD i StGWD, w tym wystgpowaniu reszt cysteiny, mechanizmy regulacji aktywnosci tych
dwodch enzymoéw sg rozne. Analiza odpowiednich mutantéw roslin nie potwierdzita bowiem
mechanizmu regulacji aktywnos$ci zaleznego od potencjatu oksydoredukcyjnego. Szybkos¢
degradacji skrobi w takich roslinach w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego nie zmieniata si¢
w zalezno$ci od potencjatu oksydoredukcyjnego (Skeffington i1 in. 2014).

Ostatnie badania podkreslaja biotechnologiczny potencjat zmian w fosforylacji skrobi
w gltownych roslinach uprawnych i taczenie tej naturalnej modyfikacji skrobi z produkcja
biomasy. Podjeto kilka prob zmiany ekspresji homologow GWD w ziemniakach (Lorberth i in.
1998, Vikso-Nielsen i in. 2001, Kozlow i in. 2007) , jeczmieniu (Carciofi i in. 2011), kukurydzy
(Weise i in. 2012), pszenicy (Ral i in. 2012) i ryzu (Hirose i in. 2013). Uzyskane mutanty
analizowano majac na celu okreslenie cech waznych ekonomicznie, takich jak wlasciwosci
fizykochemiczne skrobi, zawarto§¢ skrobi i biomasa roslin. Wyzej wymienione rosliny
gromadzg duze ilo$ci skrobi zapasowej w bulwach lub nasionach, tak waznych dla rolnictwa
swiatowego (Vilpoux i Silveira, Junior 2023). Wczesniej sygnalizowano opdznienie wzrostu
modelowych ro$lin transgenicznych A. thaliana z obnizong ekspresja AtGWD. Mutanty ryzu
z obnizong aktywno$cia OsGWD, a takze siewki kukurydzy o zredukowanym poziomie
ekspresji ZmGWD charakteryzujg si¢ zwigkszong akumulacjg skrobi w lisciach, ale bez
widocznych roéznic we wzrosScie wegetatywnym (Weise i in. 2012). Jednakze w badaniach
polowych og6lny plon ziarna ryzu ze zredukowang aktywnosciag OsGWD byt o 30% nizszy w
poréwnaniu z WT. Synteza skrobi w tkankach heterotroficznych zalezy od ilo$ci
weglowodanow dostarczanych przez organy fotosyntetyzujace, czyli liScie. Zaburzona

degradacja skrobi chloroplastowej spowodowana niedoborem aktywnosci GWD moze
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prowadzi¢ do zmniejszenia eksportu cukréw do tkanki heterotroficznej i ogoélnej redukcji
biomasy roslin, a w szczegdlnosci nasion i bulw (P4).

Chociaz skrobia zapasowa z bulw i nasion zb6z stanowi glowne zrodto tego polisacharydu
w naszej diecie, stosunkowo niewiele wiadomo na temat fosforylacji skrobi, szczegolnie
w bielmie zb6z. W wyniku heterologicznej nadekspresji StGWD w amyloplastach jeczmienia
dziesigciokrotnie wzrosta zawarto$¢ fosforanow w skrobi zapasowej w poréwnaniu do roslin
typu dzikiego (Carciofi i in. 2011). Wysoka zawarto$§¢ ufosforylowanej skrobi w tych
transgenicznych liniach jeczmienia powoduje zmieniong morfologi¢ granulek i wplywa na
wiasciwosci kleikowania takiej skrobi. Wiele zastosowan przemystowych 1 spozywczych
skrobi wymaga procesu kleikowania skrobi. W tym procesie potkrystaliczna struktura skrobi
zostaje stopniowo zaktocona przez ogrzewanie w roztworze. Poczatkowo ogrzewanie
nierozpuszczalnych ziaren skrobi w roztworze powoduje ich pgcznienie, nastepnie zaczyna si¢
kleikowanie, czyli rozlewanie si¢ dobrze uwodnionych ziaren skrobi i w koncu powstaje lekko
opalizujacy kleik skrobiowy, odznaczajacy si¢ wysoka lepkoscia. W =zaleznosci od
botanicznego pochodzenia skrobi temperatury kleikowania mieszczg si¢ w zakresie ok. 37-
70°C, a dla skrobi izolowanej z bulw ziemniaka od ok. 50 do 75°C (Juszczak 1 in. 2014).
Temperatura kleikowania oczyszczonych ziaren skrobi z ro$lin jeczmienia, z nadekspresja
StGWD, o podwyzszonej zawartosci reszt fosforanowych jest nizsza w poréwnaniu do ziaren
skrobi z roslin typu dzikiego (Carciofi i in. 2011). Przypuszcza sig, ze spowodowane to lepszym
uwodnieniem tak zmodyfikowanej skrobi. Ma to ogromne znaczenie dla obniZenia kosztow
w przetworstwie zywnosci. Analogiczne wyniki badan uzyskano przy redukcji aktywnosci
StGWD w ziemniaku. Zmniejszona zawartos$¢ fosforanow zwigkszala temperature kleikowania
ziarenek skrobi wyizolowanych z takich mutantow. Badania z mutantami pszenicy z obnizong
ekspresja GWD, przeprowadzone w warunkach szklarniowych jak i polowych daty zaskakujace
wyniki (Ral i1 in. 2012). Okazato si¢, ze taka modyfikacja metabolizmu skrobi w pszenicy
powoduje wzrost biomasy 1 plonu roslin transgenicznych w poréwnaniu do roslin typu
dzikiego. Niestety nie wiadomo jak potaczy¢ obnizong ekspresje GWD w pszenicy ze
zwigkszong wydajno$cig plonu, niemniej jednak jest to cecha niezwykle pozadana z punktu
widzenia produkcji rolniczej (Bowerman i in. 2016, Ral i in. 2012).

Podsumowujac, zawarto$¢ fosforandéw w skrobi mozna modyfikowaé poprzez zmiang
ekspresji GWD w roslinach uprawnych, co moze zwigksza¢ zawartos$¢ skrobi, jej wtasciwosci
fizyko-chemiczne, a nawet plon ro$lin. W szczegdlnosci wysoce pozadana bytaby zmiana
w ekspresji GWD w lisciach lub organach zapasowych, tak aby wptyna¢ na akumulacje skrobi,

w zaleznosci od potrzeb.
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Patrzac w przysztos¢ warto podjac¢ probe wyjasnienia w jaki sposob dikinazy glukan, woda
dziataja na substrat. Nie jest jasne, czy enzym dziata na calag powierzchni¢ ziaren skrobi, jaka
jest glebokos¢ penetracji amylopektyny przez enzym i czy ta glebokos$¢ penetracji jest rowniez
powigzana z reakcjg fosforylacji skrobi. Dodatkowo wysoce prawdopodobna jest funkcjonalna
interakcja ze znanymi lub nawet dotychczas nie poznanymi biatkami/enzymami podczas
dziatania GWD i PWD na ziarna skrobi. Pojawiaja si¢ watpliwosci dotyczace sposobu dziatania
GWD i PWD na substrat. Zaskakujace sa rowniez informacje dotyczace przeszukania genomow
prymitywnych jednokomorkowych alg zielonych. Na ich podstawie przypuszcza si¢, ze az piec
sekwencji w tych algach moze kodowaé roézne enzymy wykorzystujace poliglukany jako
substraty w reakcji fosforylacji (Derelle i in. 2006, Rensing i in. 2008). Mimo wielu szeroko
zakrojonych badan fizjologiczna rola poszczegdlnych izoenzyméw fosforylujacych
polisacharydy w roslinach wyzszych nadal nie jest petna. Chociaz wiadomo juz sporo o tej

grupie enzymow to wcigz wiele pozostaje do odkrycia.

Cel 2: Bioinformatyczna analiza stabilnosci kompleksow [-amylazy z ufosforylowanymi
maltooligosacharydami.

W ramach realizacji projektu finansowanego przez KBN o numerze N302061134 i we
wspotpracy z pracownikami Katedry Biometrii i Bioinformatyki przeprowadzono pionierskie
w swoim charakterze eksperymenty in silico w celu zbadania znaczenia fosforylacji
maltooligosacharydéw dla stabilnosci kompleksu enzym-substrat — dla p-amylazy, czyli
kluczowego enzymu w procesie degradacji skrobi w ziemniaku. Badano energi¢ wigzania kilku
maltooligosacharydow, w ktorych grupy hydroksylowe w resztach glukozylowych byty
ufosforylowane jednokrotnie w pozycji C6 lub podwdjnie w pozycjach C6 i C3. Do analiz
kontrolnych stosowano te same maltooligosacharydy, ale nie ufosforylowane. W obliczeniach
wykorzystano strukturalny model enzymu skonstruowanego dla sekwencji aminokwasowej
B-amylazy z Solanum tuberosum. W efekcie tych badan uzyskano wyniki energii dokowania
DOCKG6 oraz bardziej zaawansowang miar¢ energii dokowania, zwang Glide Score. Dla
dhuzszych maltooligosacharydéw zaobserwowano wzrost ich powinowactwa do centrum
aktywnego B-amylazy. Natomiast dla maltooligosacharydow sktadajacych sie z tej samej iloSci
reszt glukozylowach, ale rozgatezionych stwierdzono spadek powinowactwa do centrum
aktywnego f-amylazy. Obliczone energie stabilizacji kompleksow  B-amylazy
i ufosforylowanych form: maltozy, maltotriozy i maltotetraozy, dla energii dokowania DOCKG®,
byly nawet do 75% wyzsze niz dla nieufosforylowanych form tych samych oligosacharydow.
Moze to wskazywa¢ na ich silny inhibitorowy charakter w reakcji katalizowanej przez
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B-amylaze, co jednoznacznie potwierdza wczesniejsze wyniki badan in vitro (Vikso-Nielsen
i in. 1997). W przypadku maltoheptaozy i maltooktaozy zaobserwowano odwrotng tendencje:
fosforylacja grupy hydroksylowej w pozycji C6 lub C3 reszty glukozy nieznacznie zmniejszata
energi¢ wigzania liniowych oligosacharydow i znaczaco zmniejszata sktonno§¢ do wigzania
z centrum aktywnym B-amylazy. Uzyskane przez nas wyniki analiz bioinformatycznych
potwierdzaja zatem, ze ufosforylowane, rozgat¢zione oligosacharydy niechetnie lacza si¢
z centrum aktywnym B-amylazy, co znacznie ogranicza mozliwo$¢ ich hydrolizy przez ten
enzym. Co wiecej, szczegdtowa analiza centrum aktywnego P-amylazy z S. tuberosum
i mozliwego utozenia przestrzennego substratow takich jak np. ufosforylowanej w pozycji C6
maltooktaozy wskazuje, ze grupa fosforanowa tego maltooligosacharydu ,,wystaje” z centrum
aktywnego B-amylazy. Odmienne zjawisko zaobserwowano w przypadku 2-krotnie krotszego
oligosacharydu - maltotetraozy i jej ufosforylowanego odpowiednika w pozycji C6.
W przypadku tego substratu grupa ortofosforanowa tworzy wigzania wodorowe z bocznymi
tancuchami argininy i lizyny w sekwencji B-amylazy, ktore moga by¢ odpowiedzialne za
widoczne przesunigcie substratu w kierunku reszt tyrozyny i waliny w sekwencji B-amylazy.
Umozliwia to nowe interakcje pomigdzy centrum aktywnym enzymu, a substratem. WWprawdzie
obliczona energia wigzania substratu jest wieksza niz w przypadku dtuzszego oligosacharydu,
ale prawdopodobny wptyw na reakcje katalityczng moze polega¢ na tym, ze obecno$¢ grupy
fosforanowej moze blokowac interakcje pomigdzy potencjalng resztg kwasu glutaminowego
Glu453 z centrum Katalitycznego B-amylazy, a atakujaca wigzanie glikozydowe czasteczka
wody. Gdyby zmiany konformacyjne w centrum aktywnym B-amylazy nie mialy miejsca to
woda powinna wej$¢ w szczeling centrum aktywnego, umozliwiajac interakcj¢ z C1 jednostki
glukozylowej 1 zainicjowa¢ proces hydrolizy wigzania a-(1,4)-glikozydowego.
Zaobserwowano spadek energii wigzania do centrum aktywnego B-amylazy w przypadku
rozgatezionych i ufosforylowanych dhuzszych ligandow weglowodanowych. Zjawisko to
mozna wyjasni¢ tym, ze P-amylaza hydrolizuje co drugie wigzanie a-(1,4)-glikozydowe,
zaczynajgc od nieredukujacego konca a-glukanow, ale enzym ten nie jest w stanie oming¢
wigzan a-(1,6)-glikozydowych, ktoére musi rozerwac izoamylaza. Grupa fosforanowa na koncu
redukujacym maltooligosacharydow moze dziata¢ jak ,kotwica”, ktéra nie pozwala na
wigzanie dluzszych ligandow w centrum aktywnym [-amylazy. Fosforylacja grup
hydroksylowych w resztach glukozylowych krotkich ligandow oligoweglowodanowych
zarowno w pozycjach C3, jak 1 C6 wplywa na ich zdolno$¢ do wigzania si¢ z B-amylazg

z S. tuberosum. Fosforylacja w pozycji C3 w liniowych maltooligosacharydach powoduje

19



zwigkszenie energii dokowania takich substratow do centrum aktywnego [B-amylazy,
w poréwnaniu z nieufosforylowanymi substratami. Fosforylacja skrobi w ziemniaku powoduje
rozluznienie powierzchni ziaren skrobi co zarazem rozpoczyna jej enzymatyczny rozklad.

Wyniki tych badan opublikowano w P1 uraz prezentowano w trakcie konferencji: PK9-PK10.

Cel 3 Poznanie przebiegu rozktadu skrobi chloroplastowej w lisciach ziemniaka
indukowanej niskimi temperaturami.

W toku ewolucji rosliny rozwingty szereg mechanizméw umozliwiajacych im przetrwanie
w nieoptymalnych warunkach. Zdolno$¢ roslin do aklimatyzacji w niskich temperaturach
wynika z licznych zmian w ich metabolizmie, ktore obejmuja m. in. zmiany w ekspresji gendéw,
aktywnos$ci enzymow, stabilizacji fosfolipidow tworzacych btony komérkowe oraz akumulacji
rozpuszczalnych weglowodanow i biatek (Kosova i in. 2007, Ruellandet i in. 2009, Krasensky
1 Jonak 2012). Ujemne temperatury po wschodach ro§lin moga powodowac uszkodzenia czesci
nadziemnej roslin ziemniaka, op6zniajac rozwoj 1 potencjalnie zmniejszajac plony. Rosnace
zapotrzebowanie na zywnos¢ w zwigzku ze wzrostem liczby ludnosci na $wiecie powoduje
ciagle poszerzanie zasi¢gu uprawy ziemniakow, gtownie w krajach rozwijajacych si¢. Jedng
z modyfikacji metabolicznych, ktora zwigksza tolerancj¢ roslin na stres jest akumulacja cukrow
rozpuszczalnych. Rozpuszczalne weglowodany odgrywaja wazng role w ochronie komorek
ros$linnych przed uszkodzeniami powodowanymi przez chtdéd. Ochrona ta polega na
dostarczaniu osmoprotektantow, sktadnikow energetycznych do komorek Ilub interakcji
z dwuwarstwowa blong biatkowo-lipidowa otaczajaca komodrki (Yuanyuan i in. 2009).
W lisciach A. thaliana zaobserwowano, ze chtdd juz po kilkudziesieciu minutach powoduje
zwigkszenie zawarto$ci maltozy 1 maltotiozy do potowy ich maksymalnego zmierzonego
stezenia (Kaplan iin. 2007). Rosngca zawarto$¢ mono- 1 disacharydow w lisciach stanowi dobrg
ochrong dla roslin, zapewniajac komorkom dodatkowy czas na produkcj¢ odpowiednich biatek
stresowych 1 metabolitow w celu dostosowania metabolizmu i fizjologii rosliny do stresu niskiej
temperatury (Patrick i un. 2013). Szybko rosngca zawarto$§¢ maltozy w lisciach A. thaliana,
spowodowana ekspozycja na niska temperaturg, wskazuje na znaczng role degradacji skrobi
podczas poczatkowej reakcji tych roslin na chtod. Kluczowa role w degradacji skrobi w lisciach
przypisuje si¢ dziataniu B-amylazy. W przypadku rosliny modelowej A. thaliana wykazano, ze
stres spowodowany niska temperaturg indukuje ekspresj¢ jednego z izoenzymow p-amylazy —
BMY8 (Kaplan i Guy 2004). Z kolei analiza mutanta A. thaliana z wyciszonym genem
kodujagcym plastydowa fosforylaze glukanéw (PHO1) wykazata, ze nawet bez wigkszych
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zmian w akumulacji skrobi w ciggu dnia i jej degradacji w nocy, rosliny transgeniczne
wykazuja zmniejszong tolerancj¢ na stresy abiotyczne (Weise 1 in. 20006).

Plastydowa fosforylaza glukanow (PHO1) jako aktywny enzym sktada si¢ z dwoch
polipeptydéw 1 moze wystepowacé w lisciach ziemniaka jako homodimer, ktory si¢ sktada si¢
z dwoéch podjednostek nazwanych PHOla. W lisciach wykryto takze PHO1 w formie
heterodimeru, ktéry zbudowany jest z jednej podjednostki PHO1a oraz jednej nazwanej PHO1b
(Sonnewald i in., 1995, Nakano i in., 1986). Z kolei w bulwach ziemniaka, PHO1 nie wykazuje
struktury heterodimerycznej. Wystepuje wytacznie jako homodimer ztozony z 2 podjednostek
PHOla (Albrecht i1 in., 1998). Oba polipeptydy: PHOla i PHO1b maja bardzo podobne
sekwencje — wykazuja ponad 80% identycznosci aminokwasowej. Z tego wynika ze polipeptyd
PHO1a wystegpuje zarowno w lisciach jak i w bulwach ziemniaka, natomiast polipeptyd PHO1b
tylko w lisciach.

Vikse-Nielsen i in. (1997) w swojej publikacji zwrocili uwage na niejednoznacznosci 1 zbyt
kontrowersyjne réznice w wynikach wczesniejszych badan dotyczacych akumulacji
weglowodanow w bulwach ziemniaka pod wplywem zimna. Badacze ci uwazali, ze te roznice
moga wynika¢ z niedoskonato$ci technik analitycznych, ktoére czasami nie pozwalaja na
rozroznienie aktywnosci roznych typéw enzyméw degradujacych skrobig. Autorzy ci jednak
podejrzewali, ze takie rozbieznosci mogg rowniez wynika¢ z rdznic odmianowych. Dlatego
celem eksperymentéw opisanych w P4 byta weryfikacja hipotezy, czy w lisciach ziemniakéw
dwoch roznych odmian: Desiree 1 Russet Burbank poddanych dziataniu temperatury 2°C przez
12 godzin wystapia r6zne mechanizmy degradacji skrobi chloroplastowej. Analizowano dwie
odmiany ziemniaka réznigce si¢ znacznie plonem 1 zawartoscig skrobi w bulwach. Russet
Burbank to odmiana o duzym plonie bulw (Stark i in. 2007) i duzej zawartosci skrobi
w bulwach. Desiree to odmiana modelowa, ktora charakteryzuje si¢ do§¢ niskim plonem bulw
1 niskg zawarto$cig skrobi w bulwach (Kaminski i in. 2012). W ramach tych eksperymentow
wykonano analiz¢ ekspresji dwoch gendéw kodujacych izoenzymy a-amylazy (AMY21,
AMY23), 2 gendow kodujacych podjednostki wchodzace w sklad plastydowej fosforylazy
glukanow (PHOla i PHO1b), genu kodujgcego B-amylaze (BAM), genu kodujacego
cytoplazmatyczny izoenzym fosforylazy glukanow (PHO2/PHOH) oraz genu referencyjnego
18SrRNA. Ponadto analizowano zmiany aktywnosci a-amylazy, B-amylazy, fosforylazy
glukanow i catkowitej ilosci cukrow redukujgcych — gtownie mono- i oligosacharydow. Nie
zaobserwowano zadnych zmian w ekspresji obu genéw kodujacych a-amylaze w lisciach.

