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1. Imie i Nazwisko:

Krzysztof Zienkiewicz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2007 — doktor nauk biologicznych — Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu; Tytut rozprawy doktorskiej: ,Wewnatrzkomérkowa lokalizacja elementdéw systemu splicingowego w
réznicujgcym sie ziarnie pytkowym i rosngcej tagiewce pytkowej Hyacinthus orientalis L.”. Promotor: prof. dr
hab. Elzbieta Bednarska-Kozakiewicz. Recenzenci: prof. dr hab. Maria Filek, prof. dr hab. Anna Majewska-

Sawka.
2002 — magister biologii — Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu,
specjalizacja biologia molekularna; tytut pracy magisterskiej: ,Wewnatrzkomérkowa lokalizacja biatek Sm w
r6znicujgcej sie mikrosporze modrzewia Larix decidua Mill. Promotor: prof. dr hab. Alicja Gérska-Brylass.
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
¢ 01.07.2017 — obecnie — Adiunkt Naukowy w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu (urlop bezptatny w zwigzku z zagranicznym stazem

podoktorskim).

¢ 15.05.2017 — obecnie — Postdoctoral Research Associate, Department of Plant Biochemistry, Albrecht von

Haller Institute for Plant Sciences, University of Géttingen, Niemcy.

¢ 15.05.2016-14.05.2017 — Stypendysta Marie Curie, Department of Plant Biochemistry, Albrecht von Haller

Institute for Plant Sciences, University of Géttingen, Niemcy.

¢ 15.05.2014-14.05.2016 — Stypendysta Marie Curie, US Department of Energy Plant Research Laboratory,

Michigan State University, East Lansing, Stany Zjednoczone.

¢ 01.11.2008-14.05.2014 — Postdoctoral Research Associate, Department of Biochemistry and Molecular and
Cellular Biology of Plants, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) Agency, Granada,

Hiszpania.
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¢01.10.2008 — 30.06.2017 — Adiunkt w Zakfadzie Biologii Komérki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu (urlop bezptatny w zwigzku z zagranicznymi stazami

podoktorskimi).

«01.10.2003 - 30.09.2008 — Asystent w Zaktadzie Biologii Komorki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.

¢ 01.10.2002 - 30.09.2003 — Doktorant w Zaktadzie Biologii Komorki, Studium Doktoranckie Wydziatu Biologii

i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.

4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. stopniach naukowych

i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami):

a) Tytut osiggniecia naukowego

Mechanizmy i biotechnologiczne strategie zwigkszania syntezy i akumulacji lipidow

w komoérkach mikroglonow

b) cykl publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe (publikacje zestawiono w kolejno$ci omawiania ich

w autoreferacie):

H-1 Zienkiewicz K, Du Z-Y, Ma, W, Vollheyde K, Benning C. (2016). Stress-induced neutral lipid biosynthesis
in microalgae — Molecular, cellular and physiological insights. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) —
Molecular and Cell Biology of Lipids 1861: 1269-1281.

o (IF2016: 5.547; punktacja MNiISW: 35)
o Moj udziat w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji artykutu, zebraniu i systematyzacji
danych literaturowych, przygotowaniu rycin 1, 2 oraz 4 i tabeli 1, pisaniu, redagowaniu i ostatecznej

korekcie manuskryptu. Moj wktad procentowy szacuje na 70%.

H-2 Zulu NN*, Zienkiewicz K*, Vollheyde K, Feussner I. (2018). Current trends to comprehend lipid
metabolism in diatoms. Progress in Lipid Research 70: 1-16.
o (IF17: 8.435; punktacja MNiISW: 50)
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o Moj udziat w powstanie tej pracy polegat na: wspotudziale w opracowaniu koncepcji pracy, zebraniu i
systematyzacji danych literaturowych, pisaniu, przygotowaniu figur 2 oraz 3, redagowaniu i

ostatecznej korekcie manuskryptu. Moj udziat procentowy jest rowny* z Zulu NN i szacuje go na 40%.

H-3 Tsai CH, Zienkiewicz K, Amstutz CL, Brink BG, Warakanont J, Roston R, Benning C. (2015). Dynamics
of protein and polar lipid recruitment during lipid droplet assembly in Chlamydomonas reinhardtii. The
Plant Journal 83: 650-660.

o (IF2015: 5.468; punktacja MNISW: 45)

o Moj udziat w powstanie tej pracy polegat na: wspotudziale w opracowaniu koncepcji badari nad rolg
biatka MLDP (Major Lipid Droplet Protein) w biogenezie, stabilizacji i mobilizacji kropel ttuszczu u
jednokomorkowej zielenicy z gatunku Chlamydomonas reinhardtii, kolokalizacji biatka MLDP z
kroplami ttuszczu in situ, badaniach nad morfologig i organizacjg strukturalng kropel ttuszczu w
komorkach C. reinhardti z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko MLDP oraz po
depolimeryzacji biatka tubuliny (wyniki moich badari umieszczono na rycinach 1 oraz 4), interpretacji
uzyskanych wynikow, przygotowaniu i udziale w korekcie wszystkich wersji manuskryptu. Moj wktad

procentowy szacuje na 30%.

H-4 Du ZY, Lucker BF, Zienkiewicz K, Miller TE, Zienkiewicz A, Sears BB, Kramer DM, Benning C. (2018).
Galactoglycerolipid lipase PGD1 is involved in thylakoid membrane remodeling in response to adverse
environmental conditions in Chlamydomonas. The Plant Cell. 30: 447-465.

o (IF2017: 8.228; punktacja MNISW: 45).

e M0oj udziat w powstanie tej pracy polegat na: wspoétudziale w opracowaniu koncepcji badari nad
funkcjonalng charakterystyka lipazy PGD1 u C. reinhardltii, zebraniu, przygotowaniu i analizie prob
przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego oraz mikroskopu konfokalnego, pomiarach i
analizie statystycznej bfon chloroplastowych na uzyskanych elektronogramach, interpretacji
uzyskanych wynikéw (wyniki moich badar zostaty zamieszczone na rycinach 3, 5 oraz w tabeli nr 1).
Ponadto pozyskatem wspotfinansowanie badari (Projekt AlgaeQilSynth Europejskiej Agencji
Wykonawczej ds. Badari REA towarzyszacy Stypendium Marie Sktodowskiej-Curie w ramach 7

Programu Ramowego Unii Europejskiej, grant nr. 627266). M6j wktad procentowy szacuje na 20%.

H-5 Zienkiewicz K*, Benning U*, Siegler U, Feussner |. (2018). The type 2 acyl-CoA:diacylglycerol
acyltransferase family of the oleaginous microalga Lobosphaera incisa. BMC Plant Biology 18: 298.
o (IF2017: 3.930; punktacja MNISW: 40).
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Méj udziat w powstanie tej pracy polegat na: wspétudziale w opracowaniu koncepcji badar nad rodzing
acylotransferaz diacylglicerolu (DGAT) kodowanych przez genom Lobosphaera incisa, zbiorze
materiatu roslinnego, mikroskopowej analizie nadekspresji genow DGAT z L. incisa w komorkach
mutanta drozdzowego H1246 (konfokalny laserowy mikroskop skaningowy) (wyniki moich badari
umieszczono na rycinach 1, 3, 5 oraz w danych dodatkowych S3, S5, S6), interpretacji uzyskanych
wynikow, pisaniu tekstu i redagowaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy jest rowny* z Benning U i

szacuje go na 40%.

H-6 Zienkiewicz K, Zienkiewicz A, Poliner E, Du Z-Y, Vollheyde K, Herrfurth C, Marmon S, Farré EM,

Feussner |, Benning C. (2017). Nannochloropsis, a rich source of diacylglycerol acyltransferases for

engineering of triacylglycerol content in different hosts. Biotechnology for Biofuels 10:8.