Z kolei zmierzona aktywno$¢ a-amylazy w lisciach Desiree wahala si¢ nieznacznie.
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Poczatkowo nie ulegata zmianie pod wptywem niskiej temperatury, dopiero pod koniec trwania
eksperymentu wzrosta. Analogiczne zmiany aktywnosci a-amylazy obserwowano w lisciach
odmiany Russet Burbank, przy czym wzgledne wzrosty aktywnos$ci po 9 godzinach trwania
stresu chtodu byly wyzsze niz w odmianie Desiree. Rola a-amylaz w degradacji skrobi
w chloroplastach ziemniakow jest prawdopodobnie mniej istotna niz B-amylazy. Analiza
ekspresji genu BAM w lisciach odmiany Desiree wykazata znaczng indukcje syntezy mRNA
kodujgcego B-amylazg. Tej zwiekszonej ekspresji genu BAM jako efektu dziatania niskiej
temperatury na rosliny, odpowiadata zwigkszona aktywnos¢ B-amylazy przez caty czas trwania
doswiadczenia. Stwierdzono takze 3-krotny wzrost zawartosci cukrow redukujacych
w porownaniu do kontroli, co zaobserwowano juz po 3 godzinach ekspozycji roslin na niskg
temperature. Analogiczna analiza przeprowadzona na liciach ziemniaka odmiany Russet
Burbank wykazata brak zmian w ekspresji genu kodujacego PB-amylaze, co znalazio takze
odzwierciedlenie w braku zmian aktywnosci tego enzymu. W przeciwienstwie do odmiany
Desiree, aktywno$¢ B-amylazy w liSciach odmiany Russet Burbank nie wzrosta w niskiej
temperaturze w porownaniu z roslinami kontrolnymi. W liSciach odmiany Russet Burbank
stwierdzono natomiast zwigkszong transkrypcje jednego z genow kodujacych polipeptyd
(PHO1b), wchodzacy w sktad aktywnego dimeru plastydowej izoformy fosforylazy glukanow
(PHO1). Mimo to catkowita aktywno$¢ fosforylazy glukanéw nie wzrastata od poczatku
ekspozycji roslin na stres chtodu. W lisciach odmiany Desiree, w poczatkowej fazie trwania
eksperymentu nie obserwowano zmiany poziomu transkryptu genu kodujacego polipeptyd
PHOI1b, po czym poziom transkrypcji tego genu spadt w 9 i 12 godzinie trwania stresu niskiej
temperatury. Aktywno$¢ fosforylazy glukanéw w liciach odmiany Desiree znaczaco wzroslta
po 3 godzinach trwania stresu, czyli bardzo podobnie do zaobserwowanego wzrostu aktywnosci
-amylazy. Podobne zjawisko obserwowano takze w liSciach odmiany Russet Burbank. W obu
odmianach aktywno$¢ PHO wzrosta w statystycznie istotny sposob dopiero po 12 godzinach
ekspozycji roslin na chtdd. Uzyskane przez nas wyniki analiz zawarto$ci cukrow redukujacych
wykazaly, ze w liSciach kontrolnych odmiany Russet Burbank bylo o ok. 60% wigcej cukrow
redukujacych niz w takich samych li§ciach odmiany Desiree. Dostgpnos¢ duzej ilosci cukrow
redukujacych w lisciach odmiany Russet Burbank moze opdznia¢ reakcje na chtod skutkujaca
degradacja skrobi chloroplastowej. Znaczna ilo$¢ cukrow redukujacych w komérkach moze
stuzy¢ jako osmoprotektant w krotkotrwalym okresie stresu spowodowanego niska
temperaturg. Niska temperatura spowodowala, ze w lisciach odmiany Desiree zawartos¢

cukrow redukujacych byta trzykrotnie wyzsza niz w roslinach kontrolnych juz po 3 godzinach
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ekspozycji na chtod. Nastepnie zawartos¢ cukréw redukujgcych w roslinach poddanych
stresowi spadla, ale ciagle pozostawata o ok. 30% wyzsza niz w ro$linach kontrolnych.
W przypadku odmiany Russet Burbank przez 9 godzin ekspozycji roslin na chiéd nie
obserwowano istotnych zmian w zawartosci cukrow redukujacych, dopiero po 12 godzinach
nastgpit ich niewielki wzrost w poréwnaniu do kontroli.

Podsumowujac wyniki przedstawione w artykule P3 nalezy stwierdzi¢ istnienie znaczacych
réznic we wzorcach ekspresji gendw 1 aktywnosci enzymdéw hydrolitycznych
1 fosforolitycznych skrobi¢. Uzyskane wyniki otworzyty tez nowe perspektywy dla przysztych
badan, ktoére uzupelnia wiedz¢ na temat tolerancji ros$lin na niekorzystne warunki
srodowiskowe, w tym stres niskiej temperatury.

Kontynuujac tematyke badawcza dotyczaca wptywu niskiej temperatury na degradacje
skrobi w chloroplastach lisci ziemniaka wykonano seri¢ eksperymentow, a ich wyniki opisano
w artykule P5. Analizowano rozne parametry fizjologiczne takie jak: zwarto$¢ chlorofilu,
wspotczynnik deficytu wody, stezenie aldehydu malonowego, poziom ekspresji gendow
kodujacych StGWD (EC 2.7.9.4) i StPWD (EC 2.7.9.5) oraz genu kodujacego dehydrogenaze
NADH (EC 7.1.1.2). Dodatkowo oznaczano aktywnosci enzymow w  zelach
poliakrylamidowych dwdch transferaz zaangazowanych w proces rozktadu skrobi: fosforylazy
glukanéw PHO (EC 2.4.1.1) 1 enzymu dysproporcjonujacego, DPE (EC 2.4.1.25). Dodatkowo
z wykorzystaniem zymogramow analizowano aktywnos$ci enzymow amylolitycznych — bez
rozroznienia na specyficzng aktywno$é: a-amylazy (EC 3.2.1.1) i B-amylazy (EC 3.2.1.2). Do
oznaczenia aktywnosci inwertazy kwasnej (EC 3.2.1.26), enzymu hydrolizujacego sacharoze
zastosowano metode¢ spektrofotometryczng. W zebranych w trakcie doswiadczenia probkach
lisci oznaczono takze poziom skrobi, glukozy, fruktozy oraz sacharozy. Sadzonki ziemniaka
odmiany Russet Burbank po 5 tygodniach od wschodéw poddano 12 godzinnemu dziataniu
niskiej temperatury w komorze fitotronowej - 2°C. Proby lisci zbierano co 3 godziny z grupy
ro$lin poddanych stresowi i rosnagcych w warunkach optymalnych, przy tym samym nat¢zeniu
swiatta 1 cyklu dobowym. Warto nadmieni¢, ze wiekszo$¢ wczeséniejszych badan innych
autorow dotyczacych fizjologicznych 1 biochemicznych reakcji roslin ziemniaka na stres
chtodu obejmowaty eksperymenty, ktore trwaty przez kilka tygodni lub kilka dni (Orawetz i in.
2016, Evers 1 in. 2012, Oufir i in. 2008). Rosliny przechodzity wowczas fazy adaptacji
i aklimatyzacji do stresu niskiej temperatury. W naszych badaniach dotyczacych zmian
w degradacji skrobi po raz pierwszy w swiecie skoncentrowali$§my si¢ na pierwszej fazie stresu
nazywanej fazg alarmowag, trwajacej zwykle kilka godzin, kiedy to procesy kataboliczne

przewazaja nad procesami anabolicznymi w roslinach (Kosova i in. 2015).
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W zebranych lisciach zar6wno z roslin kontrolnych jaki i tych poddanych dziataniu niskiej
temperatury nie zaobserwowano statystycznie istotnych zmian we wspotczynniku deficytu
wody RWC (relative water content). Swiadczy to o tym, ze krotkotrwate dziatanie chtodem na
rosliny ziemniaka nie powodowalo odwodnienia lisci, jak to ma miejsce w przypadku stresu
suszy. Podobnie nie stwierdzono zmian w zwarto$ci chlorofilu. Natomiast zawarto$¢
dialdehydu malonowego znacznie wzrosta po 6 godzinach ekspozycji na chtéd. Dialdehyd
malonowy jest markerem peroksydacji lipidow i jest powigzany ze stresem oksydacyjnym
(Morales i in. 2019). Analizujgc metodg Real-Time RT-PCR zmiany poziomu transkryptow
wybranych genow stwierdzono spadek ilo$ci wskaznikowego dla stresu chtodu genu
kodujacego jedng z podjednostek dehydrogenazy NADH juz po 9 godzinach traktowania roslin
niskg temperaturg. Chtéd spowodowatl zwigkszong ekspresje genow StGWD oraz StPWD,
odpowiednio po 6 1 9 godzinach od rozpoczecia ekspozycji roslin na chtéd. Obserwowano tez
spadek zwartosci skrobi w liSciach ziemniaka poddanych stresowi ale dopiero po 9 godzinach
dziatania chtodu. Wyniki te potwierdzaja podstawowa fizjologiczng rol¢ obu dikinaz
W przygotowaniu powierzchni ziaren skrobi do jej degradacji. Zaobserwowano takze po 12
godzinach dzialaniach niskich temperatur statystycznie istotny wzrost zawarto$ci glukozy
1 fruktozy w lisciach ale nie sacharozy. Aktywno$¢ inwertazy kwasnej byla statystycznie
istotnie wyzsza we wszystkich zebranych probach lisci w porownaniu do kontroli. Kluczowe
wydajg si¢ by¢ zmiany aktywnos$ci enzymow degradujacych skrobie. Po izolacji chloroplastow
zmierzono aktywno$¢ amylaz w zelu poliakrylamidowym, dzigki temu mozna bylo
jednoznacznie przypisa¢ pasma aktywnosci w zZelu amylazom zlokalizowanym
w chloroplastach, czyli zlokalizowanym w komoérce w bezposrednim sgsiedztwie skrobi
asymilacyjnej. Wyniki pomiarow densytometrycznych pasm aktywnosci w zelu
poliakrylamidowym nie wskazujg na istotny udzial enzymoéw amylolitycznych w procesie
rozktadu skrobi spowodowanym krétkotrwalym stresem niskiej temperatury. Zupelnie inna jest
dynamika zmian aktywnosci fosforylazy glukanéw pod wptywem dziatania chtodu na rosliny
ziemniaka. Uzyskane przez nas wyniki wskazujg na bardzo szybki przyrost catkowitej
aktywnosci fosforylazy glukanow, juz po 3 godzinach dzialania niskiej temperatury na ro$liny.
Zwigkszong aktywno$¢ odnotowano zaréwno dla fosforylazy glukanéw zlokalizowane;j
w chloroplastach (PHO1) jak i w cytozolu (PHO2), przy czym w miarg trwania stresu niskiej
temperatury w calkowitej aktowosci PHO rost udziat aktywnosci PHO1. Ta zwigkszona
aktywnosc¢ fosforylazy glukandw moze mie¢ zwigzek z syntezg ziaren skrobi. W przesztosci
wykazano, ze niska temperatura wptywa na aktywnos¢ fosforylazy glukanéw, ktora, jak si¢

uwaza, odgrywa szczegoOlnie wazng role¢ w metabolizmie skrobi w warunkach stresu
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abiotycznego (Zeeman i in. 2004). Z kolei aktywnos$¢ DPE2, innego enzymu biorgcego udziat
w metabolizmie rozpuszczalnych wegglowodandw byla silnie zmniejszona pod wplywem stresu
chtodu. By¢ moze spowodowane jest to niedoborem P-amylozy, czyli gléownego produktu
hydrolizy skrobi asymilacyjnej w warunkach optymalnych do wzrostu roslin. Podwyzszona
aktywnos$¢ inwertazy kwasnej zaobserwowana juz po pierwszych 3 godzinach dziatania chodu
na rosliny moze wskazywac na to, ze w lisciach odmiany ziemniaka Russet Burbank w fazie
poczatkowej dziatania stresu chtodu na rosliny, degradowana jest gtownie sacharoza.

Uzyskane przez nas wyniki badan wskazujg raczej na fosforolityczny rozktad skrobi, ktory
przebiega w stresie, niz na typowa dla optymalnych warunkow wzrostu roslin hydrolize ziaren
skrobi. Hydroliza ziaren skrobi w warunkach optymalnych dla wzrostu roslin, po
wczesniejszym ufosforylownaiu ich powierzchni przez GWD i PWD, odbywa si¢ glownie
z udzialem B-amylazy. W wyniku dziania PHO na skrobi¢ powstaje ufosforylowana glukoza,
czyli (glukozo-1-fosforan, G1P). Taka zdestabilizowana fosforanowa pochodna glukozy jest
bardziej reaktywna niz f-maltoza — typowy produkt beta-amylolitycznego rozktadu skrobi.
Proces fosforolizy moze by¢ istotny dla oszczedzania energii w trakcie dziatania niskich
temperatur na ro$liny, ktore w takich warunkach z pewno$cig ograniczaja intensywnos$¢ procesu
fotosyntezy.

Aktualnie niewiele wiadomo na temat mechanizmow adaptacyjnych roslin do niskich
temperatur w procesie degradacji skrobi chloroplastowej. Rosliny uprawne stale poddawane sa
zmianom temperatury spowodowanym gwattownymi zmianami pogody, por roku i zmianami
klimatycznymi. Z tego powodu konieczne sa dalsze badania i1 wysitki, aby uzyskac
doktadniejszy obraz proceséw towarzyszacych tym zmianom, majacych istotny wplyw na
kondycje 1 plonowanie roslin uprawnych. Na konieczno$¢ takich badan zwrdcono uwage
w artykule P6. Wiele waznych roslin uprawnych, takich jak: kukurydza, ziemniaki, pszenica,
pszenzyto, ryz czy maniok, musi by¢ uprawiana w roznych strefach klimatycznych, w ktérych
dochodzi do znacznych wahan temperatury w ciggu doby. Wigkszo$¢ roslin skrobiodajnych
dostarcza ten cenny polisacharyd nie tylko do produkcji zywnosci dla ludzi 1 zwierzat, ale takze
do produkcji skrobi w zastosowaniach przemystowych. Wykorzystanie skrobi w przemysle jest
powszechne i wymaga specyficznych whasciwosci skrobi, takich jak wielkos$¢ i ksztatt ziaren
skrobi lub pewnych cech skrobi, takich jak dlugos$¢ tancuchéw budujacych amylopektyne,
krystaliczno$¢. Wszystkie te cechy wptywaja miedzy innymi na temperaturg kleikowania

skrobi, lepkos¢ kleiku oraz procent retrogradacji. (Gu i in. 2022; Zhang i in. 2021).
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W roslinach skrobia zapasowa jest syntetyzowana w znacznie wigkszych ilosciach niz
skrobia przejsciowa i dlatego skrobia zapasowa jest szczegélnie wazna do zastosowan
przemystowych. W ostatnich latach opublikowano sporo wynikdéw badan na temat biosyntezy
i degradacji skrobi w réznych roslinach uprawnych (Li i in. 2021, Compart i in. 2023).
Wiadomo, ze w biosyntezie skrobi bierze udzial ponad trzydziesci biatek
i enzymow/izoenzymow. Jednak w wigkszosci ich doktadne funkcje i wlasciwosci nie sa
jeszcze w petni poznane (Tetlow i Emes, 2017; Apriyanto i in. 2022). Aktualnie wiedza na
temat metabolizmu skrobi opiera si¢ gldwnie na wzroscie roslin w kontrolowanych warunkach,
zarowno roslin typu dzikiego jak i r6znych mutantow. Czgsto nie jest jasne, w jaki sposob na
metabolizm skrobi wplywaja niekorzystne krdtkotrwate zmiany temperatury, ktore moga
wielokrotnie powtarza¢ si¢ w trakcie wegetacji roslin. Nadal brakuje nam roéwniez
szczegbdtowej wiedzy dotyczacej kontroli inicjacji biosyntezy, tworzenia wewnetrznej struktury
skrobi, morfologii i wlasciwos$ci powierzchni ziaren skrobi (Compart i in. 2021). Wszystkie te
cechy ziaren skrobi w ogromnym stopniu wplywaja na komercyjne zastosowanie skrobi
w przemysle.

Nawet krotkie okresy trwania niskich temperatur prowadza do hydrolizy skrobi
asymilacyjnej i akumulacji cukréw rozpuszczalnych (Nagao i in. 2005; Sicher, 2011;
Nezhdanova 1 in. 2022), powodujac zmiany we wtasciwosciach skrobi, a takze w ogdlnym
metabolizmie ro$liny. Te rozpuszczalne cukry moga regulowac ekspresje genow biorgcych
udzial w fotosyntezie, metabolizmie we¢glowodandéw 1 w syntezie osmolitéw (Li i in., 2022a;
Rosa i in. 2009), a zatem moga posrednio wptywac¢ na budowe 1 wlasciwosci ziaren skrobi.

Ros$liny zebrane z pol uprawnych, ktore dostarczajg skrobie na cele przemystowe, sa
poddawane dalszym technologicznym procesom w celu uzyskania surowca o0 jak
najkorzystniejszych parametrach do $ciste okreslonych zastosowan. Poszerzona wiedza na
temat wpltywu okreslonych czynnikéw stresowych na parametry skrobi moze pomoc
w zmniejszeniu wysitkow 1 kosztow jej izolacji oraz przetwarzania. Wreszcie lepsze
zrozumienie jak warunki wzrostu roslin uprawnych moga wptywa¢ na wielkos¢, ilos¢ oraz
strukture ziaren skrobi pozwoli na ukierunkowang hodowle nowych odmian. Takie nowe
odmiany ro$lin powinny pozosta¢ odporne na powtarzajace si¢ stresy abiotyczne. Z tych
powodow jestem przekonany, ze badania nad krotkotrwalym wpltywem stresu niskiej
temperatury na parametry ziaren z zastosowaniem najnowoczesniejszych metod analitycznych
umozliwiajacych analizy nawet pojedynczych ziaren skrobi (Cisek 1 in. 2018; Pruvost i in.

2021) sa wazne, konieczne 1 aktualne.

26



Podsumowanie.

Jednym z moich najwazniejszych osiggni¢¢ badawczych jest identyfikacja i czeSciowa
charakterystyka fosfodikinazy a-glukan, woda (StPWD/StGWD3; EC 2.7.9.5) z S. tuberosum.
Po roslinie modelowej jakg jest A. thaliana, byla to pierwsza w $wiecie charakterystyka
homologa tego enzymu w roslinie uprawnej. W badaniach, ktérych wyniki przedstawiono
w artykule P2, ustalono pelng sekwencje genu kodujgcego ten enzym oraz poznano jego peing
sekwencj¢ aminokwasowa. Uzyskane sekwencje postuzyly do roznorodnych analiz
bioinformatycznych i modelowania struktury StGWD3. Oczyszczono StGWD3 z bulw
ziemniaka w iloSci wystarczajacej do uzyskania poliklonalnych przeciwcial, ktoére
wykorzystano do specyficznej lokalizacji enzymu w tkankach ziemniaka, w ro6znych
warunkach fizjologicznych. Podstawowe znaczenie dikinaz GWD i PWD w metabolizmie
roslin wyzszych polega na katalizie reakcji ufosforylowania skrobi. Reakcja ta w cyklu
dobowym przebiega zard6wno w ciggu dnia jak i noca, ale jej intensywnos$¢ jest wicksza noca
i skutkuje rozluznieniem powierzchni ziaren skrobi. Ta zmiana powierzchni ziaren skrobi
utatwia jej degradacje.

Aktualng wiedze¢ na temat procesu fosforylacji skrobi oraz perspektywe badan tej naturalnej
modyfikacji skrobi zaprezentowano w artykule P4. Majac to na uwadze przeprowadzitem
szereg eksperymentow, w ktorych analizowano stabilno$¢ kompleksow maltooligosacharydow
i ich fosforanowych pochodnych w kompleksach z 3-amylaza.

Uzyskane przez nas wyniki analiz bioinformatycznych, przedstawione w P1 potwierdzity,
ze ufosforylowane i rozgalezione oligosacharydy nie sg dobrymi substratami dla 3-amylazy, co
znacznie ogranicza mozliwo$¢ ich hydrolizy przez ten enzym. W przypadku liniowych
oligosacharydow i ich ufosforylowanych form stwierdzono wyzsze warto$ci energii dokowania
dla fosforanowych pochodnych maltololigosacharydéw. Moze to §wiadczy¢ o ich silnym
inhibitorowym charakterze w reakcji katalizowanej przez -amylazg. Te pionierskie w skali
swiatowej wyniki uzyskane przez nas w analizach in silico potwierdzaja wczesniejsze wyniki
badan uzyskane in vitro.

Badano réwniez wpltyw niskiej temperatury na przebieg degradacji skrobi w lisciach
ziemniaka. Wykazano, ze wptyw niskich temperatur na rozktad skrobi w chloroplastach dwoch
odmian ziemniaka, r6znigcych si¢ znacznie plonem i zawarto$cig skrobi w bulwach nie jest
jednakowy. Wyniki przedstawione w artykule P3 umozliwily stwierdzenie istnienia
znaczacych roznic we wzorcach ekspresji genow 1 aktywnosci enzymoéw hydrolitycznych

I fosforolitycznych skrobi w tych odmianach. Z kolei zaprezentowane w P5 i P3 wyniki badan
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wskazuja, ze w stresie krotkotrwatego chtodu rozktad skrobi w chloroplastach ma charakter
fosforolityczny. Sag to pierwsze takie informacje w literaturze $wiatowej dotyczace rosliny
uprawnej, czyli ziemniaka, a nie rosliny modelowej jaka jest A. thaliana (Thalmann i Santiella
2017). Ten typ degradacji skrobi przewaza nad typowa dla optymalnych warunkéw wzrostu
roslin hydrolizg ziaren skrobi. Hydroliza ziaren skrobi w warunkach optymalnych dla wzrostu
ro$lin, po wczes$niejszym ufosforylownaiu ich powierzchni przez GWD i PWD, odbywa si¢
glownie z udziatlem B-amylazy. W wyniku dziatania fosforylazy glukanow na skrobi¢ powstaje
ufosforylowana glukoza, czyli glukozo-1-fosforan. Taka zdestabilizowana fosforanowa
pochodna glukozy jest bardziej reaktywna niz [B-maltoza — koncowy produkt beta-
amylolitycznego rozkladu skrobi. Proces fosforolizy moze by¢ istotny dla oszczedzania energii
w trakcie dzialania niskich temperatur na rosliny, ktéore w takich warunkach z pewnos$cia
ograniczaja intensywnos$¢ procesu fotosyntezy.

Rosliny skrobiodajne, do ktorych nalezy ziemniak, dostarczaja skrobi¢ rowniez na cele
przemystowe. Sa one uprawiane w celu uzyskania surowca o jak najkorzystniejszych
parametrach do $ciste okreslonych zastosowan. Prawidtowa i regularna struktura ziaren skrobi
zapasowe] jest uzalezniona od ciaggtego doplywu wczedniej zasymilowanych szkieletow
weglowych 1 niczym nie zakloconej biosyntezy takich ziaren, ktora trwa czasem przez kilka
tygodni. W trakcie fotosyntezy zasymilowany CO:> ,,przetrzymywany” jest przez kilka lub
kilkanascie godzin jako skrobia przejSciowa w chloroplastach. Odbywa si¢ to jeszcze przed
transportem szkieletow weglowych do nieautotroficznych tkanek, w ktorych powstaje skrobia
zapasowa. Stad tez, jak opisano w P6, tak istotne jest poznanie modelu biosyntezy ziaren skrobi
asymilacyjnej, jak tez sposobow jej degradacji w drodze hydrolizy lub fosforolizy. Swoim
artykulem w formie ,,Opinii” chciatem zwréci¢ uwage wszystkich naukowcow zajmujacych si¢
problematyka metabolizmu skrobi zapasowej w roslinach na konieczno$¢ podjecia badan w
warunkach krotkotrwatego dzialania stresu chlodu na ro$liny uprawne. Artykut ten
opublikowany w uznanym czasopi$mie, zajmujacym si¢ problematyka fizjologii 1 biochemii
ro$lin ktadzie nacisk na to, aby te zmiany w metabolizmie skrobi poznawa¢ w warunkach
niekorzystnych dla wzrostu roslin. Przyktadem takiego stresu moze by¢ krotkotrwale dziatanie
niskiej temperatury, tak czesto wystepujace w dzisiejszych, zmieniajagcych si¢ ciaggle

warunkach klimatycznych.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscig naukowg albo artystyczng realizowang w wigcej niz

jednej uczelni, instytucji naukowe;j lub instytucji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej.
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W latach 1999-2023 odbylem 5 roéznych pobytow naukowych od kilku dni (ostatni,
finansowany przez program Erasmus), po 36 miesigczny (2002-2004, staz po uzyskaniu stopnia
doktora). W tej cze$ci autoreferatu opisze dwa staze w Uniwersytecie w Poczdamie

w Niemczech, ktore w najwickszym stopniu przyczynity sie do mojego rozwoju naukowego.

36-miesigeczny staz realizowany w latach 2002-2004 w Instytucie Biochemii i Biologii
Uniwersytetu w Poczdamie (Niemcy), finansowany przez rozne projekty UP

Praktycznie cata dziatalno$¢ naukowa w trakcie tego pobytu zwigzana byla z realizacja
projektu pt.: lIdentification and functional analysis of carbohydrate-binding proteins in
Arabidopsis thaliana L. Projekt ten byt realizowany we wspolpracy pomigdzy naukowcami
z Francji oraz firmg Jerini AG z Berlina 1 miat na celu identyfikacje biatek oddziatujacych
w sposob katalityczny i niekatalityczny z unieruchomionymi oligosacharydami, w zaleznosci
od ich struktury. Materiatem do badan stanowity zageszczone homogenaty z liSci Arabidopsis
thaliana L.. Jako faze statg zastosowano w tym projekcie unieruchomione, przy uzyciu réznych
odstepnikow (linkeréw) na powierzchni membrany celulozowej badz tez na ,.kuleczkach”
z agarozy oligosacharydy. W pierwszej cze$ci badan testowano roézne odstgpniki uzywane
w trakcie immobilizacji, roéznigce si¢ m.in. dlugoscia oraz sposobem zwigzania si¢
z oligosacharydem.

Biatka wybiorczo wigzace si¢ z poszczegdlnymi sacharydami byly nastepnie
identyfikowane z wykorzystaniem spektrometru masowego MALDI-TOF. W tym celu
odmywano je z fazy stalej, rozdzielano elektroforetycznie w warunkach denaturujacych,
podawano proteolizie z udzialem modyfikowanej na uzytek spektrometrii mas trypsyny (MS
Grade). Uzyskane peptydy byly poddawane analiziec MALDI-TOF. Na tej podstawie mozna
byto z duzym prawdopodobienstwem okresli¢ rodzaj analizowanego bialka, ktore zwigzalo si¢
z fazg stala w takich warunkach.

W celu zwigkszenia selektywnos$ci wigzania si¢ S$ciS$le okreslonych grup bialek
zsyntetyzowane chemicznie ligandy weglowodanowe poddawano modyfikacjom
enzymatycznym m.in. z wykorzystaniem fosforylazy glikogenowej. Niestety sam projekt,
a zwlaszcza jego wyniki nie byly zbyt zadawalajace aby bez zmian dalej realizowac ten projekt.
Musiatem zapoznaé si¢ z metodyka min. analizy biatek, po ich wczesniejszej proteolizie
z wykorzystaniem spektrometrii mas. Z jednej strony umozliwito to wykorzystanie tej techniki
w innych projektach, z drugiej za$ zastosowanie ekstraktow uzyskanych z S. tuberosum zamiast
z A. thaliana, pozwolito na wstgpna selekcj¢ niescharakteryzowanych jeszcze biatek,

wykazujacych powinowactwo do oligosacharydow. Sposrod tych bialek w dalszych badaniach,
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juz prowadzonych w SGGW zidentyfikowalem PWD - dikinaze fosfoglukan, woda (EC
2.7.9.5) — enzym istotnie wptywajacy na strukture skrobi w liciach i bulwach ziemniaka oraz
majacy potencjalne znaczenie biosyntezie i degradacji ziaren skrobi.

Ponadto w trakcie pobytu w Katedrze Fizjologii Ro$lin Instytutu Biochemii i Biologii, poza
oznaczeniami S$cisle zwigzanymi z badaniami w ramach realizowanego projektu
uczestniczytem w biezacych projektach realizowanych w tej pracowni. Analizowalem
zawarto$¢ skrobi, cukrow rozpuszcezalnych (glukozy, fruktozy, sacharozy) i heksozofosforanow
(G1P - glukozo-1-fosforanu, G6P -glukozo-6-fosforanu, F6P - fruktozo-6-fosforanu)
z wykorzystaniem testow fotometrycznych w lisciach A. thaliana oraz S. tuberosum w roslinach
typu dzikiego i w réznych mutantach. W ten sposdb poznatem wiele nowoczesnych metod
biochemicznych, ktére z powodzeniem wykorzystywalem w dalszych badaniach

prowadzonych w macierzystym uniwersytecie.

3-miesigczny stai w 2015 roku realizowany w Pracowni Biopolimerow Uniwersytetu
w Poczdamie (Niemcy), finansowany w ramach stypendium SGGW

Gléwnym celem tego stazu naukowego (01.03-31.05.2015) bylo iloSciowe oznaczenie
mono-, di- i oligosacharydow obecnych w ekstraktach z liSci 2 odmian ziemniaka poddanych
dziataniu niskiej temperatury. Dodatkowo podjatem probe wyjasnienia wptywu GWD
(dikinazy a-glikan: woda) na strukture¢ powierzchni ziaren skrobi. Do tych analiz
wykorzystalem spektrometric mas (MALDI-TOF-TOF) oraz HPLC-PAD i elektroforeze
kapilarng z detekcjg fluorescencji indukowanej laserem (CE-LIF).

Podczas pobytu w Laboratorium Biopolimerow wykonywatem tez analizy zawarto$ci
oligosacharydow w 110 probkach z lisci 2 odmian ziemniaka Russet Burbank 1 Desiree, ktore
wzrastaly w warunkach obnizonej temperatury. Uzyskane wcze$niej wyniki badan
prowadzonych w SGGW wskazywaly na r6znice w ekspresji wybranych gendw metabolizmu
sacharydow, w zalezno$ci od temperatury i odmiany. Obserwowano réwniez zmieniajacy si¢
poziom cukrow redukujacych w obu odmianach, w zaleznosci od temperatury (P3).

Wykonane analizy z wykorzystaniem HPLC-PAD wskazywaty na wystepowanie roznic w
sktadzie oligosacharydéw w lisciach odmian Russet Burbank 1 Desiree poddanych przez
3 godziny dzialaniu niskiej temperatury. Stwierdzono, ze w li§ciach roslin poddanych dziataniu
niskiej temperatury zwigkszato si¢ stezenie oligosacharydu o stopniu polimeryzacji DP10 oraz
zmniejszala si¢ zawartos¢ maltozy w poréwnaniu do kontroli. Wyniki te zostaly potwierdzone
roOwniez po analizie z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej 1 fluorescencyjnie

wyznakowanych sacharydow (CE-LIF).
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Poza oznaczeniem cukréw rozpuszczalnych w probkach z lisci ziemniaka wykonatem
eksperymenty majace na celu ustalenie zmiany struktury powierzchni skrobi pod wptywem
dzialania GWD. W tym celu najpierw uzyskano w bakteryjnym systemie ekspresyjnym biatko
rekombinowane StGWD. Tak uzyskany enzym inkubowano w obecnosci ATP z réznymi
rodzajami natywnej skrobi wyizolowanej z mutantéw A. thaliana, r6znigcymi si¢ procentowg
zawartoscig fosforanow w skrobi. Po inkubacji, ziarna skrobi trawione byly izoamylaza,
a uwolnione oligosacharydy analizowano z wykorzystaniem spektrometru masowego MALDI-
TOF. Uzyskane wyniki sugerujg, ze GWD tylko do pewnego stopnia jest w stanie
ufosforylowaé powierzchnig skrobi, a przedtuzona inkubacja z tym enzymem nie powoduje
liniowego wzrostu ufosforylowanych oligosacharydow.

W trakcie pobytu w Laboratorium Biopolimeréw, poza oznaczeniami $ci§le zwigzanymi
z gtbwnym tematem moich zainteresowan badawczych uczestniczylem w zidentyfikowaniu ok.
50 biatek przywiezionych z Polski, z grup badawczych prof. B. Zagdanskiej i1 prof. R. Bogatek
(SGGW). Identyfikacje wykonano z wykorzystaniem spektrometrii masowej (MALDI-TOF).

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke lub sztuke.

1. Od 2009 roku petni¢ funkcje Kierownika Katedry, poczatkowo Katedry Biochemii,
a od 2018 roku Katedry Biochemii i Mikrobiologii. W czasie pelnienia przeze mnie tej funkcji
nastgpil dynamiczny rozwo6j kadry. Liczba pracownikéw - nauczycieli akademickich w 2009
roku wzrosta z 15 do 25 obecnie. W 2009 roku zatrudnialismy w KB takze 6 pracownikoéw
niebedacych nauczycielami akademickimi. W takcie moich kolejnych kadencji jako kierownika
katedry 1 osoba uzyska tytut profesora, 2 osoby uzyskaty awans na stanowisko prof SGGW,
4 habilitacje, a 13 doktorat — 8-ro z nich pracuje aktualnie w KBiM. W trakcie tych kilkunastu
lat zmienit si¢ wyraznie profil badawczy katedry. Pracownicy naukowi stosujg powszechnie
metody biologii molekularnej. Katedra ch¢tnie wybierana jest przez studentow SGGW jako
miejsce do realizacji prac dyplomowych na I i II stopniu studidéw. Sporym wysitkiem
organizacyjno-finansowym zostaly unowoczesnione sale dydaktyczne, wyposazone w rzutniki
multimedialne 1 nowe wyposazenie laboratoryjne. Aktualnie do dyspozycji pracownikow
i studentow w KBiM znajduje si¢ 5 sal ¢wiczeniowych do zaje¢ z biochemii, 2 sale
¢wiczeniowe do zaje¢ z mikrobiologii, 1 pracownia komputerowa do zaj¢¢ z bioinformatyki
i 1 sala seminaryjna. W KBiM realizowano od ok 5000 do 6500 godzin dydaktycznych
w ramach kilkudziesigciu roznych przedmiotéw dla kilkunastu kierunkow studiow w SGGW.

W tym czasie zrealizowano liczne projekty badawcze finansowane przez NCN, NCBIiR, UE
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lub Rektora SGGW. Nigdy nie bylo zadnych probleméw z ich rozliczeniem zardéwno
finansowym, jak i merytorycznym. Z kolei liczba publikacji naukowych indeksowanych
w bazie JCR zwigkszyla si¢ z ok. kilku - kilkunastu w latach 2009-2011 do ponad 30 rocznie

w ostatnich kilku latach.

2. Bylem wspolautorem pelnego programu studiéw stacjonarnych II stopnia,

specjalnosci Bioinzynieria Rolnicza dla kierunku Rolnictwo — 2007 rok.

3. Bratem udzial w 3rd Erasmus Workshop na Universidad Politecnica de Valencia —
ETSIA 6-7.11.2008, Hiszpania, reprezentujac SGGW w dyskusjach panelowych dt. sposoboéw
intensyfikacji wymiany studentow.

4. 0d 1.09.2008 do 31.08.2016 peitem funkcje Koordynatora Programu Erasmus na
Wydziale Rolnictwa i Biologii, SGGW w Warszawie. Moja rola polegta na konsultacjach ze
studentami ubiegajagcymi si¢ o wyjazd finansowany przez ten program, przyjmowaniu
formularzy zgloszeniowych, sporzadzaniu list rankingowych na poszczegélnych etapach

rekrutacji.

5. Bylem wspdélautorem programu kursu ,Biochemia” dla kierunku studiow
E-Rolnictwo — projekt finansowany byt w czesci przez UE w latach 2009-2012, w ramach
projektu: ,,Program unowoczesnienia ksztatcenia w SGGW dla zapewnienia konkurencyjnosci
oraz wysokiej kompetencji absolwentow” w ramach Poddziatania 4.1.1 ,,Wzmocnienie
potencjatu dydaktycznego uczelni” w Priorytecie IV PO KL”. Kwota dofinasowania:
10312007,90 PLN

6. W 2019 roku bytem koordynatorem zespolu ds. opracowania programu ksztalcenia
dla Zadania 14 - Zmodernizowany program ksztalcenia studiow | stopnia na kierunku
Biologia na Wydziale Rolnictwa i Biologii — modut 1 — Tytut projektu: Sukces z natury -
kompleksowy program podniesienia jako$ci zarzadzania procesem ksztatcenia 1 jakosSci
nauczania Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie nr: PO WER.03.05.00-00-
Z033/17 (luty-kwiecien, wrzesien-pazdziernik 2019). Kwota dofinasowania: 28060405,81
PLN

7. Przedstawiciel adiunktéow w Senacie SGGW od 01.09.2012 do 31.08.2016 roku,
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8. Przedstawiciel adiunktéw z Wydziatu Rolnictwa i Biologii w gronie elektorow

wybierajacych Rektora SGGW w latach 2012-2016

9. Czlonek Komisji przy Senacie SGGW od 01.09.2012 do 31.08.2016 roku Uczelnianej
Komisji ds. Oceny Pracownikow Jednostek Miedzywydziatowych,

10. Czionek Komisji przy Senacie SGGW od 01.09.2012 do 31.08.2016 roku Uczelnianej

odwotawczej komisji dyscyplinarnej ds. doktorantow,

11. Przedstawiciel adiunktow w Radzie Wydzialu Rolnictwa i Biologii od 01.09.2008
roku do 2019,

12. Przedstawiciel adiunktow w Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne od 01.09.2019
roku do chwili obecnej,

13. Czlonek Komisji Finansowej przy Radzie WRiB od 01.09.2008 do 2019,

14. Czilonek Komisji Finansowej przy Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne od
01.01.2020 do chwili obecnej,

15. Czilonek Komisji Dydaktycznej przy Radzie WRIiB od 01.09.2008 do 31.08.2012,

16. Czlonek Komisji ds. Rozwoju przy Radzie WRIiB od 01.09.2012, Przewodniczacy tej
Komisji od 01.09.2016.

17. Prowadzenie zajec dydaktycznych

Prowadzenie wykladéw od 2005 roku (w wymiarze od 5 do 40 godzin semestralnie):

Wyktady zostaly przeze mnie sprofilowane w zaleznos$ci od kierunku studiow, czasu ich
trwania. Dla niektérych kierunkow studiow, nowoutworzonych w SGGW wyklady
przygotowywatem po raz pierwszy np. E-rolnictwo, dietetyka. Kazdorazowo samodzielnie
opracowatem tematy poszczegdlnych wyktadow, ich kolejnos¢, materialy dydaktyczne.