(IF2017: 5.497; punktacja MNISW: 45)

Méj udziat w powstanie tej pracy polegat na: autorstwie koncepcji badari nad rodzing acylotransferaz
diacylglicerolu (DGAT) kodowanych przez genom Nannochloropsis oceanica, zbiorze materiatu
roslinnego, analizie ekspresji gendw kodujgcych enzymy DGAT podczas hodowli N. oceanica w
medium optymalnym oraz pozbawionym azotu, mikroskopowej analizie nadekspresji acylotransferazy
diacylglicerolu 5 (NoDGTT5) w komdrkach N. oceanica (konfokalny laserowy mikroskop skaningowy),
w komorkach mutanta drozdzowego H1226 (transmisyjny mikroskop elektronowy) oraz w lisciach
Arabidopsis thaliana i Nicotiana benthamiana (konfokalny laserowy mikroskop skaningowy), ilosciowej
i jakosciowej analizie ttuszczy syntetyzowanych przez wymienione organizmy (chromatografia gazowa
— spektrometria mas, GC-MS) (wyniki moich badari umieszczono na rycinach 1, 3, 4, 5, 6 oraz w
danych dodatkowych S6, S7, S9 i S10), interpretacji uzyskanych wynikdw, pisaniu tekstu oraz
znaczgcy udziat w redagowaniu manuskryptu a takze w pozyskaniu finansowania badar (Projekt
AlgaeQilSynth Europejskiej Agencji Wykonawczej ds. Badari REA towarzyszacy Stypendium Marie
Sktodowskiej-Curie z 7 Programu Ramowego Unii Europejskiej, grant nr. 627266). Md6j wktad

procentowy szacuje na 70%.

H-7 Du ZY, Alvaro J, Hyden B, Zienkiewicz K, Benning N, Zienkiewicz A, Bonito G, Benning C. (2018).

Enhancing oil production and harvest by combining the marine alga Nannochloropsis oceanica and the

oleaginous fungus Mortierella elongata. Biotechnology for Biofuels 11:174.

(IF2017: 5.497; punktacja MNiISW: 45).
Méj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: stworzeniu stabilnych transformantéow N. oceanica z
nadkespresja genu kodujgcego acylotransferaze diacylglicerolu NoDGTT5, zbiorze materiatu

roslinnego, udziale w interpretacji wynikow wspothodowli N. oceanica i M. elongata oraz pozyskaniu

5
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wspoftfinansowania badar (Projekt AlgaeQilSynth Europejskiej Agencji Wykonawczej ds. Badari REA
towarzyszgcy Stypendium Marie Sktodowskiej-Curie z 7 Programu Ramowego Unii Europejskiej, grant

nr. 627266). Moj udziat procentowy szacuje na 10 %.

H-8 Poliner E, Pulman J, Zienkiewicz K, Childs K, Benning C, Farré EM. (2018). A toolkit for

Nannochloropsis oceanica CCMP1779 enables gene stacking and genetic engineering of the
eicosapentaenoic acid pathway for enhanced long-chain polyunsaturated fatty acid production. Plant
Biotechnology Journal 16: 298-309.

(IF2017: 6.305; punktacja MNiISW: 45)

Mdéj wktad w powstanie tej pracy polegat na: analizie nadekspresji genow kodujgcych desaturazy
w transformantach N. oceanica przy uzyciu techniki Western-blott, zbiorze i przygotowaniu materiatu
do mikroskopowej analizy ekspresji konstruktow fuzyjnych kodujgcych enzym desaturaze i btekitne
biatko fluorescencyjne (z ang. cyan fluorescent protein - CFP) na poziomie mikroskopu konfokalnego
(wyniki moich badari umieszczono na rycinie 6 i w danych dodatkowych S5), znacznym udziale w
interpretacji uzyskanych wynikow i przygotowaniu manuskryptu, udziale w korekcie pozZniejszych
wersji pracy oraz na pozyskaniu wspoftfinansowania badan (Projekt AlgaeQilSynth Europejskiej
Agencji Wykonawczej ds. Badari REA towarzyszgcy Stypendium Marie Sktodowskiej-Curie z 7
Programu Ramowego Unii Europejskiej, grant nr. 627266). M6j udziat procentowy szacuje na 15
%.

H-9 Zulu NN, Popko J, Zienkiewicz K, Tarazona P, Herrfurth C, Feussner I. (2017). Heterologous co-

expression of a yeast diacylglycerol acyltransferase (ScDGA1) and a plant oleosin (AtOLEOS3) as an

efficient tool for enhancing triacylglycerol accumulation in the marine diatom Phaeodactylum tricornutum.

Biotechnology for Biofuels 10:187.

(IF2017: 5.497; punktacja MNISW: 45)

Mdoj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: wspdtudziale w opracowaniu koncepcji badari nad
ekspresjg drozodzowej acylotransferazy diacylglicerolu (ScDGA1) i roslinnej oleozyny (AtOLEO3) w
komorkach modelowej okrzemki Phaeodactylum tricornutum, zbiorze i przygotowaniu materiatu do
mikroskopowej analizy ekspresji konstruktow fuzyjnych kodujgcych wymienione biatka z GFP jako
genem reporterowym, mikroskopowej i statystycznej analizie formowania kropel ttuszczu w
transgenicznych liniach P. tricornutum (wyniki moich badari umieszczono na rycinach 2, 4 oraz w
danych dodatkowych S9), interpretacji uzyskanych wynikow, przygotowaniu i edycji manuskryptu oraz
na pozyskaniu wspoéftfinansowania badar (Projekt AlgaeQOilSynth Europejskiej Agencji Wykonawczej
ds. Badani REA towarzyszacy Stypendium Marie Sktodowskiej-Curie z 7 Programu Ramowego Unii

Europejskiej, grant nr. 627266). Moj udziat procentowy szacuje na 20 %.



ar Krzysztof Zienkiewicz Zatacznik nr 3

Oswiadczenia wspotautorow okreslajace indywidualny wktad kazdeqo z nich w powstanie

poszczegolnych prac znajdujg sie w Zatgczniku 5 (Oswiadczenia wspotautorow).

Sumaryczny Impact Factor* prac wchodzgcych w sktad osiagniecia 54,404
Suma punktow MNiSW prac wchodzacych w sktad osiggnigcia 395
taczna liczba cytowan prac wchodzacych w sktad osiggnigcia 99** / 163***

*IF dla roku opublikowania

**wedfug Web of Science (bez autocytowari) / ***wedfug Google Scholar , (stan na dzieri 01.03.2019)

¢) Omébwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiggnigtych wynikbw wraz z omdwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Mechanizmy i biotechnologiczne strategie modyfikacji syntezy i akumulaciji lipidow w komérkach

mikroglonéw.

Cytowania prac naukowych wchodzacych w zakres zgtaszanego osiggnigcia naukowego wyrdzniono

pogrubiong czcionka. Wszystkie pozostate cytowania umieszczono w spisie literatury.