Dodatkowo opracowalem niezbgdng dokumentacje wymagana w SGGW w ramach JakoS$ci
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Ksztatcenia (sylabusy, ankiety, weryfikacja efektow uczenia) pytania egzaminacyjne i pytania
na czastkowe kolokwia w trakcie trwania poszczegolnych kursow.

Biochemia dla kierunkéow Rolnictwo, E-Rolnictwo (w roku 2009/2010 - zdalnie
i stacjonarnie — 18 godzin) i Ochrona Srodowiska w latach: 2005-2009, 2017 — 15 godzin

Biochemia ogélna i zywnosci dla kierunkoéw: Zywienie Cztowieka i Technologia Zywnosci
I Dietetyka w latach 2010-2021 — 30 godzin

Biochemia Roslin dla kierunku Ochrona Zdrowia Ros$lin w latach: 2019-2021 — 15 godzin

Podstawy Biochemii dla kierunku Gastronomia i Hotelarstwo w latach: 2017-2019 —
8 godzin

Biochemia na studiach podyplomowych ,Biologia z higiena cztowieka i ochrong
srodowiska” w latach: 2011-2018 — 5 godzin

Biochemia dla kierunku Bezpieczenstwo w Zywnosci w latach: 2019 — obecnie — 40 godzin

Biochemia Zwierzat dla kierunku Zootechnika — niestacjonarne w latach: 2021- obecnie —
14 godzin

Podstawy biochemii i fizjologii roslin dla kierunku Ekologiczne Rolnictwo i Produkcja

Zywnosci w latach 2024-obecnie — 7 godzin

Cwiczenia laboratoryjne z biochemii, enzymologii (W wymiarze od 5 do 60 godzin
semestralnie) od 1996 roku jako doktorant, potem jako pracownik SGGW:

Prowadzenie ¢wicze, dla  wymienionych ponizej przedmiotow, dodatkowo
przygotowywano niezb¢dng dokumentacje wymagang w SGGW w ramach Jakos$ci Ksztatcenia
(kolokwia, sprawozdania z ¢wiczen, karty oceny studenta).

Biochemia dla kierunkow: Rolnictwo 18-30 godzin, Ogrodnictwo 21-30 godzin,
Bezpieczenstwo Zywnos$ci 36 godzin, Technologia Zywnos$ci 21-30 godzin, Biologia — 60
godzin, Biotechnologia — 30 godzin, Ochrona Srodowiska — 15 godzin, E-Rolnictwo — 18
godzin

Biochemia ogoélna i zywnosci dla kierunkow: Dietetyka — 14-30 godzin, Technologia
Zywnosci i Zywienie Cztowieka — 18-30 godzin, Zywienie Cztowieka i Ocena Zywnosci — 21-
30 godzin,

Biochemia Ros$lin dla kierunku Ochrona Zdrowia Roslin — 15 godzin

Biochemia dla studentéw Studiow Podyplomowych ,,Biologia z higieng cztowieka
i ochrong $rodowiska”- 5 godzin

Biochemia zwierzat dla kierunku Zootechnika — 21-30 godzin

Enzymologia dla kierunku Biologia — 30 godzin

37



Enzymologia i techniki biochemiczne dla kierunku Biotechnologia — 30 godzin

Techniki analizy bialek dla kierunku Technologia Biomedyczna — 5 godzin

Podstawy Fizjologii Roslin dla kierunku Biologia w Uniwersytecie w Poczdamie
w Niemczech (zajecia prowadzone w jezyku niemieckim podczas mojego pobytu na stazu

podoktorskim), w wymiarze 11 tygodni x 8 godzin w latach 2002-2004,

Opieka nad realizacjg prac magisterskich (opiekun) - 4
Opieka nad realizacjg prac licencjackich lub inzynierskich (promotor) - 19

Recenzje prac dyplomowych: magisterskich lub licencjackich/inzynierskich: mgr — 8, lic/inz.
-9

Opieka nad profesorem wizytujacym SGGW

W latach: 2012/2013, 2014/2015, 2015/2016 opieckowalem si¢ formalnie profesorem
wizytujacym SGGW, ktory realizowatl 60 godzin dydaktycznych w Katedrze Biochemii,
WRIB. Moja rola polegata na zatatwieniu wszystkich formalnosci w porozumieniu
z administracja SGGW i profesorem wizytujacym SGGW. Zaplanowatem zajecia dydaktyczne
dla wizytujacego profesora, udzielitem mu pomocy w znalezieniu zakwaterowania

w Warszawie.

Opieka nad stazystami.

Stypendystka z programu DAAD RISE z Niemiec (2011) — 6 tygodni

Moja rola polegata na zgloszeniu si¢ do programu DAAD RISE z propozycja tematyki
badan. Po wybraniu przez studentke mojego tematu uzgodniliSmy termin przyjazdu
1 harmonogram badan. Ponadto pomoglem jej w otrzymaniu zakwaterowania w domu
studenckim. Formalnie i merytorycznie bytem jej opiekunem podczas pobytu w Polsce.
W czasie 6 tygodni zostaty zrealizowane zaplanowane badania i osiggniete zamierzone efekty.
Studentka biologii z Niemiec byta dobrze przygotowana do pracy w laboratorium.

Stypendystka w ramach Praktyk Erasmus z Turcji (2021) — 3 miesiace

Moja rola polegata na wyrazeniu zgody na odbycie praktyki w KBiM przez studentke oraz
na przygotowaniu planu badawczego. Studentka w Turcji otrzymata finasowanie z programu

Erasmus, nastgpnie uzgodniliSmy termin przyjazdu. Pomoglem jej w otrzymaniu
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zakwaterowania w domu studenckim. Formalnie i merytorycznie bylem jej opiekunem podczas
pobytu w Polsce. W czasie 3 miesigcy zostaty zrealizowane zaplanowane badanie i osiggnigte
zamierzone efekty. Studentka z racji okresu pandemicznego miata niewielkie do$wiadczeni
w pracy w laboratorium i musiala intensywnie pracowac, aby uzyska¢ zamierzone efekty.

Doktorant z Uniwersytetu w Poczdamie (Niemcy, 2022) — 3 miesigce

Moja rola polegata na przygotowaniu planu badawczego w SGGW. Doktorant z Pakistanu
realizuje swoj doktorat w Pracowni Biopolimerow Uniwersytetu w Poczdamie w grupie
badawczej prof. J. Fettke. Wczesniej doktorant przebywal w Poczdamie zaledwie kilka
miesiecy, stad wymagal do$¢ intensywnego szkolenia z metod, ktoére rutynowo
wykorzystujemy w analizie réznych aktywnosci enzymoéw zaangazowanych w metabolizm
skrobi w ziemniaku. W czasie stazu zatozyliémy do$wiadczenie szklarniowe, zebraliSmy proby
i wykonali$my ekstrakty enzymatyczne | pomiary stezenia biatka, zymogramy wykrywajace
aktywnos$ci fosforylazy glukanow (PHO) 1 enzymu dysproporcjonujacego (DPE). Czgsé
materialu biologicznego zostata wystana w suchym lodzie do Poczdamu w celu dalszych analiz.
W pozniejszym okresie doktorant przyjezdzat jeszcze 2-krotnie w celu zebrania kolejnych prob
z ro$lin z wczesniej zatozonych przez mnie eksperymentach. Spodziewanym efektem stazu
beda wspdlne publikacje 1 wniosek o finansowanie badan we wspdipracy z Pracownia

Biopolimeréw Uniwersytetu w Poczdamie.

Autorstwo rozdzialéw skryptach SGGW dla studentoéw kilkunastu kierunkow studiow:

a) Orzechowski S: Fotometryczne oznaczanie zawarto$ci biatka. str.: 55-62, w skrypcie pt
,,Przewodnik do ¢wiczen z biochemii” pod redakcja W. Bielawskiego 1 B. Zagdanskiej (2018)

b) Orzechowski S, Sitnicka D: Oznaczanie aktywnosci enzymow amylolitycznych. str.:
115-124, w skrypcie pt ,,Przewodnik do ¢wiczen z biochemii” pod redakcja W. Bielawskiego
1 B. Zagdanskiej (2018)

c) Orzechowski S, Paszkowski A: Oznaczanie aktywnos$ci aminotransferazy alaninowej.
str.. 131-137, w skrypcie pt ,Przewodnik do ¢wiczen z biochemii” pod redakcja
W. Bielawskiego 1 B. Zagdanskiej (2018)

d) Orzechowski S: Elektroforetyczna identyfikacja enzymow amylolitycznych
i fosforolitycznych w tkankach ro$linnych, str.. 55-62 w skrypcie pt. ,Praktikum
z enzymologii” pod redakcja J.M Dzik (2017).
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7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje, wazne z jego

punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

Omoéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

Wplyw metali ciezkich na aktywno$¢ enzymow zaangazowanych w asymilacje jonow
amonowych w siewkach pszenzyta.

Dehydrogenaza glutaminianowa (GDH, EC 1.4.1.2) i syntetaza glutaminy (GS, EC 6.3.1.2)
to dwa gléwne enzymy roslin wyzszych odpowiedzialne za bezposrednie wigczanie azotu
nieorganicznego (NH4") do szkieletow weglowych. Celem badan realizowanych w ramach
mojej pracy magisterskiej byto okreslenie wptywu rodzaju i stgzenia wybranych jondw metali
ciezkich (Cd?*, Pb?* i Zn?*) na aktywnosci tych enzyméw W korzeniach i w lisciach siewek
pszenzyta. Stwierdzono znaczacy wzrost aktywnosci zarowno GS jak i GDH w korzeniach
siewek pod wptywem rosnacych stezen wszystkich analizowanych metali. Z kolei w czgséciach
nadziemnych roslin stwierdzono nizsza aktywnos$¢ GS, a wyzsza GDH w pordéwnaniu
z probami kontrolnymi. Szczegdlnie wyrazne zmiany zaobserwowano w obecnosci Cd?* i Zn?*,
co moze $wiadczy¢ o rdznej fizjologicznej roli obu enzymow zaangazowanych w asymilacje
jonu amonowego. Wykazanie, ze aktywno$¢ GDH znacznie ro$nie w warunkach
niekorzystnych dla wzrostu roslin postuzyto do wykorzystania tego enzymu jako bioindykatora
zanieczyszczenia podtoza metalami cigzkimi. Dodatkowo w badaniach tych wykazano, ze
metale cigzkie powodowaly redukcje biomasy calych siewek oraz redukcje st¢zenia formy
zredukowanej glutationu (GSH). Wysokie stezenia Cd?" i Zn?* spowodowaty takze spadek
stezenia jondw NOg oraz Mg?* w siewkach pszenzyta. Wyniki opublikowano w 2 artykutach
A1-A2 oraz prezentowano podczas konferencji PKL1.

Oczyszczanie, badanie wlasciwosci molekularnych oraz zmian aktywnosci roznych
aminotransferaz.

Aminotransferaza alaninowa (AlaAT, EC 2.6.1.2) i aminotransferaza glicynowa (GIyAT,
EC 2.6.1.4), to dwa rézne enzymy katalizujace reakcje transaminacji z L-alaning jako
substratem aminokwasowym, ktore badano w kukurydzy. Stosujac elektroforeze preparatywna
(PAGE) czgsciowo oczyszczonego preparatu aminotransferaz z liSci kukurydzy otrzymano

6 frakcji r6znigcych si¢ ruchliwoscig elektroforetyczng (I-VI). Aktywnos$¢ we frakcjach II 1 111
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byla niska, nie pozwalato to na dalsze analizy. Najszybciej migrujaca frakcja I reprezentowata
AlaAT, specyficzng dla L-alaniny i stanowita blisko 90% catkowitej aktywnoS$ci zmierzonej
we wszystkich frakcjach (I-VI). Pozostate frakcje wykazywaly aktywnos¢ trzech
aminotransferaz: L-alanina: 2-oksoglutaran, L-alanina: glioksylan i L-glutaminian: glioksylan.
Za pomocg sita molekularnego Zorbax SE-250 podtaczonego do HPLC uzyskano dwie grupy
enzyméw o masach czasteczkowych okoto 100 kDa i 50 kDa. Mase czasteczkowa 104 kDa
przypisano AlaAT we frakcji 1. Natomiast masa czasteczkowa trzech aktywnoSci
enzymatycznych w 3 frakcjach o niskiej ruchliwosci elektroforetycznej (IV-VI) wynosita okoto
50 kDa. Badajac specyficzno$¢ substratowg tych frakcji po saczeniu molekularnym
z. aminooksyoctanem, 3-chloro-L-alaning 1 wykorzystujac dodatkowo inhibicje
L-aminokwasami stwierdzono, ze trzy z szesciu frakcji uzyskanych po preparatywnej PAGE
(IV-VI1) reprezentowato izoformy GlyAT, réznigce si¢ od siebie stosunkiem aktywno$ci
L-glutaminianu: glioksylan i L-alanina: glioksylan do aktywnosci L-alanina: 2-oksoglutaran.
W innych eksperymentach aminotransferaz¢ alaninowg z lisci 14-dniowych siewek kukurydzy
oczyszczono ponad 1600-krotnie do jednorodnosci elektroforetycznej, wykorzystujac HPLC
1 podtaczong do niej kolumng z anionitem. Aktywno$¢ specyficzna oczyszczonego enzymu
mierzona z L-alaning i 2-oksoglutaranem jako substratami wynosita 2125 nkatali/ mg biatka.
Masy czasteczkowe natywnego 1 zdenaturowanego (w obecnosci SDS) biatka AlaAT wynosity
odpowiednio 95 kDa 1 50 kDa, co wskazuje, ze natywny enzym jest prawdopodobnie
homodimerem. AlaAT prawie wylacznie katalizowata transfer grup aminowych z L-alaniny na
2-oksoglutaranu i reakcje odwrotng. Eksperymenty z inhibitorami wykazaly, ze fosforan
pirydoksalu jest bezposrednio zaangazowany w katalize enzymatyczng, a czasteczka enzymu
zawiera grupy -SH, niezb¢dne do prawidtowego przebiegu reakcji. Z kolei zastosowanie
fenyloglioksalanu wykazalo reszt¢ argininy jako anionowego miejsca wigzania substratu
w centrum aktywnym AlaAT. Poza tym badano wewnatrzkomérkowa lokalizacje
aminotransferazy alaninowej wyizolowanej zaréwno z catych lisci kukurydzy jak 1 komorek
pochwy okolowigzkowej. Po wyizolowaniu frakcji mitochondrialnej 1 peroksysomalnej
komorek, przez odwirowanie w gradiencie liniowym sacharozy 40-52% (w/0), aktywnos$¢
aminotransferazy L-alanina: 2-oksoglutaran z catych lisci wykazata dwa szczyty: pierwszy
wyraznie wyzszy zwigzany z mitochondriami, a drugi nizszy we frakcji peroksysomow.
W komoérkach pochwy okotowigzkowej stwierdzono tylko jeden szczyt tej aktywnosci.
Odpowiadat on mitochondrialnemu regionowi gradientu. Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze
mitochondrialna aktywnos$¢ L-alanina: 2-oksoglutaran byta efektem aktywnosci AlaAT. Z kolei

aminotransferaza glicynowa moze by¢ odpowiedzialna za t¢ sama aktywnos$¢
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w peroksysomach. Wyniki byly czescig doktoratu, ktory wykonywatem pod opieka dr hab.
A. Paszkowskiego i opublikowatem w 3 artykutach: A3-A5. Byly tez prezentowane podczas
konferencji RK1 w formie referatu i plakatu PK2. Kontynuujac badania nad
aminotrasferazami, juz po wuzyskaniu stopnia doktora, opracowano nowy test
spektrofotometryczny umozliwiajacy zmierzenie aktywnosci aminotransferazy aminokwasow
aromatycznych (ArAT). Test opiera si¢ na przeniesieniu grupy aminowej z L-tryptofanu na
2-oksoglutaran, w wyniku czego powstaje indolo-3-pirogronian (IPyA). Ilo§¢ utworzonego
IPyA oznaczono iloSciowo poprzez reakcje z odczynnikiem Salkowskiego. Dla celow
porownawczych aktywno$¢ ArAT oznaczono takze metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowe] (HPLC). Dodatkowo opracowano takze metode oznaczenia aktywno$ci ArAT
z wykorzystaniem zymogramow: po rozdziale preparatow enzymatycznych w zelach
poliakryloamidowych i po zajéciu reakcji transaminacji jej produkt - IPyA barwiono

odczynnikiem Salkowskiego. Wyniki opublikowano w artykule: A13.

Po uzyskaniu stopnia doktora:

Analiza budowy skrobi, rola enzymow i bialek zaangazowanych w metabolizm
skrobi.