Motywacja do badan

Wspoiczesny globalny trend ukierunkowany na pozyskiwanie i wykorzystywanie odnawialnych biopaliw jest
efektem wielu réznorodnych czynnikdw oddziatujgcych bezposrednio na gospodarki krajow zarébwno
rozwijajgcych sie jak i rozwinietych. Najwazniejsze z nich to: 1) niestabilnos¢ cen ropy naftowej, 2) stopniowe
wyczerpywanie globalnych zasobow paliw kopalnych, 3) che¢ uniezaleznienia sie od czesto niestabilnych
zewnetrznych zrodet ropy naftowej oraz 4) znaczny wzrost stezenia dwutlenku wegla w atmosferze i
wynikajgce z tego niekorzystne zmiany klimatyczne (Radakovits i wsp. 2010). Biopaliwa moga byc¢
zdefiniowane jako ,paliwa ptynne uzyskane z biomasy i wykorzystywane w transporcie lub do uzyskania
energii cieplnej” (Dufey 2006). Do niedawna wyrézniano dwie kategorie biopaliw: 1) biopaliwa pierwszej
generacji pochodzgce bezposrednio ze spalanej materii organicznej (drewno, wegiel, nawbz organiczny) oraz
2) biopaliwa drugiej generacji pochodzgce z przetworzonej biomasy, gtbwnie nasion oleistych. Do biopaliw
drugiej generacji nalezg zaréd4wno biodiesel jak i etanol, ktére wykorzystywane do napedzania pojazdéw
mechanicznych oraz w przemys$le. Jednakze produkcja pierwszej generacji biopaliw od dawna wzbudza wiele

kontrowersji, gtownie natury ekonomicznej i ekologicznej (np. koniecznos¢ dotowania przemystu gérniczego,
7
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masowa wycinka drzew). Z kolei produkcja biopaliw drugiej generacji jest obecnie szeroko dyskutowana w
kontekscie konkurencji z globalng produkcjg zywnos$ci oraz koniecznosci znacznych naktadoéw finansowych
ograniczajgcych jej optacalnosé. Efektem powyzszych kontrowersji byt globalny trend poszukiwania
alternatywnego zrédta biopaliw. Owocem tych poszukiwan byto powstanie trzeciej generacji biopaliw,
otrzymywanych z mikroglonéw (mikroalg, glonéw jednokomérkowych') oraz cyjanobakterii (sinic). Gtébwng
zaletg tych organizméw jest naturalna zdolnos¢ do pobierania atmosferycznego dwutlenku wegla i
przeksztatcania go w wysokoenergetyczne formy energii w postaci ttuszczy, gtébwnie triacyloglicerolu (TAG?).
Mikroglony, zdobyty znaczne zainteresowanie jako potencjalne zrodto biopaliw, gdyz sg w stanie dostarczy¢
takg samg ilos¢ ptynnych paliw jak rosliny ladowe, jednakze z wykorzystaniem nieporownywalnie mniejszego
areatu uprawnego. Inne zalety wykorzystania mikroglonébw do produkcji biopaliw to brak koniecznosci
eksploatacji lgdu oraz dobrych gatunkowo gleb oraz mozliwos$¢ hodowli w wodach Sciekowych i odpadowych.
Cechy te sg niezwykle istotne nie tylko w kontek$cie aktualnej polityki ekologicznej, ale takze w kontekscie
zachodzgcych obecnie niekorzystnych zmian klimatycznych na Ziemi i zwigzang z nimi redukcjg areatu
uprawnego, ciagle rosngcg populacjg cztowieka i koniecznoscig wyboru pomiedzy produkcjg energii i

zywnosci na ladzie.

Wprowadzenie do tematu badawczeqo

Mikroglony sg zrdznicowana, polifiletyczng grupag taksonomiczng ktorg ogdlnie opisuje sie zazwyczaj jako
jednokomérkowe fotoautotroficzne, wolnoptywajgce organizmy o prostej morfologii (Archibald i wsp. 2002,
Keeling i wsp. 2005). Wyrdznia sie kilka gtownych grup mikroglonéw o réznym skfadzie biochemicznym,
ultrastrukturze i cyklu zyciowym. Reprodukcja tych organizméw zachodzi gtdwnie poprzez wegetatywny
podziat komérki (cykl aseksualny), aczkolwiek cykl ptciowy moze wystepowac u pewnych gatunkéw w
odpowiedzi na niekorzystne warunki Srodowiskowe. Kluczowg, z punktu widzenia produkcji biopaliw, cechg
mikroglondw jest zdolnos¢ do syntezy i akumulacji znacznych ilosci lipiddw w odpowiedzi na stres abiotyczny.
Najczesciej stosowany czynnik stresowy w warunkach laboratoryjnych to usunigcie azotu (N) lub fosforu (P)
z medium hodowlanego. W takich warunkach najbardziej obiecujgce gatunki mikroglonéw oleistych sg w
stanie osiggna¢ zawarto$¢ TAG na poziomie 20% - 60% suchej masy. Badania ostatniej dekady wykazaty, iz
mikroglony oleiste posiadajg znacznie wyzszg produktywnosé biomasy lipidowej anizeli nasiona roslin
oleistych (Rodolfi i wsp. 2009). Wsrdd innych aspektdéw biologii mikroglondéw, cennych z punktu widzenia
potencjalnego wykorzystania do produkcji biopaliw, nalezy wymieni¢: 1) ich wysokg produktywnosé¢ w
przeliczeniu na jednostke powierzchni gruntéw lub objetosci hodowli ptynnych, 2) mozliwosé hodowli na

glebach nieurodzajnych, 3) mozliwo$¢ hodowli w wodach r6znego pochodzenia (stodkie, stone, odpadowe,
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Scieki), 4) potencjalne zrddto zarbwno biopaliw jak i innych cennych pét-produktdéw oraz 5) zdolnos¢ recyclingu
CO: i innych gazdéw przemystowych.

Pomimo niekwestionowanego postepu w biologii molekularnej mikroalg, obejmujgcego miedzy innymi
poznanie kompletnych sekwencji ich genoméw oraz opracowanie technik rekombinacji genetycznej tych
organizmdw, nasza wiedza na temat tego jak syntetyzujg one ttuszcze, jak regulujg metabolizm lipidow i jakie
mechanizmy rzadzg akumulacjg TAG na poziomie ich komorek jest nadal niewielka. Z uzyskanych dotychczas
danych wynika, iz procesy te w wiekszosci przypadkdw kontrolowane sg u mikroglonéw inaczej anizeli u roslin
ladowych (Liu i Benning 2013). Co wigcej, mikroglony to bardzo niejednorodna grupa organizmoéw o niezwykle
zawitej ewolucji, czego odzwierciedleniem jest bardzo czesto odmienna fizjologia, metabolizm oraz
mechanizmy odpowiedzi na stres pomiedzy poszczegblnymi gatunkami tej grupy. Tym bardziej niezbedne
jest prowadzenie mechanistycznych badan nad syntezg i akumulacjg lipidow u najbardziej obiecujgcych
przedstawicieli mikroglonéw oleistych o duzym potencjale do produkcji biopaliw. Zrozumienie mechanizméw
tych proces6w oraz mozliwosc¢ ich kontroli dzigki metodom inzynierii genetycznej jest niezbednym krokiem na
drodze do rozwoju nowych strategii eksperymentalnych ukierunkowanych na zwigkszenie globalnej produkc;ji
biopaliw trzeciej generaciji.

Cel badan

Cel i zagadnienia badawcze bedace przedmiotem prezentowanego osiggniecia naukowego majg charakter
wielowgtkowy. Z naukowego punktu widzenia moje badania zmierzaty do poznania komorkowych i
molekularnych mechanizméw syntezy, akumulacji i homeostazy lipidow w komérkach mikroglonéw. Z kolei
celem o znaczeniu aplikacyjnym byto uzycie tej wiedzy w mechanistycznych badaniach nakierowanych na
rozwéj nowych biotechnologicznych strategii zwigkszenia produkcji lipidbw zapasowych w komérkach

mikroglonéw oleistych uzywanych jako surowiec do produkcji biopaliw.