Skrobia jest podstawowym polisacharydem zapasowym wystepujacym w postaci
nierozpuszczalnych ziaren w ro$linach. W roslinach uprawnych o duzym znaczeniu
gospodarczym, takich jak zboza i ziemniak z tatwoscig mozna wyr6zni¢ dwa rodzaje skrobi:
przejSciowa nazywang roéwniez skrobig tranzytoryczng lub chloroplastowa i skrobi¢ zapasowa,
ktora gromadzi si¢ ziarniakach lub bulwach. Z punktu widzenia wykorzystania skrobi jako
surowca w przemysle wigksze znaczenie ma skrobia zapasowa. Z kolei skrobia przejsciowa jest
kluczowa dla wszystkich proceséw przebiegajacych w trakcie wegetacji roslin. Budowe skrobi
opisano w publikacjach A9, A24. Analiza procesu biosyntezy i rozktadu skrobi zapasowej
w ziemniaku jest do$¢ czasochtonna i skomplikowana z racji naturalnie wystepujacego
spoczynku bulw, dos¢ dhugiego cyklu zyciowego ziemianka i lokalizacji skrobi zapasowe;j
w bulwach — czgéciach podziemnych roslin. Z tego powodu wstepne badania enzymow
bioragcych udzial w biosyntezie lub degradacji skrobi czesto wykonuje sie¢ wykorzystujac
metabolizm skrobi chloroplastowej. Charakterystyczne w tym modelu badawczym sg dobowe
cykle: biosynteza skrobi odbywa si¢ w trakcie trwania fotosyntezy, a jej degradacja przebiega
nocg 1 prowadzi do catkowitego rozktadu wczes$niej zsyntetyzowanych ziaren skrobi. W oba
procesy: biosyntezy i1 rozkladu ziaren skrobi zaangazowane sg liczne enzymy, ktore

wykorzystujg skrobi¢, polimery glukozy, glukoze i jej pochodne jako substraty, badz tez te
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metabolity powstajg w wyniku ich aktywnos$ci. Wiecej szczego6tow na ten temat mozna znalez¢é
w publikacjach: A6, A8-A9. Czgsto w analizach poszczegdlnych proceséw zwigzanych
z metabolizmem skrobi wykorzystywane sa metody funkcjonalnej analizy gendéw. Postep
w analizie ekspresji gendéw w komorkach, czy catych tkankach jest bezsporny i przyczynia si¢
do coraz lepszego zrozumienia roli poszczegolnych gendéw. Tradycyjne metody analizy
funkcjonalnej genow, takie jak: m.in. metoda przewidywania przez homologie, czy tez metoda
inaktywacji i1 zwickszonej ekspresji genow zastgpowane s3 przez silnie wspomagane
narz¢dziami bioinformatycznymi analizy mikromacierzy i chipow DNA. W ostatnich latach
czesto stosowana jest niezwykle precyzyjna i wydajna technologia edycji genomu
CRISPR/Cas9. W praktyczny sposob wiedza na temat funkcji i zmian ekspresji genow
wykorzystywana jest w diagnostyce medycznej, przemysle farmaceutycznym oraz
biotechnologii roslin i zwierzat. Metody te opisano w artykutach A9 i Al4. Aby poznac lub
jednoznacznie potwierdzi¢ znaczenie poszczeg6dlnych biatek i enzymoé6w w réznych procesach
przebiegajacych w roslinach np. w metabolizmie skrobi stosuje si¢ analiz¢ ro$lin
transgenicznych. Zwykle przed analiza np. roslin ziemniaka wykonuje si¢ najpierw badania
z rosling modelows, jaka jest rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana). Efektem takich
do$wiadczen sa wyniki, ktore uzyskano we wspotpracy z zespotem prof. J. Fettke
z Uniwersytetu w Poczdamie. W badaniach tych analizowano znaczenie syntazy skrobi
4 (AtSS4) jako kluczowego enzymu w procesie inicjacji powstawania ziaren skrobi
1 regulujacego liczbg ziaren skrobi w chloroplastach ro§lin wyzszych. Syntazy skrobi (SS)
wystepuja w kilku izoformach w roslinach wyzszych 1 przenosza reszte glukozylowa
z ADP-glukozy na nieredukujacy koniec istniejgcego wcezesniej tancucha glukanowego.
Obecnos¢ charakterystycznej sekwencji na N-koncu SS4 z Arabidopsis umozliwia tworzenie
kompleksu biatko-biatko. W ramach tych eksperymentow wykazano rowniez, ze AtSS4
bezposrednio tworzy kompleks z izoforma plastydowa fosforylazy glukanow (AtPHSI).
Wiadomo, ze fosforylazy glukandw sa szeroko rozpowszechnione u zwierzat,
mikroorganizmow 1 roslin. Jednak jak dotad nie byto jasne, czy obserwowana interakcja biatko-
biatko jest specyficzna dla fosforylazy glukan6w pochodzenia roslinnego. Dlatego sprawdzono,
czy fosforylaza glukanow pochodzenia zwierzecego, czyli fosforylaza z migsni krolika (PHOa)
réwniez begdzie oddzialywaé z AtSS4. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze kompleks biatko-
biatko (AtPHS1 1 AtSS4) jest specyficzny, gdyz PHOa z krolika nie moze utworzy¢ kompleksu
z AtSS4. Wyniki opublikowano w artykule A23.

Kolejnym eksperymentem wykonanym we wspolpracy z ta samag grupa badawcza

z Uniwersytetu w Poczdamie byta charakterystyka transporterow zlokalizowanych w blonie
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plazmatycznej, przenoszacych glukozo-1-fosforan (G1P) w A. thaliana. Ta fosforanowa
pochodna glukozy powstaje w wyniku aktywnosci fosforylazy glukanow (PHO). Enzym ten
katalizuje odwracalne przeniesienie reszt glukozylowych z nieredukujacego konca a-glukandéw
na ortofosforan z uwolnieniem glukozo-1-fosforanu. W przypadku gdy produktem dziatania
PHO jest G1P, wowczas ma miejsce fosforolityczny rozktad skrobi lub glukanow. Inaczej jest
gdy G1P jest donorem glukozy w reakcji katalizowanej praz PHO. W tej sytuacji enzym ten
jest odpowiedzialny za biosynteze tego weglowodanu zapasowego. Dla pierwotnego
metabolizmu weglowodanéw w roslinach duze znaczenie majg procesy transportu
weglowodanéw przez membrany komorkowe (gldwnie maltozy 1 glukozy) oraz ich
fosforanowych pochodnych (heksozofosforany, triozofosforany). W ostatnich latach
opublikowano liczne publikacje, ktore wykazaty, ze poza transportem glukozo-6-fosforanu,
maltozy, glukozy i triozofosforandéw istotng role odgrywa takze transport glukozo-1-fosforanu.
W ramach badan opisanych w A25 przedstawiono charakterystyke dwéch bardzo podobnych
transporterow: At1g34020 i At4g09810 w A. thaliana, ktére umozliwiajg import glukozo-1-
fosforanu przez bton¢ komodrkows. Oba transportery ulegaly ekspresji w drozdzach i byty
charakteryzowane biochemicznie w celu ujawnienia antyportu glukozo-1-fosforanu/fosforanu.
Ponadto wykazano, ze apoplast lisci Arabidopsis zawierat glukozo-1-fosforan i ze odpowiedni
mutant tych transporterow miat wyzsze iloéci glukozy-1-fosforanu w apoplascie w poréwnaniu
do kontroli. Stwierdzono takze niewielkie, ale istotne zmniejszenie zawartosci skrobi
w ro$linach transgenicznych z wyciszonymi genami At1g34020 i At4g09810.

W ramach kolejnych badan analizowano wptyw fosforylazy glukanéw — a doktadnie;j jej
izoformy plastydowej (PHO1; EC 2.4.1.1) na metabolizm skrobi zapasowej w bulwach
w warunkach dtugotrwatego (kilka tygodni) dziatania niskiej temperatury. W ramach
przeprowadzonych badan przeanalizowano zawarto$¢ skrobi, wielko$¢ ziaren, a takze strukture
wewnetrzng ziarenek skrobi wyizolowanych z roslin ziemniaka, uprawianych w niskich
temperaturach. W tym celu stosowano Kapilarng Elektroforeze z detekcja Fluorescencji
Indukowanej Laserem (CE-LIF) oraz Coulter Counter Multisizer 3. Wiecej na temat metod
stosowanych do analizy struktury i wlasciwosci weglowodandw ztozonych mozna przeczytaé
w A24. Opréocz odmiany dzikiej, analizowano ro$liny ziemniaka transgenicznego
charakteryzujace si¢ silng redukcjg aktywnosci PHO1. Nie wykryto Zadnych znaczacych zmian
w zawartosci skrobi i wielko$ci jej ziaren. Natomiast gdy rosliny hodowano w niskich
temperaturach dlugosci fancuchow w ziarnach skrobi ulegaly zmianie. Takie ziarna zawieraly
wigcej krotkich tancuchow poliglukoz. Zjawiska tego nie zaobserwowano tego w roslinach

transgenicznych, co wskazuje na to, ze PHOl w ros$linach typu dzikiego bierze udziat
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w tworzeniu krotkich tancuchow glukanu, czyli w biosyntezie skrobi. Dzieje si¢ tak
przynajmniej w niskich temperaturach, w ktorych wzrastajg ro$liny ziemniaka. Wyniki

opublikowano w A17.

Charakterystyka i funkcje fizjologiczne wybranych fitocystatyn z pszenzyta ozimego.

Fitocystatyny sg to endogenne inhibitory o charakterze biatkowym odpowiedzialne gtownie
za kontrole aktywnosci proteinaz cysteinowych w czasie gromadzenia bialek zapasowych
w nasionach 1 ich rozktad podczas kietkowania. W badaniach zespotu, ktorego bytem
cztonkiem uzyskano petng sekwencje nukleotydowa TrcC-6 sktadajaca si¢ z 735 pz 1 kodujaca
biatko o dlugosci 152 reszt aminokwasowych. Analiza informatyczna wykazata, ze biatko
posiada trzy motywy aminokwasowe charakterystyczne dla nadrodziny cystatyn: motyw
G w czesci N-koncowej tancucha polipeptydowego, QxVxG w czesci srodkowej i W/PW
w czgsci C-koncowej. Zidentyfikowano takze motyw LGRYSVEEHN charakterystyczny dla
fitocystatyn. Wykazano, ze sekwencje aminokwasowe TrcC-6 sa3 w ok. 30% identyczne
z sekwencjami innych fitocystatyn pszenzyta, wczesniej badanych przez w/w zesp6t. Badanie
dynamiki ekspresji TrcC-6 przemawia za jej udziatem w regulacji procesow gromadzenia
biatek zapasowych i kietkowaniu. W bakteryjnym systemie ekspresyjnym uzyskano, a nastgpne
oczyszczono biatko rekombinowane 6xHis-TrcC-6, ktorego obliczona masa czgsteczkowa
wynosita 16,3 kDa. Biatko to hamowato in vitro aktywnosci proteaz cysteinowych: papainy
i ficyny, za$ nie mialo wptywu na aktywnos$¢ bromelainy. Wyznaczono ICso dla 6xHis-TrcC-
6, ktore wobec papainy wynosito 42,79 nM, a wobec ficyny 45,28 nM. Bialko rekombinowane
6xHis-TrcC-6 hamowato aktywnos$ci proteinaz cysteinowych wyizolowanych z kietkujacych
ziarniakow pszenzyta. Wynik ten dowodzi, ze TrcC-6 moze bra¢ udzial w rozktadzie biatek
zapasowych pszenzyta. Wyniki tych badan opisano w artykule A15. W dalszych badaniach
podjeto probe zidentyfikowania, scharakteryzowania i okreslenia roli fitocystatyn w warunkach
deficytu wodnego u pszenzyta ozimego. W organach wegetatywnych tego gatunku zbdz
zidentyfikowano cDNA fitocystatyny TrcC-8 i wykazano, ze ta sekwencja nukleotydowa
koduje biatko zbudowane z 243 reszt aminokwasowych. W wyniku nadekspresji w E. coli
otrzymano aktywne biatko rekombinowane o m. cz. 25,39 kDa. Reakcja sieciowania
otrzymanego biatka z aldehydem glutarowym wykazata, ze TrcC-8 moze wystgpowac
w postaci monomeru, dimeru i heksameru, przy czym tylko jego monomeryczna forma
wykazuje najwyzszg aktywnos$¢ inhibitorowg. Dowodem na udziat tej fitocystatyny pszenzyta
w odpowiedzi rosliny na deficyt wody, z jednej strony byl wzrost poziomu mRNA genu

kodujacego TrcC-8 w warunkach suszy, z drugiej za$ obnizenie poziomu transkryptu tego genu
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po ustgpieniu warunkow stresowych. Wykazano tez, ze rekombinowane biatko His6-TrcC-8
powodowato catkowite wygaszenie pasm aktywno$ci proteinaz cysteinowych, ktérych
aktywno$¢ wzrastata w odpowiedzi na deficyt wody w lisciach pszenzyta i pszenicy. Wyniki

tych badan opublikowano w artykutach: A16 i A19.

Wplyw szkodnikéw na metabolizm ros$lin zywicielskich.

W ramach wspoélpracy z Katedrg Entomologii SGGW prowadzitem badania nad wptywem
taumatyny Il (stodkie biatko) w uzyskaniu odporno$ci roslin transgenicznych ogorka, pokolenia
T6 na przedziorka chmielowca (Tetranychus urticae Koch, Acari: Tetranychidae).
W do$wiadczeniach szklarniowych oznaczane bylo: a) zachowanie roztoczy wobec kilku linii
ogorka (T22409, T21201, T21006) réznigcych si¢ poziomem ekspresji taumatyny II, b) ich
zdolno$¢ rozrodcza, ¢) zdolnos¢ do kolonizacji roztoczy oraz d) stopien uszkodzenia lisci.
Dodatkowo stosujac metode western blot analizowano obecno$¢ taumatyny II w lisciach
transgranicznych ros$lin ogoérka przed i po poddaniu ich dziataniu prz¢dziorka chmielowca.
Uzyskano wyniki, ktore wskazuja, ze nawet przy stosunkowo wysokim poziomie taumatyny I1
w lisciach T22409 i T21201 stopien uszkodzenia byt znaczacy. W badaniach tych wykazano
réwniez brak wyraznego zwigzku pomigdzy poziomem taumatyny II, a odpowiedzig ro$lin na
przedziorka chmielowca. W lisciach porazonych roztoczami zawarto$¢ taumatyny II
zmniejszala si¢, zwigkszala si¢ lub pozostawata bez zmian. Dane te wykluczaja taumatyne I1
jako zwiazek bezposrednio zaangazowany w indukowang obrong przez dziataniem roztoczy.
Z drugiej strony zmniejszona ptodno$¢ samic roztoczy i mniejsza niz w kontroli liczba
osobnikoOw zerujacych na roslinach bogatych w taumatyn¢ wskazuja na potencjalng role
taumatyny Il w interakcjach ro$lina-roztocze. Wyzej opisane wyniki zaprezentowano
w artykule Al1l.

Kolejne badania przeprowadzone we wspotpracy z Katedrag Entomologii SGGW dotyczyly
okreslenia zalezno$ci miedzy wiekiem lisci robinii akacjowej a intensywnos$cig 1 sposobem
rozmieszczenia jaj przez samice Aculops allotrichus Nalepa (Acari: Eriophyoidea). Do badan
wykorzystano trzy kategorie wiekowe lisci: najmtodsze, mtode i dojrzale. Przeprowadzone
analizy biochemiczne 1 morfologiczne wykazaty istotne rdéznice w zawartosci sktadnikéw
odzywczych, fenoli, grubosci zewngtrznych §cian komérkowych naskérka w lisciach o roznym
wieku. Liscie najmtodsze, o najwickszej zawartosci sktadnikow odzywczych byty najchetniej
wybierane przez samice A. allotrichus. Wyniki w/w doswiadczen zostaty opisane w artykule

A22 oraz byty prezentowane podczas konferencji w formie referatu — PK16.
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Proteomiczna analiza bialek warstwy subaleuronowej w ziarniakach jeczmienia.

We wspolpracy z Instytutem Hodowli i Aklimatyzacji Roslin (IHIAR) w Radzikowie oraz
Uniwersytetem w Poczdamie analizowano biotypy jeczmienia ze §wiatowej kolekcji roznigce
si¢ zawartoscig biatka zapasowego. Strukturg¢ ziaren badano za pomoca skaningowej
mikroskopii elektronowej i wykazano brak rdznic w strukturze warstwy aleuronowej
ziarniakow odmian wysoko- i niskobiatkowych. Stwierdzono natomiast, Ze duze ilosci biatka
moga by¢é magazynowane w komoérkach strefy przylegajacej do warstwy aleuronowej,
okreslanej mianem komorek subaleuronowych. Interesujacym bylo stwierdzenie, ze jednolite
ziarna tej samej ro$liny, a nawet tego samego klosa moga znacznie r6zni¢ si¢ liczbg komorek
subaleuronowych. Celem tych badan bylo rowniez wykazanie réznic jakoSciowych w tej czesci
bieclma. Stosujac elektroforeze SDS-PAGE oraz spektometri¢ mas zidentyfikowano wicle
rodzajow bialek wystepujacych w warstwie subaleuronowej ziarniakOw jeczmienia. We
frakcjach biatkowych izolowanych z ziarniakéw odmian o podwyzszonej zawartosci biatka
stwierdzono znacznie silniejszg reprezentacje biatek o masach czasteczkowych od 29 do 45
kDa, w poréwnaniu do ziarniakow odmian niskobiatkowych. Szczegdtowa analiza tych biatek
wykazata, Ze sg to izoformy serpin typu Z oraz B3-hordeiny. Wyniki opublikowano w artykule:

A7, oraz prezentowano podczas konferencji w formie referatu - PK4.

Oddzialywanie streséw abiotycznych na metabolizm roslin.

Jednym z najcze¢$ciej wystepujacych czynnikow ograniczajacych rozwdj 1 produktywnos$é
roslin uprawnych jest niedobor wody. Zachwianie gospodarki wodnej w roslinie wywotuje
szereg zmian morfologicznych 1 fizjologiczno-biochemicznych. W warunkach suszy
w roslinach nastgpuje réwniez przebudowa biatek komoérkowych, w tym m.in. szereg ich
modyfikacji potranslacyjnych. Jedna z tych modyfikacji, bedaca celem prowadzonych z moim
udziatem badan byla karbonylacja kilkudziesigciu istotnych z punktu widzenia metabolizmu
rosliny biatek (A21). Materialem badawczym byly 4 i 6-dniowe siewki pszenicy poddane
stresowi suszy. Do identyfikacji karbonylowych biatek zostata wykorzystana dwuwymiarowa
elektroforeza w zeli poliakryloamidowym (2D-PAGE) oraz spektrometria mas (MALDI-TOF
I LC-MS/MS). Sposrod 26 karbonylowanych biatek w siewkach mniej wrazliwych na deficyt
wody (4-dniowych) poziom ich karbonylacji az w 19 byt znacznie wyzszy, a W pozostatych
istotnie nizszy w poroéwnaniu z probami kontrolnymi. Nieco odmienne wyniki uzyskano dla
siewek wrazliwych na ten rodzaj stresu (6-dniowych), gdyz tylko w 10 spotach biatkowych
obserwowano wzrost i az w 16 spadek poziomu ich karbonylacji. Szczegdtowa analiza spotow

biatkowych wykazata, Zze biatka o mozliwej roli w utrzymywaniu tolerancji na odwodnienie
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siewek pszenicy s3 powigzane glownie z gospodarkg energetyczna ro$liny, dziataniu
przeciwgrzybicznym i /lub owadobodjczym oraz regulacja syntezy i ekspresji biatek.
Rozszerzeniem powyzszej opisanej tematyki badan byly dos$wiadczenia majace na celu
ustalenie zaleznos$ci pomiedzy utratg tolerancji na odwodnienie 5-dniowych siewek pszenicy,
a zaburzeniem komoérkowej homeostazy potencjatu oksydoredukcyjnego (A18). W ramach
tych badan prowadzono pomiary zredukowanego glutationu oraz biatek zawierajacych grupy
SH. Badano poziom ekspresji bialek w siewkach pszenicy w pelni uwodnionych (kontrola),
tolerancyjnych na odwodnienie (4 dniowe)i wrazliwych (6 dniowe). Identyfikacje bialek
prowadzono zgodnie w wyzej opisang metoda spektrometrii mas i sklasyfikowano wedlug ich
funkcji. Zaobserwowane zmiany w proteomie S-nitrozylowanych i S-glutationylowanych
biatek byly wysoce specyficzne w przypadku siewek zar6wno odpornych jaki i wrazliwych na
odwodnienie. Funkcje metaboliczne tych bialek wskazuja, ze tolerancja na odwodnienie jest
zwigzana gtéwnie z kwasami nukleinowymi, metabolizmem biatek i1 gospodarkg energetyczng
ro$liny. Otrzymane wyniki wskazujag na istnienie wzajemnego oddziatywania pomig¢dzy
S-nitrozylacja 1 S-glutationylacja — dwiema modyfikacjami potranslacyjnymi biatek
regulowanymi przez potencjat oksydoredukcyjny komorki. Modyfikacje te moga wzmacniaé
mechanizmy obronne roslin lub utatwi¢ aklimatyzacje roslin do niekorzystnych warunkow
srodowiskowych. Wyniki opublikowano w artykule A18 oraz w materiatach konferencyjnych
PK15.