Omoéwienie uzyskanych wynikéw

1) Charakterystyka komoérkowych mechanizméw syntezy i akumulacji TAG w komérkach
mikroglonéw
Zdecydowana wiekszos¢ naszej dotychczasowej wiedzy na temat genetycznych i molekularnych aspektéw
regulacji metabolizmu lipidow w komorkach mikroglonéw opiera si¢ na wynikach uzyskanych w badaniach
rodlin ladowych, a gtébwnie ich nasion, ktére reprezentujg organy najbardziej bogate w lipidy. Znacznie mniej
badan prowadzono bezposrednio na komoérkach mikroglonéw, a proponowane modele szlakow metabolizmu
ttuszczy u tych organizm6w opieraty sie w duzej mierze na podobienstwach pomiedzy sekwencjami
genomowymi ros$lin lgdowych i mikroglondéw. Wiekszo$¢ badar z wykorzystaniem glonéw jednokomérkowych

w kontekscie metabolizmu lipidébw koncentruje sie na dwoch gtdwnych grupach taksonomicznych —



ar Krzysztof Zienkiewicz Zatacznik nr 3

zielenicach (mikroalgach zielonych, Chlorophyta) oraz okrzemkach. W tym pierwszym przypadku gtowne
modelowe organizmy to Chlamydomonas reinhardtii oraz mikroglony oleiste takie jak gatunki z rodzaju
Nannochloropsis, Chlorella, Ostreococcus czy stodkowodna Lobosphaera incisa. Z kolei gtbwne modele
badawcze reprezentujgce okrzemki to bogate w cenne ttuszcze Phaeodactylum tricornutum oraz
Thalassiosira pseudonana. W publikacjach H-1 oraz H-2 zawartem kompleksowg i zaktualizowang kompilacje
dotychczasowych danych literaturowych na temat fizjologicznych i molekularnych aspektéw syntezy i
metabolizmu lipidébw u, odpowiednio, mikroalg zielonych oraz okrzemek. Informacje zawarte w obu tych
publikacjach postuzg jako tto do opisu prac eksperymentalnych wchodzacych w skiad niniejszego osiggniecia
w zwigzku z czym beda cytowane wielokrotnie w dalszej czesci mojego autoreferatu.
Poprzez analogie do komérek roslinnych, zaproponowano, iz u fotosyntetyzujgcych mikroglonow
synteza lipiddbw ma swoj poczatek w chloroplascie, gdzie powstajg kwasy ttuszczowe. Zwigzki te sg nastepnie
wykorzystywane jako substraty w komérkowych szlakach
G-3-P syntezy fosfolipidow lub TAG, zaleznie od aktualnego stanu
metabolicznego komorki (H-1). Nierzadko kwasy ttuszczowe
Acy.o_COA;ﬂP przed wejsciem w kompleksowe szlaki metaboliczne
A RE podlegaja modyfikacjom, takim jak desaturacja czy

elongacja. W tym pierwszym przypadku, enzymy okreslane

\,H jako desaturazy katalizujg powstawanie podwojnych wigzan
TAG w Scisle okreSlonych miejscach diugiego tancucha
/J weglowego kwasOw ttuszczowych i generujg tzw.
KROPLA nienasycone kwasy ttuszczowe. Z kolei elongazy, poprzez

TLuszczu

sukcesywne dodawanie atoméw wegla do juz istniejacego

MLDP/LDSP

fanicucha kwasu ttuszczowego przyczyniajg sie do powstania

bardzo diugich wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych

Figura 1. Uproszczony schemat syntezy TAG w
komérkach mikroglonéw. CHL; chloroplast, DAG;
diacylglicerol, DGAT; acetylotransferaza
diacylglicerolu, RE; retikulum endoplazmatyczne, FA;

kwas tluszczowy, FAS; syntaza kwasow ttuszczowych, zakt iz w komorkach mikroalonéw or turacii i
GPAT; acetylotransferaza 3-fosfoglicerolowa, G-3-P; aklada, omorkac oglonow procesy desaturacj

3-fosfoglicerol, LPA; kwas lizofosfatydowy, LPAT;  glongacji kwasow ttuszczowych, podobnie jak w komérkach
acetylotransferaza lizofosfatydowa, MAG; 2-

monoacylglicerol, MGAT; acetylotransferaza  ro$lin lgdowych, majg miejsce w zaréwno w chloroplascie
monoacylglicerolu MLDP/LDSP; integralne biatka

kropli ttuszczu, PA; kwas fosfatydowy, PAP; fosfataza  jak i w retikulum endoplazmatycznym, gdzie potwierdzono
kwasu fosfatydowego, TAG; triacylglicerol.

(z ang. very long chain polyunsaturated fatty acids, VLC

PUFAs). Aktualny model przedstawiony w publikacji H-2

obecno$¢ zarédwno desaturaz jak i elongaz. Z punktu
widzenia biotechnologicznego enzymy te sg szczegdlnie istotnym elementem maszynerii modyfikaciji lipidow
u okrzemek, gdyz w odréznieniu od wigkszosci mikroalg zielonych, organizmy te charakteryzujg sie wyjatkowo

wysokg zawartoécig dwoéch cennych VLC PUFAs — kwasu arachidonowego (ARA) oraz kwasu
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eikozapentaenowego (EPA). Kwasy te wykorzystywane sg jako cenny sktadnik w przemysle
farmaceutycznym (H-2).
Niezaleznie od stopnia modyfikacji, kwasy ttuszczowe moga pozostaé na terenie chloroplastu, gdzie stanowig
substraty do syntezy fosfolipidow bton chloroplastowych, takich jak monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG)
czy digalaktozyldiacyloglycerol (DGDG). Z kolei w przypadku eksportu do cytozolu, kwasy ttuszczowe, zwykle
jako koniugaty z koenzymem A (acylo-CoA) uzywane sg jako komorkowa forma magazynowania wegla i
energii w formie TAG. Poniewaz to wtasnie ten ostatni aspekt metabolizmu lipidéw jest gtbwnym obiektem
prezentowanego osiggniecia naukowego, w dalszej czesci niniejszej prezentacji przedstawiona bedzie jego
bardziej szczeg6towa charakterystyka.
Jak opisano w publikacji H-1, synteza TAG w komorkach eukariotycznych, w tym takze w komorkach glonéw
jednokomérkowych, zachodzi dzigki enzymom zwigzanym z btong retikulum endoplazmatycznego. Opierajgc
sie na ortologii genéw zidentyfikowanych dotychczas w genomach jednokomérkowych glonéw, wykazano, ze
podobnie jak u rodlin lgdowych, organizmy te syntetyzujg TAG poprzez dwa gtdwne szlaki: (1) 3-fosfoglicerolu,
zwanego takze szlakiem Kennedy’ego, oraz (2) monoacylglicerolu (Figura 1). W pierwszym przypadku 3-
fosfoglicerol (G-3-P) podlega sukcesywnym estryfikacjom z faricuchem acylowym kwaséw tuszczowych
zwigzanych z koenzymem A (acylo-CoA). Reakcje te zachodzg w Scisle okreslonej kolejnosci i katalizowane
sg przez specyficzne acyltransferazy zwigzane z btong retikulum endpolazmatycznego. W pierwszej reakciji,
katalizowanej przez acetylotransferaze 3-fosfoglicerolowg (GPAT), wyniku potgczenia czgsteczek acylo-CoA
z 3-fosfoglicerolem powstaje kwas lizofosfatydowy (LPA). Po reakcji z kolejng czgsteczkg acylo-CoA kwas
lizofosfatydowy przeksztatcany jest w kwas fosfatydowy (PA). Reakcja ta katalizowana jest przez
acetylotransferaze lizofosfatydowg (LPAT). Kwas fosfatydowy moze stuzyé jako substrat do syntezy
fosfolipidow lub TAG. W tym drugim przypadku usuniecie grupy fosforanowej z kwasu fosfatydowego przez
fosfataze kwasu fosfatydowego (PAP) prowadzi do powstania diacyloglicerolu (DAG). Zwigzek ten moze
rowniez powsta¢ w wyniku aktywnosci drugiego z wyzej wymienionych szlakéw, gdzie 2-monoacylglicerol
(MAG) podlega estryfikacji z czgsteczkg acylo-CoA do DAG, w wyniku aktywnosci acetylotransferazy
monoacylglicerolu (MGAT). Niezaleznie od drogi syntezy, DAG podlega nastepnie konwersji do TAG. Reakcja
ta katalizowana jest przez acetylotransferaze diacylglicerolu (z ang. acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferase,
DGAT?3) i stanowi decydujgcy etap syntezy TAG w komérkach eukariotycznych.