W ramach tematyki dotyczacych stresow abiotycznych realizowatem tez badania nad
wpltywem kadmu na rézne parametry molekularno-biochemiczne w roslinach bobowatych:
Phaseolus vulgaris i Pisum sativum. W doswiadczeniach tych analizowano zawarto$é
i metabolizm ureidow w P. vulgaris i P. sativum rosngcych w warunkach kontrolnych
i traktowanych 50 uM CdCl2 przez 48 godzin. Nastepnie badano wptyw egzogennej alantoiny
I jej prekursora - kwasu moczowego na zmiany oksydacyjne zwigzane z obecnoscia kadmu
w obu tych roslinach. Kadm zwigkszat zawarto$¢ obu ureidow jedynie w liSciach P. vulgaris,
co bylo zgodne ze wzrostem poziomu transkryptow 1 aktywnos$cig enzymow szlakow
metabolicznych tych ureidow. Zjawisku temu towarzyszyl wzrost zawartosci kwasu
moczowego. W lisciach P. sativum kadm nie tylko zwigkszat aktywnos¢ enzyméw szlakow
biosyntezy ureidow, ale tez zmniejszat aktywnos$¢ enzymow je rozktadajacych. Egzogenny
kwas moczowy i alantoina hamowaty indukowang przez kadm akumulacj¢ H20; oraz tagodzity
skutki uszkodzen oksydacyjnych mierzonych na podstawie degradacji RNA, zawarto$ci
chlorofilu i dialdehydu malonowego w obu roslinach bobowatych. Z otrzymanych wynikow

mozna wywnioskowac, ze P. sativum wykorzystuje alantoing i kwas moczowy jako zwigzki
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przeciwutleniajgce w celu tagodzenia uszkodzen oksydacyjnych tkanek zwigzanych
z pobraniem kadmu. W P. vulgaris priorytetem wydaje si¢ by¢ udzial szlaku ureidowego
w indukowanym przez kadm odzyskiwaniu i recyklingu azotu. Wyniki opublikowano
w artykule: A28. W kolejnym eksperymencie okreslono role proliny w roéznych fazach
odpowiedzi roslin na traktowanie kadmem. Badano akumulacj¢ proliny i zmiany poziomu
transkryptow ~ PSP5CS2, genu kodujacego syntetaze  DI1-pirolino-5-karboksylanu
zaangazowang w syntez¢ proliny oraz PSPDH1, genu kodujacego dehydrogenazg proliny
zaangazowang w degradacje proliny. Zmiany w akumulacji proliny $cisle odpowiadaty
zmianom w poziomach transkryptow PsP5CS2 oraz PsPDHI1. Dodanie do pozywki CdCl»
indukowato réwniez ekspresje¢ PSProTl i PsProT2 oraz genéw kodujacych transportery
proliny. Szczegoélnie duzy wzrost ekspresji obserwowano podczas pierwszych 12 godzin
1w najmtodszych liciach. Pomiar akumulacji kwasu abscysynowego (ABA) i proliny wykazat,
ze wzrosty stezenia proliny w lisciach grochu traktowanych kadmem byty bardziej zwigzane
ze spadkiem stezenia chlorofilu oraz wzrostem poziomu dialdehydu malonowego niz ze samym
wzrostem stgzenia ABA. Uzyskane wyniki sugeruja, ze w warunkach stresu wywolanego
kadmem akumulacja proliny w liSciach grochu moze zachodzi¢ niezaleznie od obecnosci ABA.

Wyniki opublikowano w artykule: A26.

Wplyw endogennego NO na spoczynek zarodkow jabloni.

W ramach wspoélpracy z Katedra Fizjologii Roslin SGGW badatem wptyw metabolitow
1 wtornych czastek sygnalowych na przerywanie stanu spoczynku nasion jabloni. Badania te
wykazaty $cisty zwiagzek miedzy aktywnoscig syntazy tlenku azotu (NOS, EC 1.14.13.39) oraz
poziomem produktu reakcji katalizowanej przez ten enzym — NO, a przerywaniu stanu
spoczynku 1 przejSciem zarodkéw jabtoni w faze kietkowania. Wzrosty stezenia NO
w nasionach jabtoni wywotane fumigacja NO i dodaniem donoréw NO znacznie przyspieszaty
przerwanie stanu spoczynku zarodkow, a dodatek argininy 1 zmiataczy tlenkéw azotu
wzmacnialy ten stan. Zjawisku temu towarzyszylo obnizenie poziomu aktywnos$ci syntazy NO
1 spadek poziomu reaktywnych form azotu. Na tej podstawie mozna wnioskowacé, ze zar6wno
sam NO jak i jego donory oraz arginina petnig kluczowa rol¢ w usuwaniu spoczynku nasion
i s3 niezbednym sygnatem do przej$cia nasion ze stanu spoczynku w faze kietkowania.
W badaniach tych wykazano réwniez, ze kietkowanie zarodkow nasion jabtoni wiaze sie ze
zmniejszonym poziomem bialek nitrowanych oraz biatek zawierajacych biotyng. Wyniki

opublikowano w artykule A19 oraz w materiatach konferencyjnych PK14.
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Najwazniejsze nagrody i wyréznienia:

Nagroda Zespolowa III stopnia Rektora SGGW za osiggniecia badawcze 2022
Nagroda Zespolowa III stopnia Rektora SGGW za osiggniecia organizacyjne 2022
Srebrny Medal za Dlugoletnig Stuzbe - 2022

Nagroda Indywidualna III stopnia Rektora SGGW za osiggnigcia organizacyjne 2019
Nagroda Indywidualna III stopnia Rektora SGGW za osiagnigcia naukowe 2017
Nagroda Zespolowa II stopnia Rektora SGGW za osiagnigcia dydaktyczne 2015
Nagroda Zespolowa II stopnia Rektora SGGW za osiagnigcia dydaktyczne 2012
Nagroda Indywidualna II stopnia Rektora SGGW za osiggniecia organizacyjne 2011
Nagroda Indywidualna II stopnia Rektora SGGW za osiagnigcia naukowe 2007
Wyréznienie za realizacje projektu (Grant SGGW 50401130011) 2006.

............................................

(podpis wnioskodawcy)
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Wykaz osiagnie¢ naukowych albo artystycznych, stanowiacych znaczny wklad w

rozwaoj okreslonej dyscypliny

Informacje zawarte w poszczegolnych punktach tego dokumentu powinny uwzgledniaé
podziat na okres przed uzyskaniem stopnia doktora oraz pomiedzy uzyskaniem stopnia doktora

a uzyskaniem stopnia doktora habilitowanego.

. WYKAZ  OSIAGNIEC NAUKOWYCH ALBO ARTYSTYCZNYCH,
O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1. PKT 2 USTAWY
1. Cykl powigzanych tematycznie artykutdow naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b

ustawy.

P1. Dudkiewicz M., Siminska J., Pawtowski K., Orzechowski S. (2008) Bioinformatics
analysis of oligosaccharide phosphorylation effect on the stabilization of the a-amylase-ligand
complex. Journal of Carbohydrate Chemistry 27: 479-495, IF2008 =1,029, MNiSW2q0s = 20 pkt;
IF2022 = 1,0; MNiSW2023 = 40 pkt; (liczba cytowan wg. Bazy WoS - 5)

P2. Orzechowski S., Grabowska A., Sitnicka D., Siminska J., Felu§ M., Dudkiewicz M.,
Fudali S., Sobczak M. (2013) Analysis of the expression, subcellular and tissue localisation of
glucan, water dikinase (GWD3) in Solanum tuberosum L.: A bioinformatics approach for the
comparative analysis of two a-glucan, water dikinases (GWDs) from Solanum tuberosum
L. Acta Physiologiae Plantarum 35: 483-500, IF2013 = 1,305, MNiSW2013 = 25pkt; IF2022 = 2,6;
MNIiSW2g23 = 70 pkt; (liczba cytowan wg. Bazy WoS - 12)

P3. Sitnicka D., Orzechowski S. (2014) Cold-induced starch degradation in potato leaves —
intercultivar differences in the gene expression profile and activity of key enzymes. Biologia
Plantarum 58(4): 659-666, 1F2014 = 1,849, MNiSW2014 = 25pkt; 1F2022 = 1,5; MNiSW2023 = 70
pkt; (liczba cytowan wg. Bazy WoS - 16)

P4. Mahlow S., Orzechowski S., Fettke J. (2016) Starch phosphorylation: insights and
perspectives. Cellular and Molecular Life Sciences 73: 2753-2764, 1F2016 = 5,788, MNiSW2016
= 140pkt; 1F2022 = 8,0; MNiSW2023 = 140 pkt; (liczba cytowan wg. Bazy WoS - 50)

P5. Orzechowski S., Sitnicka D., Grabowska A., Compart J., Fettke J., Zdunek-Zastocka E.
(2021) Effect of short-term cold treatment on the carbohydrate metabolism in potato leaves.
International Journal of Molecular Sciences 22, 7203, 1F2021 = 5,923, MNiSWa2021 = 140 pkt;
IF2022 = 5,6; MNiSW2023 = 140 pkt; (liczba cytowan wg. Bazy WoS - 13)



P6. Orzechowski S., Compart J., Zdunek-Zastocka E., Fettke J. (2023) Starch parameters
and short-term temperature fluctuations — Important but not yet in focus? Journal of Plant
Physiology 280, 153902, 1F2023 = 3,686, MNiSW2023 = 100 pkt; (liczba cytowan wg. Bazy WoS
-0)

W przypadku prac dwu- lub wieloautorskich zaleca sie zlozenie oswiadczenia przez
habilitanta oraz wspotautorow wskazujgce na ich merytoryczny (a NIE procentowy) wklad w
powstanie kazdej pracy [np. tworca hipotezy badawczej, pomystodawca badan, wykonanie
specyficznych badan (np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie
ankiet, itp.), wykonanie analizy wynikow, przygotowanie manuskryptu artykutu, i innej.
Okreslenie wktadu danego autora, w tym habilitanta, powinno byé na tyle precyzyjne, aby

umozliwi¢ doktadng oceng jego udziatu i roli w powstaniu kazdej pracy.



Os$wiadczenia — P1.

Oswiadczenie autora
Data: 20 marca 2024
Dr Stawomir Orzechowski
Katedra Biochemii i Mikrobiologii
Instytut Biologii

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Oswiadczam, ze w pracy:

Dudkiewicz M., Siminska J., Pawtowski K., Orzechowski S. (2008) Bioinformatics analy;is of
oligosaccharide phosphorylation effect on the stabilization of the a-amylase-ligand complex. Journal
of Carbohydrate Chemistry 27: 479-495

M6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badarn, utworzeniu i
koordynowaniu prac zespotu badawczego w ramach projektu KBN o numerze N302061134, w ktorym
bytem kierownikiem. Do wspotpracy wiaczytem specjalistow z obszaru bioinformatyki. Z projektu
zostata sfinansowana kilkumiesigczna licencja specjalistycznego oprogramowania wykorzystanego do
analiz. Moim zadaniem byto zaprojektowanie odpowiednich ufosforylowanych liganddw o rdinej
dtugosci tanicucha poliglukoz (od 2 do 8 glukoz), ktére nastepnie byty wykorzystywane w dokowaniu in
silico do centrum aktywnego beta- amylazy. Po wspdlnym opracowaniu wynikéw napisatem dyskusje
oraz wnioski koricowe. Bratem takze udziat we wprowadzaniu poprawek i udzielaniu odpowiedzi
recenzentom przed opublikowaniem artykutu



Oswiadczenie wspotautora
Data 26.03.2024
Dr hab. Matgorzata Dudkiewicz
Katedra Biochemii i Mikrobiologii
Instytut Biologii

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Os$wiadczam, ze w pracy:

Dudkiewicz M., Simifiska J., Pawtowski K., Orzechowski S. (2008) Bioinformatics analysis of
oligosaccharide phosphorylation effect on the stabilization of the a-amylase-ligand complex. Journal
of Carbohydrate Chemistry 27: 479-495

bytam autorem korespondujgcym, przeprowadzitam i opisatam metodyke oraz wyniki analiz
bioinformatycznych, bratam udziat w przygotowaniu ostatecznej wersji artykutu.







Oswiadczenie wspotautora

oatalﬂ.l?b/}ﬂ]«b(

Dr hab. Krzysztof Pawtowski

Tagliabracci Lab,

Howard Hughes Medical Institute

And Department of Molecular Biology,

University of Texas Southwestern Medical Center

Dallas, TX USA

Oswiadczam, ze w pracy:

Dudkiewicz M., Simiriska J., Pawlowski K. Orzechowski S. (2008) Bioinformatics analysis of
oligosaccharide phosphorylation effect on the stabilization of the a-amylase-ligand complex. Journal
of Carbohydrate Chemistry 27: 479-495

bratem udziat w przygotowaniu ostatecznej wersji wynikdw analiz bioinformatycznych
prezentowanych w artykule, bytem tez finansowany z projektu KBN o numerze N302061134, w ktorym
kierownikiem byt S. Orzechowski.

ARt -



OsSwiadczenia — P2.

Oswiadczenie autora
Data: 20 marca 2024
Dr Stawomir Orzechowski
Katedra Biochemii i Mikrobiologii
Instytut Biologii

Szkota Gtdwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Oswiadczam, ze w pracy:

Orzechowski S., Grabowska A., Sitnicka D., Simifiska J., Felus M., Dudkiewicz M., Fudali S., Sobczak M.
(2013) Analysis of the expression, subcellular and tissue localisation of glucan, water dikinase (GWD3)
in Solanum tuberosum L.: A bioinformatics approach for the comparative analysis of two a-glucan,
water dikinases (GWDs) from Solanum tuberosum L. Acta Physiologiae Plantarum 35:483-500

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badari utworzeniu i kierowaniu
zespotem badawczym w ramach projektu KBN o numerze N302061134, zaplanowaniu i
wspotwykonaniu eksperymentéw (hodowla roslin, zebranie materiatu, oczyszczanie stGWD3,
testowaniu otrzymanych przeciwciat poliklonalnych anty stGWD3 przed immunolokalizacjg, SDS-PAGE
i western blot, przygotowaniu préb do MALDI-TOF MS), zebraniu wszystkich wynikéw i ich
opracowaniu graficznym, przygotowaniu manuskryptu — wersji wstepnej i ostatecznej, naniesieniu
uwag wspotautoréow, korespondencji z redakcjg oraz wprowadzeniu poprawek przed opublikowaniem

artykutu.
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Oswiadczenie wspotautora
Data: 21.03.2024

Dr inz. Agnieszka Grabowska

Oswiadczam, ze w pracy:

Orzechowski S., Grabowska A., Sitnicka D., Simiriska J., Felus M., Dudkiewicz M., Fudali S., Sobczak M.
(2013) Analysis of the expression, subcellular and tissue localisation of glucan, water dikinase (GWD3)
in Solanum tuberosum L.: A bioinformatics approach for the comparative analysis of two a-glucan,
water dikinases (GWDs) from Solanum tuberosum L. Acta Physiologiae Plantarum 35:483-500

Bratam udziat w uzyskaniu petnej dtugosci genu StGWD3 oraz w opisie odpowiedniej metodyki.
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Oswiadczenie wspétautora
Data: 02}(.05*219”{}/

Mgr Dorota Sitnicka

Oswiadczam, ze w pracy:

Orzechowski S., Grabowska A., Sitnicka D., Simiriska J., Felu$ M., Dudkiewicz M., Fudali S., Sobczak M.
(2013) Analysis of the expression, subcellular and tissue localisation of glucan, water dikinase (GWD3)
in Solanum tuberosum L.: A bioinformatics approach for the comparative analysis of two a-glucan,
water dikinases (GWDs) from Solanum tuberosum L. Acta Physiologiae Plantarum 35:483-500

Bratam udziat w izolacji RNA.
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Oswiadczenie wspotautora
Data: 26.03.2004

Mgr Marta Felus

Oswiadczam, ze w pracy:

Orzechowski S., Grabowska A., Sitnicka D., Simiriska J., Felu$ M., Dudkiewicz M., Fudali S., Sobczak M.
(2013) Analysis of the expression, subcellular and tissue localisation of glucan, water dikinase (GWD3)
in Solanum tuberosum L.: A bioinformatics approach for the comparative analysis of two a-glucan,
water dikinases (GWDs) from Solanum tuberosum L. Acta Physiologiae Plantarum 35:483-500

Bratam udziat w oczyszczaniu StGWD3.

Mgr Marta Felus$ byta moja dyplomatkg — niestety po skoficzeniu studiéw nie mam z nig kontaktu, ale
jako promotor jej pracy magisterskiej, pragne potwierdzi¢ jej udziat w powstawaniu tego artykutu.
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Oswiadczenie wspoétautora
Data: 26.03.2024
Dr hab. Matgorzata Dudkiewicz
Katedra Biochemii i Mikrobiologii
Instytut Biologii

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Oswiadczam, ze w pracy:

Orzechowski S., Grabowska A., Sitnicka D., Simiriska J., Felu$ M., Dudkiewicz M., Fudali S., Sobczak M.
(2013) Analysis of the expression, subcellular and tissue localisation of glucan, water dikinase (GWD3)
in Solanum tuberosum L.: A bioinformatics approach for the comparative analysis of two a-glucan,
water dikinases (GWDs) from Solanum tuberosum L. Acta Physiologiae Plantarum 35:483-500

Bratam udziat w wykonaniu i opisie analiz bioinfomatycznych.
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Oswiadczenie wspétautora

Dr Sylwia Fudali

Oswiadczam, ze w pracy:

Orzechowski S., Grabowska A, Sitnicka D., Simiriska J., Felu$ M., Dudkiewicz M., Fudali S., Sobczak M.
(2013) Analysis of the expression, subcellular and tissue localisation of glucan, water dikinase (GWD3)
in Solanum tuberosum L.: A bioinformatics approach for the comparative analysis of two a-glucan,
water dikinases (GWDs) from Sofanum tuberosum L. Acta Physiologiae Plantarum 35:483-500

Bratam udziat w wykonaniu eksperymentu in situ RT-PCR.

WW'
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Oswiadczenie wspotautora

Data: 2024.03.20

Dr inz. Mirostaw Sobczak
Katedra Botaniki
Instytut Biologii

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Oswiadczam, ze w pracy:

Orzechowski S., Grabowska A., Sitnicka D., Simiriska J., Felu$ M., Dudkiewicz M., Fudali S., Sobczak M.
(2013) Analysis of the expression, subcellular and tissue localisation of glucan, water dikinase (GWD3)
in Solanum tuberosum L.: A bioinformatics approach for the comparative analysis of two a-glucan,
water dikinases (GWDs) from Solanum tuberosum L. Acta Physiologiae Plantarum 35:483-500

Bratem udziat w opisaniu metodyki i wynikow analiz mikroskopowych.

Sobasi_
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OsSwiadczenia — P3.