Czasteczki TAG syntetyzowane w btonie retikulum endoplazmatycznego deponowane sg nastepnie w
sferycznych organellach komorkowych okreslanych w literaturze jako krople ttuszczu (z ang. lipid droplets,
LDs), ciata ttuszczowe badz olejowe (z ang. lipid bodies lub oil bodies), ktére po catkowitym uformowaniu przy

btonie retikulum endoplazmatycznego odseparowujg sie i lokalizujg w cytoplazmie (Hu i wsp. 2008). Wedtug

acetylotransferazy diacylglicerolu.
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obecnego trendu w literaturze termin  krople ttuszczu” uzywany jest zazwyczaj w odniesieniu do
mikroorganizmow (np. glondéw jednokomorkowych), z kolei termin ,ciata olejowe” jest czesciej uzywany do
opisu tych organelli w komorkach roslin wyzszych i zwierzat. Bez wzgledu jednak na terminologie, omawiane
struktury zidentyfikowano w komérkach licznych organizmow, wliczajac ssaki, nicienie, grzyby, glony, bakterie
oraz roS$liny nizsze i wyzsze, co wskazuje na ich niezwykle konserwowang role w metabolizmie kombdrkowym.
Do niedawna organellom tym przypisywano gtéwnie role w magazynowaniu TAG, dopiero badania ostatnich
dwéch dekad wykazaty, iz sg to wysoce dynamiczne struktury komérkowe, aktywnie zaangazowane w
r6znorodne procesy fizjologiczne, regulacje homeostazy energetycznej komorki, remodelowanie bton
komédrkowych czy sygnatowanie komérkowe (Pyc i wsp. 2017). Ogolnie przyjety model budowy kropli ttuszczu
zaktada, iz 94-98% jej masy stanowi hydrofobowy rdzen utworzony przez lipidy neutralne (gtownie TAG),
otoczony pojedynczg btong ztozong z fosfolipidow, w ktorej zakotwiczone sg specyficzne biatka. Te ostatnie
molekuty uznaje sie za kluczowe dla biogenezy, stabilizacji oraz mobilizacji tych organelli, w zaleznosci od
aktualnego stanu metabolicznego i fizjologicznego komérki (Huang 2018). U roslin lgdowych zestaw biatek
strukturalnych kropli ttuszczu jest tkankowo specyficzny i na przyktad w nasionach i ziarnach pytkowych
obejmuje zwykle staty zestaw ztozony z oleozyny, kaleozyny oraz steroleozyny (Zienkiewicz i wsp. 2010,
Huang 2018). Z kolei w komérkach lisci wymienione biatka sg zazwyczaj nieobecne a ich role petnig biatka
LDAPs (z ang. Lipid Droplet-Associated Proteins) (Gidda i wsp. 2016). W komérkach glonéw
jednokomérkowych w btonie LD obecny jest zwykle jeden rodzaj biatek, aczkolwiek czesto odmienny
filogenetycznie i molekularnie u poszczeg6lnych gatunkéow (H-1, H-2). U modelowej jednokomérkowe;j
zielenicy C. reinhardltii gtbwne biatko strukturalne kropli tuszczu to MLDP (z ang. Major Lipid Droplet Protein),
ktérego ortologi obecne sg takze u innych gatunkéw zielonych mikroglonéw, aczkolwiek nie u okrzemek
(Goold i wsp. 2015). Celem badan opisanych w publikacji H-3 byto zbadanie jak MLDP rekrutowane jest na
powierzchnie formujacych sie kropli ttuszczu oraz jaka jest rola tego biatka w komérkowej organizaciji tych
organelli u C. reinhardtii. Procesy formowania i degradacji kropel ttuszczu w tych badaniach inicjowane byty
poprzez, odpowiednio, usuniecie i uzupetnienie hodowli azotem (w postaci KNOgs lub NH4Cl). Uzyskane wyniki
wykazaty, iz MLDP formuje proteinowy ptaszcz na powierzchni kropli ttuszczu, a jego poziom pozytywnie
koreluje z akumulacjg TAG podczas deprywacji azotu w medium. Poprzez wyciszenie ekspresji genu
kodujgcego MLDP metodg interferencyjnego RNA (iRNA) wykazano, iz obnizony poziom tego biatka wptywa
na rozmiar oraz liczbe formowanych kropli #tuszczu, w poréwnaniu do linii rodzicielskiej C. reinhardtii. W
komérkach z niedoborem MLDP, krople ttuszczu powstajgce w odpowiedzi na deprywacje azotu w medium
byty znacznie wigksze i mniej liczne, jednakze sama zawartos¢ TAG nie ulegta zmianie w poréwnaniu do
komérek linii rodzicielskiej. Przeprowadzone przeze mnie obserwacje mikroskopowe sugeruja, ze w
komérkach z obnizonym poziomem MLDP powstajace krople ttuszczu ulegajg niekontrolowanej fuzji co

wskazuje, ze biatko MLDP stabilizuje te organelle na poziomie strukturalnym. Poza rolg w fizycznej stabilizacji
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kropel tluszczu powstatych pod w odpowiedzi na deprywacje azotu, w publikacji H-3 wykazano réwniez, ze
biatko MLDP jest kluczowe dla mobilizacji tych organelli w odpowiedzi na przywrdcenie optymalnych
warunkéw hodowli poprzez uzupetnienie medium azotem. Linie C. reinhardtii z obnizonym poziomem biatka
MLDP wykazywaty bowiem znaczne opOznienie procesu degradacji kropel ttuszczu w poréwnaniu z linig
rodzicielskg. Podobne wyniki uzyskano takze u mutantébw A. thaliana z deficytem biatek zasocjowanych z
kroplami ttuszczu w nasionach (Huang 2018), co wskazuje na niezwykle uniwersalng funkcje tej rodziny biatek
w komorkach eukariotycznych. Aby wyjasni¢ molekularne mechanizmy funkcjonowania MLDP w komorkach
C. reinhardtii, w badaniach opisanych w publikacji H-3 wykorzystano metody z zakresu proteomiki i wykazano,
ze zaleznie od warunkéw hodowli (stresowe lub optymalne) MLDP formuje kompleksy z innymi biatkami, w
tym szczegdlnie z a-tubuling. Co interesujace, depolimeryzacja mikrotubul poprzez traktowanie komérek C.
reinhardltii kolchicyng powodowata zniesienie asocjacji MLDP z kroplami ttuszczu, co wskazuje, iz interakcja
pomiedzy MLDP i tubuling ma istotne znaczenie dla funkcjonowania tego cytoszkieletowego biatka w
metabolizmie kropli ttuszczu u C. reinhardtii.

Jak wspomniano powyzej, inicjacja syntezy i akumulacji TAG w komérkach mikroglonéw nastepuije
przede wszystkim w warunkach stresowych, przy czym deprywacja azotu lub fosforu to najczesciej stosowane
strategie stresowe w warunkach laboratoryjnych. Oprécz formowania licznych kropel #uszczu, odpowiedz
jednokomérkowych glonéw na ten czynnik stresowy obejmuje takze stopniowg degradacije chloroplastu a w
konsekwencji takze zahamowanie aktywnosci fotosyntetycznej (H-1). Aby pogtebi¢ dotychczasowg wiedze
na temat zwigzku pomiedzy tymi dwoma zjawiskami bratem udziat w badaniach nakierowanych na
wyjasnienie roli bton chloroplastowych w procesie syntezy i akumulacji TAG w komérkach C. reinhardtii, ktore
opisano w publikacji H-4. Praca ta stanowi kontynuacje badar nad poprzednio zidentyfikowanym mutantem
C. reinhardtii pgd1 z defektem genu kodujgcego lipaze PGD1 (z ang. Plastid Galactoglycerolipid Degradation
1), specyficzng wzgledem jednego z fosfolipidébw bton chloroplastowych - monogalaktozyldiacylglycerolu
(MGDG). Co interesujgce, mutant ten wykazuje o okoto 40% mniejszg produkcje TAG w odpowiedzi na
deprywacje azotu w poréwnaniu do linii rodzicielskiej C. reinhardtii (Li i wsp. 2012). W pracy H-4 wykazano,
ze mutacja pgd1 objawiajgca si¢ wzrostem zawartosci MGDG w bfonach chloroplastowych prowadzi do
zniesienia  optymalnej  proporcji  pomiedzy  poszczeg6lnymi  fosfolipidami  btonowymi,  tj.
digalaktozyldiacylglycerolem (DGDG), diacylglyceryltrimetylhomoseryng (DGTS), fosfatydyloetanoloaming
(PE), fosfatydyloglicerolem (PG) oraz fosfatydyloinozytolem (Pl). Na poziomie komoérkowym wykazatem
ponadto, ze zaburzeniom tej homeostazy towarzyszg z kolei zmiany w ultrastrukturze chloroplastéw, a
dokfadniej obecnos¢ gran o znacznie zwigkszonej liczbie i znacznie grubszych tylakoidéw. Na poziomie
biochemicznym zmiany te objawiaty sie takze zaburzong aktywnoscig fotosyntetyczng, najprawdopodobniej
w skutek dysproporciji iloSciowej pomiedzy fotosystemem | (PSI) oraz fotosystemem Il (PSll). Dodatkowo,

oprocz zmniejszonej akumulacji TAG w komérkach mutanta pgd1 wykazano zwiekszone nagromadzenie
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skrobi, ktora obok TAG stanowi drugg podstawowg forme magazynowania wegla w komérkach C. reinhardtii.
Obserwacja ta sugeruje, iz nawet w przypadku zaburzonego krazenia komoérkowej puli wegla pomiedzy
lipidami btonowymi i TAG, jak ma to miejsce u badanego mutanta, komorki C. reinhardtii intensyfikujg inne
szlaki obiegu tego pierwiastka, aby zminimalizowa¢ ewentualne zaburzenia jego homeostazy, ktére mogtyby
z kolei negatywnie wptyng¢é na gospodarke energetyczng komorki. Podsumowujgc, w publikacji H-4
przedstawiono kolejne dowody na istotng role lipazy PGD1 w komdrkowym obrocie resztami acylowymi
pomiedzy btonami tylakoidow i TAG w odpowiedzi na deprywacje azotu. Dodatkowo wykazano, iz badana
lipaza kontroluje homeostaze lipidowg komérek C. reinhardtii poprzez regulacje kompozycji i struktury bton
chloroplastowych w warunkach stresu.

Jak opisano powyzej, ostatni etap syntezy TAG w komorkach eukariotycznych katalizowany jest przez
enzymy z klasy DGAT. W genomach wiekszosci roslin oraz zwierzat zidentyfikowano dwa gtébwne typdw tych
enzymoOw, okreslane jako DGAT typu 1 (DGAT1) oraz DGAT typu 2 (okreslany w literaturze takze jako DGAT2
lub DGTT). Opisywane typy wyrdzniono z uwagi na fakt, iz biatka DGAT typu 1 oraz typu 2 wyewoluowaty
niezaleznie i nie wykazujg podobieristwa na poziomie sekwencji aminokwasowej, jednakze petnig podobne
funkcje w komoérce, co jest najprawdopodobniej efekt tzw. ewolucji konwergencyjnej (Turchetto-Zolet i wsp.
2011). Stosunkowo niedawno w komérkach nasion oleistych zidentyfikowano takze trzeci typ w obrebie
rodziny enzymow DGAT, okre$lany jako DGAT3. Z dotychczasowych badan wynika, iz biatka DGAT3, w
odréznieniu do DGAT1 oraz DGAT2 nie sg zwigzane z btong RE (brak transmembranowej domeny MBOAT),
lokalizujg si¢ w gtobwnie cytozolu, a ich udziat w catoSciowej syntezie TAG jest stosunkowo niewielki i
indukowany w odpowiedzi na specyficzne warunki metaboliczne komorki (Saha i wsp. 2006, Hernandez i wsp.
2012). Jak dotad wiedza na temat enzymdw DGAT typu 3, w porownaniu do DGAT1 oraz DGAT2, jest bardzo
niewielka i ograniczona jedynie do komérek nasion oleistych.

Gtowng cechg odrdzniajgcag glony jednokomoérkowe od roslin lgdowych oraz zwierzat jest obecnos¢
wielokrotnych kopii genéw kodujgcych enzymy DGAT. O ile u wigkszo$ci z nich zidentyfikowano jedng kopie
DGAT1 o tyle geny kodujace DGAT2 (DGTT) wystepujg u tych organizméw w licznych kopiach, ktorych liczba
waha sie od 2 do nawet 12, jak ma to miejsce u gatunku Nannochloropsis. Przypuszcza sie, iz ta niezwykle
wysoka liczba kopii gendw kodujgcych DGAT2 moze by¢ wynikiem zawitej ewolucji jednokomérkowych, a
zwilaszcza gatunkdw nalezacych do infrakrélestwa Heterokonta (H-1). Analiza filogenetyczna przedstawiona
w publikacji H-1 wykazata, iz na poziomie sekwencji aminokwasowej biatka DGAT1 mikroalg sg spokrewnione
w niewielkim stopniu z ich zwierzecymi i roslinnymi odpowiednikami i formujg odrebne grupy w obrebie drzewa
filogenetycznego. Podobnie, w przypadku biatek DGAT2 (DGTT) u glonéw jednokomérkowych wykazano, iz
nie grupujg one pod wzgledem filogenetycznym ze swoimi roslinnymi, zwierzecymi czy grzybowymi
odpowiednikami. Co interesujgce, w tej samej pracy wykazano, iz 12 biatek DGAT2 (DGTT) kodowanych

przez genom zielonej mikroalgi Nannochloropsis oceanica, okazato sie rozni¢ takze wzgledem siebie na
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poziomie sekwencji aminokwasowej, na co wskazuje ich dystrybucja na obszarze catego drzewa
filogenetycznego, bez grupowania w konkretnych jego obszarach. Jednoczesnie wiele biatek DGAT2 z N.
oceanica wykazuje podobienstwo do enzyméw DGAT2 (DGTT) kodowanych przez genomy innych
mikroglondéw. Przestawione zwigzki filogenetyczne pomiedzy biatkami DGAT sg niewatpliwie
odzwierciedleniem skomplikowanej i wielokierunkowej ewolucji mikroglonéw. Bez wzgledu jednak na ich
pochodzenie to wtasnie obecnos¢ tak licznych gendw z rodziny DGAT stoi za wyjatkowym potencjatem
glonéw jednokomérkowych dla syntezy TAG. oraz najprawdopodobniej za bardziej zaawansowanymi
mechanizmami regulacji tego procesu u tych organizmbéw, w poréwnaniu z roslinami lgdowymi czy
zwierzetami.