Oséwiadczenie autora
Data: 20 marca 2024
Dr Stawomir Orzechowski
Katedra Biochemii i Mikrobiologii
Instytut Biologii

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Oswiadczam, ze w pracy:

Sitnicka D., Orzechowski S. (2014) Cold-induced starch degradation in potato leaves — intercijltivar
differences in the gene expression profile and activity of key enzymes. Biologia Plantarum 58(4):659-
666

M6j wkitad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badar i wspétwykonaniu
eksperymentéw (hodowla roélin, zebranie materiatu, pomiar zawartosci weglowodanéw i aktywnosci
enzymow), zebraniu wszystkich wynikow i ich opracowaniu graficznym, przygotowanie manuskryptu —
wersji wstepnej i ostatecznej, naniesieniu uwag wspotautorki.
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Oswiadczenie wspotautora

Data: 2/((‘0?)%912/0{ Y.

Mgr Dorota Sitnicka

Oswiadczam, ze w pracy:

Sitnicka D., Orzechowski S. (2014) Cold-induced starch degradation in potato leaves — intercultivar
differences in the gene expression profile and activity of key enzymes. Biologia Plantarum 58(4):659-
666

Bytam autorem korespondujacym, wykonatam analize ekspresji gendw, opisatam tg cze$¢ metodyki i
wynikéw. Razem z dr S Orzechowskim hodowaliémy rosliny, zbieralismy préby, bratam udziat w
przygotowaniu wersji wstepnej i ostatecznej manuskryptu.
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Oswiadczenia — P4.

Oséwiadczenie autora
Data: 20 marca 2024
Dr Stawomir Orzechowski
Katedra Biochemii i Mikrobiologii
Instytut Biologii

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Oswiadczam, ze w pracy:

Mahlow S., Orzechowski S., Fettke J. (2016) Starch phosphorylation: insights and perspectives. Cellular
and Molecular Life Sciences 73: 2753-2764

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji manuskryptu. W trakcie mojego
pobytu w Poczdamie w 2015 roku wybratem tematyke i czasopismo, przygotowatem wersje wstepng i
ostateczng wiekszosci rozdziatéw, nanositem uwagi wspdtautoréw.

frue O
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artystycznych, z wyszczegolnieniem przedstawionych wyktadéw na zaproszenie 1 wyktadow
plenarnych.

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

RK1. Orzechowski S., Socha-Hanc J., Paszkowski A. (1998) Aminotransferazy alaninowe
z lisci kukurydzy (Zea mays L.) XXXIV Zjazd PTBioch, Biatystok wrzesien

Po uzyskaniu stopnia doktora:
RK2. Orzechowski S. (2007) Co nowego w metabolizmie skrobi? Sympozjum "Stodkie
nowosci ostatniej dekady - transport, metabolizm 1 regulacyjna rola cukrow." Biatystok Polska,

kwiecien - wyklad na zaproszenie organizatorOw

RK3. Orzechowski S., Dudkiewicz M. (2010) Complex of starch related proteins in potato
tuber. XLV Zjazd PTBioch Wista 20-23 wrzesien Acta Biochm. Pol, Suppl 57/4: 99
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Pozostale formy udzialu w konferencjach naukowych

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

PK1. Orzechowski S., Bielawski W. (1997) Heavy metals and ammonium assimilation in
triticale. 5th International Symposium on Cereals-pathogens and stress factors interaction.
September 15-17, 1997, Poznan — plakat

PK2. Orzechowski S., Socha-Hanc J., Paszkowski A. (1998) Alanine: 2-oksoglutarate
aminotransferase from maize (Zea Mays L,) seedlings. 5th International Symposium on
Inorganic Nitrogen Assimilation 3rd Fohs Biostress Symposium July 13-17 Luso, Portugal —

plakat

Po uzyskaniu stopnia doktora:

PK3. Orzechowski S. Goliszewski W., Samborski S., (2001) Wstepna analiza biatek
zwigzanych ze skrobig. XXXVII Zjazd PTBioch Torun wrzesien — plakat

PK4. Macewicz J.B., Orzechowski S.R., Dobrzynska U., Haebel S. (2003) Is quantity and
quality of barley grain protein determined by the proportion of kernels with subaleurone tissue?
1st Conference of Polish Society of Experimental Plant Biology Olsztyn, Poland September -
Polish Journal of Natural Sciences. Suppl. 1: 179 - plakat

PKS5. Felus M., Orzechowski S. (2006) Identification and partly purification a novel
homologue of glucan, water dikinase (GWD) from Solanum tuberosum L. 41st Meeting of the
Polish Biochemical Society Biatystok September Acta Biochem. Pol. Suppl. 53/1: 61 — plakat

PK®6. Grabowska A., Samojedny D., Siminska J., Dudkiewicz M. Orzechowski S. (2007)
Cloning and sequence analysis of phosphoglucan water dikinase gene (PWD) from Solanum
tuberosum L. 3rd Conference of Polish Society of Experimental Plant Biology Warsaw, Poland
August — plakat

PK7. Orzechowski S., Sobczak M., Felus M., Siminska J., Grabowska A. (2007) Analysis
of expression and subcellular localization of phosphoglucan water dikinase (PWD) from
Solanum tuberosum L. 3rd Conference of Polish Society of Experimental Plant Biology
Warsaw, Poland August — plakat

PK8. Orzechowski S., Siminska J., Grabowska A., Sobczak M. (2008) Analysis of
expression and tissue localization of phosphoglucan water dikinase (PWD) gene from Solanum
tuberosum L. XLIII Zjazd PTBioch Olsztyn 7-11 wrzesien Acta Biochem. Pol. Suppl.
55/3/2008: 213 - plakat
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PK9. Dudkiewicz M., Orzechowski S., Pawtowski K. (2008) Bioinformatics analysis of
oligosaccharide phosphorylation effect on the stabilization of the beta-amylase-ligand complex.
Bioinformatics 2008, 24 - 27 of April Warsaw University, Faculty of Biology — plakat

PK10. Orzechowski S., Dudkiewicz M. (2008) Bioinformatics analysis of oligosaccharides
phosphorylation influence on the stabilization of the beta-amylase-ligand complex 33rd FEBS
& 11rd IUBMB Congress, 28 of June- 4 of July Athens, Greece FEBS J 275 Suppl 1: 216 —
plakat

PK11. Dudkiewicz M., Orzechowski S., Pawlowski K. (2010) Protein-protein interactions
between starch related enzymes in potato. Conference “Experimental approaches to protein:
protein interactions” 11—12 Styczen, University of Sheffield, UK — plakat

PK12. Sitnicka D, Siminska J, Orzechowski S. (2012) Alteration of GWD genes expression
during low temperature exposure in potato leaves. The First Polish-German Biochemical
Societies Joint Meeting Poznan wrzesien Acta Biochm. Pol, Suppl 59/3/2012: 171 — plakat

PK13. Orzechowski S., Marecka D. Jozwiak A., Sitnicka D. (2016) Changes in sugar
content in leaves of two potato cultivars Desiree and Russet Burbank in response to cold Bio
2016 — 2nd Congress of Polish Biochemistry, Cell biology, Biotechnilogy and Bioinformatics.
Wroctaw 13-16 wrzesien Acta Biochm. Pol, Suppl 2/2016: pp: 20 — plakat

PK14. Ciagcka K., Krasuska U., Orzechowski S., Gniazdowska A. (2016) Nitracja bialek
markerem spoczynku zarodkow jabtoni. Streszczenia referatow i plakatéw 57. Zjazdu PTB,
Botanika- tradycja i nowoczesnos¢, Lublin 27.06-3.07. 2016. str. 61. - referat

PK15. Gietler M., Nykiel M., Orzechowski S., Fettke J., Zagdanska B. (2017) Proteomic
analysis of S-nitrosylated proteins in wheat seedlings with different dehydration tolerances. 8th
Conference of Polish Society of Experimental Plant Biology - Communication in plants: from
cell to environment Tom 1 (OP6.3) str. 72 - plakat

PK16. Michalska K., Lotocka B., Tomczyk A., Orzechowski S., Studnicki M. (2017)
Sktadanie jaj przez szpeciela Aculops allotrichus Nalepa na liSciach robinii akacjowe;j.
Streszczenia referatow i plakatow 35. Sympozjum Akarologiczne - Osieck 24-27.05.2017 —
referat

PK17. Orzechowski S., Cisowska 1., Cania J., Chadzynska M., Marecka D., Rybarczyk-
Ptoniska A., Jasnos J., Sitnicka D. (2018) The effect of drought on the content and degradation
of soluble sugars and starch in Solanum tuberosum L. leaves. Congress BIO 2018 Gdansk,
Poland September 18th-21th 2018 Acta Biochm. Pol, Suppl 2/2018: pp: 117 — plakat

PK18. Frontiers Forum Live: Frontiers' community summit 27-29.04.2023 — on-line

PK19. Konferencja promujaca wyniki projektu Pasza Pro — 05.06.2023, Nysa, Polska
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8. Wykaz udziatlu w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji krajowych lub
miedzynarodowych, z podaniem petnionej funkcji. — nie dotyczy

9. Wykaz uczestnictwa w pracach zespotow badawczych realizujgcych projekty
finansowane w drodze konkurséw krajowych lub zagranicznych, z podzialem na projekty
zrealizowane i bedace w toku realizacji, oraz z uwzglednieniem informacji o pelnionej funkcji
w ramach prac zespotow.

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

1. Jako uczestnik studiow doktoranckich bytem wykonawca w projekcie wtasnym KBN
Nr. SPO6A00510 pt. ,,Funkcje aminotransferaz glicynowych w siewkach kukurydzy”. w latach
1996-1998, ktorego kierownikiem byt dr hab. Andrzej Paszkowski — moj promotor pracy
doktorskiej. Wymiernym efektem projektu byly wspolne publikacje (A3-A5), w czesci
rozprawa doktorska i udziat w 2 konferencjach (RK1, PK2).

Po uzyskaniu stopnia doktora:

2. Podczas pobytu w Instytucie Biochemii i Biologii Uniwersytetu w Poczdamie
(Niemcy) bylem wykonawca w projektach realizowanych przez réznych pracownikow
Instytutu w latach 2002-2004. Ten najwazniejszy — ktorego realizacja trwala 2 lata to
,Identification and functional analysis of carbohydrate-binding proteins in Arabidopsis
thaliana L.” Projekt ten obejmowat wspolprace pomiedzy naukowcami z Francji oraz firma
Jerini AG z Berlina. Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w artykutach A7, P2 jak
réwniez prezentowano podczas konferencji w formie posterow PK4.

3. Projekt SGGW nr.: 50401130015 Projekt badawczy w konkursie oglaszanym przez
Rektora SGGW

Tytul projektu: Analiza ekspresji homologa wodnej dikinazy a-glikanow (GWD) z
Solanum tuberosum L

Okres trwania projektu: 2005-2006 — 1 rok

Kwota dofinasowania: 25 000 PLN

Sklad zespolu — Stawomir Orzechowski — kierownik projektu i wykonawca,

Cel projektu: Celem realizowanych w ramach niniejszego projektu badan byla izolacja
homologa enzymu wodnej dikinazy a-glikanow (GWD) (EC 2.7.9.4) z Solanum tuberosum L.
Uzyskane biatko postuzyto do wytworzenia poliklonalnych przeciwcial, ktore uzyte zostaty do
analizy ekspresji homologa GWD w roznych organach ziemniaka. Wyniki planowanych badan

przyczynity si¢ do pelniejszego poznania procesu rozkladu skrobi w plastydach, co ma
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znaczenie poznawcze i praktycznie. Wyniki opublikowano w artykule P2 jak réwniez
prezentowano podczas konferencji w formie posteru PKS.

4. Projekt SGGW nr.: 50401130011 Projekt badawczy w konkursie oglaszanym przez
Rektora SGGW

Tytul projektu: Klonowanie genu kodujacego dikinaze: fosfoglikan, woda z Solanum
tuberosum L."

Okres trwania projektu: 2006-2007 — 1 rok

Kwota dofinasowania: 9 999,60 PLN

Sklad zespolu — Stawomir Orzechowski — kierownik projektu 1 wspotwykonawca,
wykonawcy: Agnieszka Grabowska, Dorota Samojedny, Joanna Siminska,

Cel projektu: W oparciu o poznang sekwencj¢ genu (1380 pz) zaprojektowane zostaty
startery do syntezy jednoniciowych sond cDNA w celu in situ hybrydyzacji lub RT-PCR.
Metody te zostaty wykorzystane do opisania wzoru ekspresji genu kodujacego dikinaze:
fosfoglikan, woda na poziomie mRNA w r6znych organach ziemniaka. Nastepnie wykonane
zostaty analizy transkrypcji tego genu. Wyniki opublikowano w artykule P2, jak rowniez
prezentowano podczas konferencji w formie posterow PK6-7.

5. Projekt KBN nr.: N N302061134 Projekt badawczy wlasny

Tytul projektu: Rola fosforylacji skrobi w procesie jej degradacji w plastydach ziemniaka.
Okres trwania projektu: 2008- 2010,

Kwota dofinasowania: 198 500 PLN

Sktad zespotu — Slawomir Orzechowski — kierownik projektu 1 wspotwykonawca,
wykonawcy: Marcin Filipecki, Agnieszka Grabowska, Krzysztof Pawlowski, Mirostaw
Sobczak,

Cel projektu: Celem badan realizowanych w ramach niniejszego projektu byta wstgpna
charakterystyka PWD - dikinazy: a-fosfoglikan, woda (EC 2.7.9.5) z Solanum tuberosum L..
W tym celu wykonano lokalizacje transkryptu sklonowanego wczesniej genu 1 biatka PWD
w roznych tkankach ziemniaka, a w przypadku bulw w roznej fazie fizjologicznej. Stosowano
metody RT-PCR in situ i immunolokalizacj¢, w ktorych wykorzystano startery i poliklonalne
przeciwciala uzyskane we wczesniejszych projektach. Dodatkowo stosujac ilosciowa reakcje
PCR w czasie rzeczywistym (RT-PCR) przeanalizowano wzory ekspresji zar6wno PWD jak
1 GWD w cyklu dobowym w lisciu. Po sklonowaniu pelnej dtugosci genu PWD kolejnym
zadaniem byto przewidywanie struktury tréjwymiarowej poszczegdlnych domen biatka PWD

I jego homologa GWD, budowg modeli struktur oraz dokowanie potencjalnych substratow.
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Wyniki opublikowano w artykutach: P1-2, A8, jak rowniez prezentowano podczas konferencji
w formie referatu RK3 i posteréw: PK8-11.

6. Projekt SGGW nr.: 504-02-710300-S00125-99 System Wsparcia dla Naukowcow
i Zespoléw Badawczych przez Rektora SGGW

Tytul projektu: Metabolizm skrobi w ziemniaku w warunkach stresu chtodu i niedoboru
wody.

Okres trwania projektu: 2020-2021 — 1 rok

Kwota dofinasowania: 85 000 PLN

Sklad zespotlu — Stawomir Orzechowski — kierownik projektu i wykonawca,

Cel projektu: Dofinasowanie uzyskano w zwigzku z wczesniejszym zlozeniem wniosku
o finasowanie badan w konkursie BEETHOVEN LIFE 1 pt. ,,Metabolizm skrobi w ziemniaku
w warunkach stresu chtodu i niedoboru wody.” Projekt byt dobrze oceniony przez recenzentéw
NCN oraz DFG (Deutsche Forschungsgemeinschaft) i dlatego zostat zakwalifikowany do
Systemu Wsparcia dla Naukowcow i1 Zespotoéw Badawczych przez Rektora SGGW.

Realizacja projektu zostala znacznie zmodyfikowana w zwigzku z wybuchem pandemii na
wiosne 2020 roku. Pierwotnie $rodki miaty stuzy¢ gléwnie na zwigkszenie intensywnosci
kontaktéw  mig¢dzynarodowych 1 promocj¢ wynikow badan na konferencjach
miedzynarodowych. Ostatecznie przyznane srodki wykorzystano na kontynuacje badan
wplywu stresOw abiotycznych na metabolizm ro$lin, ktore od lat prowadzimy w KBiM oraz na
dofinasowanie publikacji w formule otwartego dostgpu. Uzyskane wyniki badan opublikowano
w artykutach: P5-6, A25, A27.

7. Projekt NCBiR nr 510-60-710300-S00025 Konkurs: Poddziatanie 1.1.1 PO IR
,Badania przemystowe 1 prace rozwojowe realizowane przez przedsiebiorstwa” (konkurs
2/1.1.1/2019-Szybka Sciezka).

Tytul projektu: PASZA PRO: w Technologie wykorzystania ubocznych produktéw
przetworstwa ptodow rolnych.

Okres trwania: 2019-2023, projekt w trakcie realizacji

W tym projekcie bylem Kierownikiem Zadania — kwota dofinansowania 200 000 PLN
netto, Caltkowita warto$¢ projektu: 14 771 125 PLN dofinansowanie projektu z UE: 9 297 450
PLN, w tym SGGW w Warszawie 5 440 000 PLN.

Sklad Konsorcjum: Bioagra S.A. Z SGGW: Instytut Nauk Drzewnych i Meblarstwa,
Instytut Nauk o Zwierzetach, Instytut Biologii — KBIM — sktad: Stawomir Orzechowski
kierownik zadania i wspotwykonawca oraz wykonawcy: Beata Michniewska, Dorota Marecka

Agnieszka Galazka.
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Cel projektu: Lepsze niz dotychczas wykorzystanie ziarna kukurydzy po fermentacji
w biogazowni, a takze wydluzenie trwatosci ,,mokrego placka” (po fermentacji) poprzez
uzyskanie nowego produktu na rynku komponentéw paszowych. W skali pilotazowej zostala
opracowana technologia wzbogacania w biatko m.in. mokrego placka i otrgb zbozowych,
zwigzana z ekstrakcja czgsci polisacharydow. Prowadzone byty takze prace nad technologig
przerobu frakcji wyekstrahowanej w Kkierunku otrzymywania wartosciowych produktow
przeznaczonych dla przemyshu spozywczego i tworzyw sztucznych. W skali laboratoryjnej
prowadzone byly badania zwigzane z rozktadem i ekstrakcjg monosacharaydow (C5) oraz
dalszym ich wykorzystaniem. Wyniki przedstawiano na konferencji PK19. W planach jest, po

zakonczeniu projektu, przygotowanie wspdlnych publikacji.

10. Wykaz czlonkostwa w migdzynarodowych lub krajowych organizacjach
i towarzystwach naukowych wraz z informacjg o petnionych funkcjach.

Jestem cztonkiem Warszawskiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego od
2008 roku.

11. Wykaz stazy w instytucjach naukowych lub artystycznych, w tym zagranicznych,
z podaniem miejsca, terminu, czasu trwania stazu i jego charakteru.

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

1. 3 miesieczne stypendium realizowane w Instytucie Biochemii i Biologii
Uniwersytetu
w Poczdamie (Niemcy, 1999), finansowane przez Land Brandenburg

W trakcie pobytu w Katedrze Fizjologii Roslin Instytutu Biochemii i1 Biologii,
w Uniwersytecie w Poczdamie uczestniczylem w biezacych projektach realizowanych w tej
pracowni. Analizowatem rézne przeciwciata stosujac technike western blot w ekstraktach
z lisci A. thaliana oraz S. tuberosum w roslinach typu dzikiego i w réznych mutantach, ktore
analizowano w tej Katedrze. Wykonywalem takze rézne elektroforogramy w warunkach

natywnych badajac aktywnosci izoenzymow fosforylazy glukanéw (PHO, EC 2.4.1.1).