W zwigzku z powyzszym moje dalsze badania koncentrowaty sie na komorkowej, molekularnej i funkcjonalnej
charakterystyce enzyméw z rodziny DGAT u modelowych mikroglonéw oleistych. W publikacji H-5
scharakteryzowatem cztery enzymy z klasy DGAT kodowane przez genom Lobosphaera incisa (dawniej
Myrmecia incisa lub Parietochloris incisa). Ta stodkowodna mikroalga w odpowiedzi na stres (deprywacja
azotu) produkuje znaczne ilosci TAG bogatego w cenny kwas arachidonowy (ARA). W zwigzku z tym wiedza
na temat enzyméw DGAT u tego gatunku jest kluczowa dla rozwoju efektywnych strategii produkciji
wspomnianych lipidow w celach przemystowych. W genomie L. incisa zidentyfikowano poprzednio trzy geny
kodujgce domniemane biatka z aktywnoscig DGAT, w tym jeden kodujgcy biatko DGAT typu 1 (LIDGATT)
oraz dwa kodujgce biatka DGAT typu 2 (LIDGAT2.1 oraz LIDGATZ2.2) (Chen i wsp. 2015). Przeprowadzona
przeze mnie analiza in silico wykazata, iz w genom L. incisa koduje takze trzecig, do tej pory nieznana,
izoforme DGAT2, okreslong jako LIDGAT2.3 a takze domniemane biatko DGAT3. Analiza filogenetyczna
wszystkich zidentyfikowanych biatek LIDGAT opisana w publikacji H-5 sugeruje ich odmienne pochodzenie
ewolucyjne, za wyjgtkiem LIDGAT2.1 oraz LIDGAT2.2, ktbére wydajg sie by¢ najbardziej spokrewnione ze
sobg filogenetycznie. Wyniki te po raz kolejny potwierdzajg zawita i wielokierunkowag ewolucje gendw
kodujgcych enzymy DGAT u mikroglonéw oleistych. Analiza ekspresji pieciu genéw DGAT kodowanych przez
genom L. incisa wykazata, iz za wyjatkiem LIDGATS3, wszystkie ulegajg zwiekszonej ekspresji w odpowiedzi
na deprywacje azotu w medium hodowlanym. Pozytywna korelacja pomiedzy opisanym wzorcem ekspres;ji i
rosnacy liczbg kropel ttuszczu w komorkach L. incisa hodowanych w warunkach stresowych sugeruje takze
ich bezposredni udziat w syntezie TAG u tej mikroalgi. Celem funkcjonalnej charakterystyki, wszystkie opisane
geny kodujgce DGAT1 oraz DGAT2 u badanego glonu sklonowano i poddano ekspres;ji jako pojedyncze lub
w tandemach w komérkach drozdzowego mutanta H1246. Szczep ten jest niezdolny do syntezy TAG na
skutek mutacji wszystkich genbw DGAT (Sandager i wsp. 2002). Uzyskane wyniki wykazaty, iz wszystkie
biatka LIDGAT sg zdolne do przywrdcenia syntezy TAG u mutanta H1246, jednakze z bardzo rézng
wydajnoscig. O ile ekspresji wszystkich konstruktow kodujgcych biatko LIDGAT1 towarzyszyt najwyzszy

wzrost syntezy TAG (do okoto 30 pug/mg suchej masy), o tyle w przypadku ekspresji wytacznie genéw DGAT
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typu 2 zawartos¢ TAG nigdy nie przekraczata 10 pg/mg suchej masy. Opisane réznice w syntezie TAG
widoczne byty rowniez in situ na poziomie komérkowym w postaci zréznicowanej liczby kropli ttuszczu. W
komorkach drozdzowych z ekspresjg biatka LIDGAT1 byly one wigksze i bardziej liczne anizeli w komérkach
syntetyzujgcych biatka z rodziny LIDGAT2. W kolejnym etapie badarn analizowano preferencje substratowe
wszystkich badanych enzyméw DGAT, ponownie wykorzystujac wyzej opisany system ekspresji w komérkach
mutanta drozdzowego H1246. W tym celu do medium hodowlanego dodawano wyselekcjonowane substraty
enzyméw DGAT w postaci kwasow tuszczowych o r6znej dtugosci faricucha weglowego i liczbie wigzan
podwojnych, a nastepnie analizowano kompozycje nowo syntetyzowanego TAG w celu zidentyfikowania
najbardziej preferencyjnie inkorporowanych kwasow ttuszczowych przez poszczegélne biatka LiDGAT.
Wykazano, ze LIDGAT1 nie wykazuje szczegOlnej preferencji wzgledem analizowanych kwasow
ttuszczowych, podczas gdy enzymy LiDGAT typu 2 cechujg sie pewnym stopniem preferencji. Po$réd nich,
najbardziej interesujacy z przemystowego punktu widzenia okazat sie enzym LIiDGAT2.2, o najwyzszej ze
wszystkich badanych biatek preferencji wzgledem kwasu arachidonowego (ARA). Publikacja H-5 jako
pierwsza dostarczyta takze informacji na temat subkomorkowej lokalizacji enzymoéw LIDGAT typu 1 oraz 2.
Wykorzystujac komorki drozdzy H1246 z ko-ekspresjg konstruktow fuzyjnych kodujacych enzymy LIDGAT1
oraz LIDGAT2.2 z peptydami markerowymi, odpowiednio FLAG i Myc, analizowatem ich lokalizacje przy
uzyciu technik immunofluorescencyjnych. Szczegétowa analiza z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego
wykazata preferencyjng oraz intensywng asocjacje LIDGAT1 z obszarami retikulum endoplazmatycznego w
bezposrednim sgsiedztwie formujgcych sie kropli ttuszczu. Z kolei sygnat korespondujgcy do LIiDGAT2.2
obserwowany byt na znacznie mniejszym obszarze retikulum endoplazmatycznego, gtownie w postaci
punktowej i bez wyraznej preferencji wzgledem formujgcych sie kropli ttuszczu. Wyniki opisane w publikaciji
H-5 wskazujg na odmienng nature molekularng, funkcjonalng i komérkowg enzyméw DGAT typu 1 i 2
kodowanych przez genom L. incisa. Zaproponowany przeze mnie model zaktada, ze LIDGAT1 jest gtbwnym
enzymem syntetyzujacym TAG, podczas gdy biatka DGAT typu 2 sg najprawdopodobniej odpowiedzialne za
inkorporowanie specyficznych kwasow ttuszczowych do jego czasteczek, przez co regulujg sktad kombrkowe;j
puli tej klasy lipidbw. Opisane enzymy te stanowig zatem obiecujgcy przedmiot dalszych badan
nakierowanych na rozwoj biotechnologicznych strategii zwiekszenia produkcji TAG bogatego w VLC-PUFAs
(np. ARA) w mikroalgach stodkowodnych o istotnym znaczeniu nie tylko dla przemystu biopaliw, ale takze
spozywczego i farmaceutycznego.

W przeciwienstwie do jednokomérkowych glonéw stodkowodnych, zdecydowana wiekszos¢ potencjalnych
producentéw TAG celem wykorzystania do produkcji biopaliw reprezentowana jest przez mikroglony morskie.
WS$rdd nich szczegbine miejsce zajmujg gatunki z rodzaju Nannochloropsis, a zwtaszcza Nannochloropsis
oceanica, ktéry w odpowiedzi na niedob6r azotu produkuje bardzo duze ilosci TAG, sigegajace nawet 60%