Po uzyskaniu stopnia doktora:

Lacznie w latach 2000-2023 odbylem 4 zagraniczne pobyty naukowe.
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2. 3-miesieczny staz realizowany w 2000 roku w Instytucie Biochemii i Biologii,
Uniwersytetu w Poczdamie (Niemcy), finansowany przez Land Brandenburg

W trakcie pobytu w Katedrze Fizjologii Roslin Instytutu Biochemii i Biologii Uniwersytetu
w Poczdamie uczestniczytem w biezacych projektach realizowanych w tej pracowni.
Stosowatem HPLC w celu rozdziatu i dalszej analizy peptydéow z wykorzystaniem
spektrometru masowego MALDI-TOF oraz techniki dot-blot, w hydrolizatach enzymatycznych
i nieenzymatycznych, co umozliwitlo dokonanie lepszej charakterystyki epitopow, dla
wybranych rozdzielonych wczes$niej w elektroforezie SDS-PAGE biatek.

3. 36-miesieczny staz realizowany w latach 2002-2004 w Instytucie Biochemii
i Biologii Uniwersytetu w Poczdamie (Niemcy), finansowany przez rézne projekty UP

Praktycznie cata dziatalno$¢ naukowa w trakcie tego pobytu zwigzana byla z realizacja
projektu pt.: lIdentification and functional analysis of carbohydrate-binding proteins in
Arabidopsis thaliana L. Projekt ten byt realizowany we wspotpracy pomiedzy naukowcami
z Francji oraz firmg Jerini AG z Berlina 1 miatl na celu identyfikacje biatek oddziatujacych
W sposob katalityczny i niekatalityczny z unieruchomionymi oligosacharydami, w zaleznosci
od ich struktury. Materiatem do badan stanowity zageszczone homogenaty z liSci Arabidopsis
thaliana L.. Jako fazg statg zastosowano w tym projekcie unieruchomione, przy uzyciu ro6znych
odstgpnikow (linker6w) na powierzchni membrany celulozowej badz tez na ,kuleczkach”
z agarozy oligosacharydy. W pierwszej czesci badan testowano rozne odstepniki uzywane
w trakcie immobilizacji, roéznigce si¢ m.in. dlugoscia oraz sposobem zwigzania si¢
z oligosacharydem.

Biatka wybiorczo wigzace si¢ z poszczegdlnymi sacharydami byly nastepnie
identyfikowane z wykorzystaniem spektrometru masowego MALDI-TOF. W tym celu
odmywano je z fazy stalej, rozdzielano elektroforetycznie w warunkach denaturujacych,
podawano proteolizie z udziatem modyfikowanej na uzytek spektrometrii mas trypsyny (MS
Grade). Uzyskane peptydy byly poddawane analizie MALDI-TOF. Na tej podstawie mozna
bylo z duzym prawdopodobienstwem okresli¢ rodzaj analizowanego biatka, ktoére zwigzalo si¢
z fazg stala w takich warunkach.

W celu zwigkszenia selektywnos$ci wigzania si¢ S$ciSle okreslonych grup biatek
zsyntetyzowane chemicznie ligandy weglowodanowe poddawano modyfikacjom
enzymatycznym m.in. z wykorzystaniem fosforylazy glikogenowej. Niestety sam projekt,
a zwlaszcza jego wyniki nie byly zbyt zadawalajace aby bez zmian dalej realizowac ten projekt.
Musialem zapozna¢ si¢ z metodyka min. analizy biatek, po ich wczedniejszej proteolizie

z wykorzystaniem spektrometrii mas. Z jednej strony umozliwilo to wykorzystanie tej techniki
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w innych projektach, z drugiej za$ zastosowanie ekstraktow uzyskanych z S. tuberosum zamiast
z A. thaliana, pozwolito na wstepng selekcje niescharakteryzowanych jeszcze bialek,
wykazujacych powinowactwo do oligosacharydow. Sposrod tych biatek w dalszych badaniach,
juz prowadzonych w SGGW zidentyfikowalem PWD - dikinaz¢ fosfoglukan, woda (EC
2.7.9.5) — enzym istotnie wpltywajacy na strukture skrobi w lisciach i bulwach ziemniaka oraz
majacy potencjalne znaczenie biosyntezie i degradacji ziaren skrobi.

Ponadto w trakcie pobytu w Katedrze Fizjologii Roslin Instytutu Biochemii i Biologii, poza
oznaczeniami $ciSle zwigzanymi z badaniami w ramach realizowanego projektu
uczestniczylem w biezacych projektach realizowanych w tej pracowni. Analizowatem
zawarto$¢ skrobi, cukrow rozpuszczalnych (glukozy, fruktozy, sacharozy) i heksozofosforanow
(G1P - glukozo-1-fosforanu, G6P -glukozo-6-fosforanu, F6P - fruktozo-6-fosforanu)
z wykorzystaniem testow fotometrycznych w lisciach A. thaliana oraz S. tuberosum w roslinach
typu dzikiego i w ré6znych mutantach. W ten sposob poznatem wiele nowoczesnych metod
biochemicznych, ktére z powodzeniem wykorzystywalem w dalszych badaniach
prowadzonych w macierzystym uniwersytecie.

4. 3-miesieczny staz w 2015 roku realizowany w Pracowni Biopolimerow
Uniwersytetu w Poczdamie (Niemcy), finansowany w ramach stypendium SGGW

Glownym celem tego stazu naukowego (01.03-31.05.2015) bylo ilosciowe oznaczenie
mono-, di- i oligosacharydow obecnych w ekstraktach z lisci 2 odmian ziemniaka poddanych
dzialaniu niskiej temperatury. Dodatkowo podjatem probe wyjasnienia wptywu GWD
(dikinaza glikan: woda) na struktur¢ powierzchni ziaren skrobi. Do tych analiz wykorzystalem
spektrometri¢ mas (MALDI-TOF-TOF) oraz HPLC-PAD i elektroforeze kapilarng z detekcja
fluorescencji indukowanej laserem (CE-LIF).

Podczas pobytu w Laboratorium Biopolimerow wykonywatem tez analizy zawarto$ci
oligosacharydow w 110 probkach z lisci 2 odmian ziemniaka Russet Burbank 1 Desiree, ktére
wzrastaty w warunkach obnizonej temperatury. Dotychczas uzyskane wyniki badan
prowadzonych w SGGW wskazywaty na réznice w ekspresji wybranych genéw metabolizmu
sacharydow, w zalezno$ci od temperatury i odmiany. Obserwowano réwniez zmieniajacy si¢
poziom cukrow redukujacych w obu odmianach, w zaleznosci od temperatury (P3).

Wykonane analizy z wykorzystaniem HPLC-PAD wskazuja na wystgpowanie roznic
w sktadzie oligosacharydow w lisciach odmiany Russet Burbank i Desiree poddanych przez
3 godziny dziataniu niskiej temperatury. Stwierdzono, ze w li§ciach roslin poddanych dziataniu
niskiej temperatury zwigkszato si¢ st¢zenie oligosacharydu o stopniu polimeryzacji DP10 oraz

zmniejszata si¢ zawarto$¢ maltozy w poréwnaniu do kontroli. Wyniki te zostaty potwierdzone
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roOwniez po analizie z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej 1 fluorescencyjnie
wyznakowanych sacharydéw (CE-LIF).

Poza oznaczeniem cukrow rozpuszczalnych w probkach z lisci ziemniaka wykonatem
eksperymenty majace na celu ustalenie zmiany struktury powierzchni skrobi pod wpltywem
dziatania GWD (dikinaza glukan: woda). W tym celu najpierw uzyskano w bakteryjnym
systemie ekspresyjnym biatko rekombinowane StGWD. Tak uzyskany enzym inkubowano
w obecnosci ATP z r6znymi rodzajami natywnej skrobi wyizolowanej z mutantow A. thaliana,
réznigcymi si¢ % zawartoscig fosforanow w skrobi. Po inkubacji ziarna skrobi trawione byty
izoamylazg, a uwolnione oligosacharydy analizowano z wykorzystaniem spektrometru
masowego MALDI-TOF. Uzyskane wyniki sugeruja, ze GWD tylko do pewnego stopnia jest
w stanie ufosforylowaé¢ powierzchnig¢ skrobi, a przedtuzona inkubacja z tym enzymem nie
powoduje liniowego wzrostu ufosforylowanych oligosacharydow.

W trakcie pobytu w Laboratorium Biopolimeréw, poza oznaczeniami $ci$le zwigzanymi z
glownym tematem moich zainteresowan badawczych uczestniczylem w zidentyfikowaniu ok.
50 biatek przywiezionych z Polski, z grup badawczych prof. B. Zagdanskiej i prof. R. Bogatek
(SGGW). Identyfikacje wykonano z wykorzystaniem spektrometrii masowej (MALDI-TOF).

5. 5-dniowy staz w 2023 roku realizowany w Pracowni Biopolimeréw Uniwersytetu
w Poczdamie, (Niemcy) finansowany ze stypendium Erasmus

W dniach 22-26.05.2023 odbytem wyjazd szkoleniowy w celu realizacji Specjalistycznego
szkolenia z technik spektrometrii mas do analizy biomolekul. Celem szkolenia bylo
poglebienie mojej dotychczasowej wiedzy z zakresu praktycznego zastosowania spektrometrii
mas. Dodatkowo zainicjowane zostalty wspélne eksperymenty oraz rozmowy dotyczace
mozliwo$¢ wymiany studentow, doktorantow 1 stazystow pomiedzy Szkota Glowng

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie i Uniwersytetem w Poczdamie.

12. Wykaz cztonkostwa w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism wraz
z informacjg o petionych funkcjach (np. redaktora naczelnego, przewodniczacego rady
naukowej, itp.). — nie dotyczy

13. Wykaz recenzowanych prac naukowych lub artystycznych, w szczegolnosci
publikowanych w czasopismach migdzynarodowych.

Lacznie wykonatem kilkadziesigt recenzji artykutow naukowych dla nastepujacych
czasopism:

3 Biotech, SPRINGER, IF = 2,8, JCI = 0,56

Acta Physiologiae Plantarum, SPRINGER, IF = 2,6, JCI = 0,69
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Agronomy-Basel, MDPI, IF = 3,7, JCI = 1,04

Biomolecules, MDPI, IF =5,5, JCI = 0,81

BMC Biology, BMC, IF =5,4,JCI =1,52

BMC Plant Biology, BMC, IF =5,3, JCI = 1,36

Foods, MDPI, IF =5,2, JCI = 0,97

Frontiers in Plant Sciences, FRONTIERS MEDIA SA, IF=5,6,JCl =1,24
In Vitro Cellular & Developmental Biology- Plant, SPRINGER, IF = 2,6, JCI = 0,54
International Journal of Molecular Sciences, MDPI, IF = 5,6, JCI = 0,71
Journal of Plant Physiology, ELSEVIER, IF = 4,3, JC1 =1,00

Plant Growth Regulation, SPRINGER, IF = 4,2, JC1 = 0,79

PLoS One, PUBLIC LIBRARY SCIENCE, IF=3,7,JCI =0,91
Starch-Starke, WILEY, IF = 2,3, JCI = 0,48

14. Wykaz uczestnictwa w programach europejskich lub innych programach
miedzynarodowych.

Po uzyskaniu stopnia doktora:

1. Projekt NCBIiR nr 510-60-710300-S00025 Konkurs: Poddziatanie 1.1.1 PO IR
,Badania przemystowe 1 prace rozwojowe realizowane przez przedsiebiorstwa” (konkurs
2/1.1.1/2019-Szybka Sciezka). Tytut projektu: PASZA PRO: w Technologie wykorzystania
ubocznych produktow przetworstwa ptodéw rolnych. Okres trwania: 2019-2023. W tym
projekcie bylem Kierownikiem Zadania. Catkowita warto$¢ projektu: 14 771 125 PLN
dofinansowanie projektu z UE: 9 297 450 PLN.

2. Projekt ,Program unowocze$nienia ksztalcenia w  SGGW dla zapewnienia
konkurencyjnoséci oraz wysokiej kompetencji absolwentéw” w ramach Poddziatania 4.1.1
»Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego uczelni” w Priorytecie IV PO KL”. Bylem
wspoétautorem programu kursu ,,Biochemia” dla kierunku studiow E-Rolnictwo Okres trwania:
2009-2012 Kwota dofinasowania:10 312 007,90 PLN

15. Wykaz udzialu w zespotach badawczych, realizujacych projekty inne niz okreslone
w pkt. I1.9. — nie dotyczy

16. Wykaz uczestnictwa w zespotach oceniajagcych wnioski o finansowanie badan, wnioski
o przyznanie nagrod naukowych, wnioski w innych konkursach majacych charakter naukowy

lub dydaktyczny. — nie dotyczy
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I1l. WSPOLPRA Z OTOCZENIEM SPOLECZNYM | GOSPODARCZYM

1. Woykaz dorobku technologicznego. — nie dotyczy

2.  Wspoltpraca z sektorem gospodarczym.

Moje doswiadczenie we wspolpracy z sektorem gospodarczym sprowadza si¢ do realizacji
Projektu NCBIR nr 510-60-710300-S00025 Konkurs: Poddziatanie 1.1.1 PO IR ,,Badania
przemystowe i prace rozwojowe realizowane przez przedsigbiorstwa” (konkurs 2/1.1.1/2019-
Szybka Sciezka). Tytut projektu: PASZA PRO: w Technologie wykorzystania ubocznych
produktow przetworstwa ptodow rolnych. W sktad konsorcjum wchodzita Bioagra S.A.

3. Wykaz uzyskanych praw wiasnosci przemystowej, w tym uzyskanych patentow
krajowych lub migdzynarodowych. — nie dotyczy

4. Wykaz wdrozonych technologii. — nie dotyczy

5. wykaz wykonanych ekspertyz lub innych opracowan wykonanych na zamowienie
instytucji publicznych lub przedsigebiorcow.

W 2022 roku wykonatem wraz z zespotem z KBiM ekspertyz¢ probek majonezu dla firmy
GBA POLSKA Sp. z 0.0. W dostarczonych probkach, zgodnie ze zleceniem, za posrednictwem

Innitech4Life sp. z 0.0. oznaczono aktywnosci lipolityczne i amylolityczne.
6. Wykaz udzialu w zespotach eksperckich lub konkursowych. — nie dotyczy

7. Wykaz projektow artystycznych realizowanych ze srodowiskami pozaartystycznymi. —

nie dotyczy
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IV. DANE NAUKOMETRYCZNE
1. Impact Factor (w dziedzinach i dyscyplinach, w ktorych parametr ten jest powszechnie
uzywany jako wskaznik naukometryczny).

Tabela 1. Czasopisma naukowe, w ktorych opublikowano artykuly wymienione

w pkt 11

Czasopismo naukowe Liczba Dane naukometryczne (zgodnie z rokiem
artykulow opublikowania)
Sumaryczny IF? Suma punktéw
MNiSW/MEiN®

Plant Physiology and Biochemistry 3 8,376 105
Journal of Plant Physiology 2 6,657 135
Cells 1 6,6 140
International Journal of Molecular Sciences 1 5,923 140
Cellular and Molecular Life Sciences 1 5,788 140
Metabolites 1 5,581 100
Plant and Cell Physiology 1 4,927 140
Plant and Soil 1 4,9 140
Biomolecules 1 4,878 100
Environmental and Experimental Botany 1 3,666 40
Planta 1 3,361 35
Phytochemistry 1 3,186 35
Acta Physiologiae Plantarum 4 2,953 55
Acta Biochimica Polonica 2 2,017 30
Biologia Plantarum 1 1,849 25
Experimental and Applied Acarology 1 1,532 100
Journal of Carbohydrate Chemistry 1 1,029 20
Journal of Applied Genetics 1 0,967 10
Folia Microbiologica 1 0,791 15
Polish Journal of Environmental Studies 1 0,639 10
Postepy Nauk Rolniczych 1 0 6

Postepy Biochemii 1 0 6

Postepy Biologii Komorki 1 0 6

Biological Letters 1 0 4

Natural Science 1 0 0

Journal of Applied Glycoscience 1 0 0

Scholars International Journal of Biochemistry 1 0 0

RAZEM 34 75,62 1537

2. Liczba cytowan publikacji wnioskodawcy, z oddzielnym uwzglgdnieniem autocytowan.
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3. Indeks Hirscha.

Tabela 2 Szczegolowe dane naukometryczne publikacji z calego okresu pracy

naukowej.
Dorobek Przed Po uzyskaniu | Ogotem

uzyskaniem stopnia doktora

stopnia doktora

liczba IF? liczba IF? liczba | IF?
artykuty wchodzace 6 1958 | 6 19,58
naukowe W w sktad
czasopismach z | cyklu
IF artykutow
umieszczonych w | pozostate 5 3,295 | 16 52,745 | 21 56,04
JCR
Artykuly naukowe w pozostatych | 0 0 4 0 4 0
czasopismach naukowych
Ogétem liczba publikacji w | 5 3,295 | 29 72,325 | 34 75,62
czasopismach
Rozdzialy w monografii 0 0 0 0 0 0
Sumaryczny IF zgodnie z rokiem | 3,295/11,1 72,325/95,586 | 75,62 /106,686
opublikowania 2/ 1F2022
Sumaryczna liczba punktéw | 50 /390 1487 /2200 1537 /2590
MNiSW, MEiN /2023
Sumaryczna Web of | 28 337 365
liczba  cytowan | Science
wedhlug bazy Scopus 32 366 402
Sumaryczna Web of | 26 315 341
liczba  cytowan | Science
bez autocytowan | Scopus 30 347 377
wedhug bazy
Indeks  Hirscha | Web of | 12
wedhlug bazy Science

Scopus 12

4. *Wspotczynnik wptywu (IF) wedlug bazy Journal Citation Reports, zgodnie z rokiem
opublikowania
5. P punktacja wedtug list czasopism ministra wiasciwego ds. szkolnictwa wyzszego

z rokiem opublikowania

Informacje zawarte w pkt. 1V powinny wskazywaé rowniez na baze danych, na podstawie

ktorej zostaty podane.
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Przy wyborze tej bazy nalezy zwraca¢ uwage na specyfikg dziedziny i dyscypliny naukowej,
w ktdrej kandydat ubiega si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego.

Rada Doskonalosci Naukowej informuje, ze podawanie danych naukometrycznych — w
opinii Rady Doskonatosci Naukowej — jest wskazane i zalecane, wynika to takze ze stosowanej
powszechnie praktyki przez samych kandydatéw ubiegajgcych si¢ o awans naukowy. Nalezy
Jednak podkresli¢, ze podane we wnioskach o wszczecie postepowania awansowego dane
naukometryczne nie mogq stanowié kryterium oceny dorobku naukowego Kandydata dla
podmiotéw  doktoryzujgcych, habilitujgcych oraz samej Rady Doskonalosci Naukowej,
organdw prowadzqcych postgpowania w sprawie nadania stopnia lub tytutu. Zadaniem tych
organdw jest przede wszystkim ocena ekspercka dorobku naukowego Kandydata ubiegajgcego
sig 0 awans naukowy, zas decyzja o nadaniu stopnia lub tytutu nie powinna byé uzalezniona od

podania tych danych.
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(podpis wnioskodawcy)
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