suchej masy komorki (H-1). Niewykluczone, iz jest to konsekwencja obecnosci wspomnianych juz 13 genéw
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kodujgcych domniemane enzymy z klasy DGAT, co jest ewenementem w Swiecie zywym (Vieler i wsp.
2012a). Co interesujgce, tylko 1 gen w tym zestawie reprezentowany jest przez DGAT typu 1, podczas gdy
cata reszta nalezy do domniemanych enzyméw DGAT typu 2 (DGTT). Moje badania na tym gatunku miaty na
celu wyjasnienie biologicznego sensu obecnosci tak licznych gendéw kodujgcych enzymy DGAT u N.oceanica.
Realizacja tego celu zawarta jest w publikacji H-6 i objefa selekcje oraz funkcjonalng charakterystyke
najbardziej obiecujgcych genéw DGAT zaangazowanych w synteze TAG. Aby wyselekcjonowac¢ geny DGAT
bezposrednio zaangazowane w synteze TAG u N. oceanica przeanalizowatem i poréwnatem profile ekspresiji
wszystkich 13 gendw kodujgcych domniemane enzymy z rodziny DGAT w optymalnych i stresowych
warunkach hodowli. Na podstawie uzyskanych wynikéw sposrod 13 analizowanych genéw wyodrebnitem ich
dwie gtbwne grupy. Pierwsza z nich zawierata siedem genéw DGAT, ktérych profile ekspresji nie ulegaty
zmianie pod wplywem usuniecia azotu z medium hodowlanego i najprawdopodobniej nie sg zaangazowane
w synteze TAG w warunkach stresu. Grupa druga obejmowata z kolei pozostate 6 gendw, okreslonych jako
NoDGTT1-NoDGTT®6, ktérych transkrypty pojawiaty sie licznie w odpowiedzi na deprywacje azotu w medium.
Pozytywna korelacja pomiedzy opisanym wzorcem ekspresji oraz intensywng akumulacjg kropel ttuszczu w
komorkach N. oceanica wystawionych na stres przemawia za bezposrednim udziatem enzymow DGAT z tej
grupy w synteze TAG. Z posérdéd gendbw NoDGAT tej grupy najszybsza i najbardziej znaczgca zmiana w
poziomie ekspresji pomiedzy warunkami optymalnymi (czas 0 h) i stresowymi (12 godzin deprywacji azotu)
obserwowana byta dla genu NoDGTT5. Celem funkcjonalnej analizy, wszystkie szeS¢ gendw grupy drugiej
sklonowano i poddano ekspresji w komoérkach drozdzowego mutanta H1266, niezdolnego do syntezy TAG
na skutek mutacji trzech z czterech gendéw kodujgcych enzymy DGAT (Sandager i wsp. 2002). Jak wykazaty
badania biochemiczne oraz in situ, sposrod wszystkich przeanalizowanych genéw NoDGTT, mutant z
ekspresja NoDGTT5 akumulowat najwiecej TAG i charakteryzowat si¢ obecnoscig najwigekszych kropel
ttuszczu (H-6). Opierajgc sie na tych obserwacjach, to wtasnie NoDGTT5 zostat wyselekcjonowany jako
gtbwne narzedzie molekularne do zwigkszenia produkcji TAG zaréwno u N. oceanica jak i w innych typach

komérek metodami biotechnologicznymi, przestawione w dalszej czesci niniejszego autoreferatu.

2) Biotechnologiczne strategie zwigkszania zawartosci TAG i modyfikacji metabolizmu lipidéw w
komoérkach mikroglonéw oleistych
Znaczgcy postep metod biologii molekularnej oraz inzynierii genetycznej w ciggu ostatnich dwéch dekad
pozwolit nie tylko na efektywng modyfikacje ekspresji specyficznych genéw w komorkach prokariotycznych i
eukariotycznych, ale takze na transfer gen6bw pomiedzy réznymi typami komoérek celem manipulacii
okreslonych szlakéw metabolicznych. W przypadku glonéw jednokomérkowych zoptymalizowane metody
trasnformaciji genetycznej celem nadekspresji wybranych genéw czy tez wprowadzania gendw z innych typow

komorek otworzyty nowy rozdziat w biotechnologii tych organizméw i zaowocowaty otrzymaniem nowych linii
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transgenicznych o pozadanych cechach fenotypowych (H-1, H-2). Co wigcej, dzigki tym metodom mozliwe
jest takze wykorzystanie genéw mikroalg do genetycznej modyfikacji metabolizmu lipidéw w komérkach roslin
lgdowych (Vieler i wsp. 2012b, Sanjaya i wsp. 2013). Postep ten jest szczegblnie istotny z przemystowego
punktu widzenia, a zwtaszcza w kontekscie produkcji biomasy lipidowej, gdyz zarébwno mikroglony jak i rosliny
oleiste to gtdbwni producenci tego surowca.

Jak opisano w publikacji H-6, zaprojektowatem i stworzytem efektywne strategie modyfikacji zawartosci TAG
w komorkach N. oceanica jak rédwniez w tkankach wegetatywnych dwoch modelowych roslin Ilgdowych —
tytoniu (Nicotiana benthamiana) oraz rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) z wykorzystaniem
metod modyfikacji genetycznej. Zoptymalizowany system transformaciji oraz ekspresji konstruktow pod
konstytutywnym promotorem endogennego czynnika elongacyjnego (EF) w wektorze pNOC-OX pozwolit na
uzyskanie linii N. oceanica z nadekspresjg wspomnianego powyzej genu kodujgcego NoDGTTS. Linie te,
podczas hodowli w optymalnych warunkach, charakteryzowaty sie syntezg i akumulacjg TAG na poziomie
normalnie obserwowanym podczas hodowli w warunkach stresowych. Opisany fenotyp N. oceanica
potwierdzono zaréwno metodami biochemicznymi (analiza iloSciowa i jakosciowa TAG metodami
spektrometrii masowej w potgczeniu z chromatografig gazowag), jak i cytologicznymi, ktére wykazaty obecnosé
wydatnych cytoplazmatycznych kropli #tuszczu, w odr6znieniu od komérek transformowanych wektorem
kontrolnym. Jednakze, wszystkie analizowane linie transgeniczne 2z nadekspresja NoDGTT5
charakteryzowaty sie obnizong o blisko potowe produkcjg biomasy w warunkach optymalnych, w poréwnaniu
do linii kontrolnych N. oceanica.

Funkcjonalna charakterystyka genu NoDGTT5 z N. oceanica opisana w publikacji H-6 obejmowata takze jego
ekspresje w komdrkach modelowych roslin Ilgdowych — Arabidopsis thaliana oraz Nicotiana benthamiana pod
promotorem 35S wirusa mozaiki kalafiora. Konstytutywnej ekspresji NoDGTT5 w lisciach tytoniu i
rzodkiewnika pospolitego towarzyszyto, odpowiednio, blisko dwu- i trzykrotne zwigkszenie zawartosci TAG w
tych organach w poroéwnaniu do ro$lin transformowanych wektorem kontrolnym oraz do roslin typu dzikiego.
Co wiecej, podobny efekt obserwowano w takze nasionach A. thaliana, gdzie ekspresji genu NoDGTT5
towarzyszyt wzrost zawarto$ci TAG do ponad 6 ug w przeliczeniu na nasiono, w poréwnaniu do nasion roslin
kontrolnych, gdzie zawartos¢ TAG oscylowata w granicach 4 ug w przeliczeniu na nasiono. Obiecujgcym
wynikiem moich badan byto takze przywrocenie dzikiego fenotypu zawartosci TAG w nasionach mutanta A.
thaliana tag1-1 dzieki ekspresji genu NoODGTT5 pochodzgcego z N. oceanica. Mutant ten, na skutek silnie
zredukowanego poziomu biatka DGAT typu 1 (AtDGATT), charakteryzuje sie obnizong o blisko potowe
zawartoscig TAG w nasionach, w pordédwnaniu do roslin typu dzikiego (Zou i wsp. 1999). Ekspresji genu
NoDGTT5 u tych roslin towarzyszyt wzrost zawartosci TAG w nasionach z okoto 2 pug do okoto 4 ug w

przeliczeniu na nasienie, co stanowi wartosci normalnie obserwowane u roslin A. thaliana typu dzikiego.

18



ar Krzysztof Zienkiewicz Zatacznik nr 3

Stworzone przeze mnie transgeniczne linie N. oceanica z nadekpresjg genu NoDGTT5 zostaty wykorzystane
takze w kolejnych badaniach nakierowanych na zwigkszenie produkcji TAG u tej jednokomoérkowej algi.
Wyniki przedstawione w publikacji H-7 wykazaty, iz wspothodowla N. oceanica z grzybnig oleistego grzyba
Mortierella elongata w ptynnym medium o optymalnym sktadzie prowadzi do bio-flokulacji obu gatunkéw i
zwiekszenia produkcji TAG zaréwno u N. oceanica jak i M. elongata o, odpowiednio, okoto 15 % i 22 % suchej
masy w poréwnaniu z zawarto$cig TAG u tych organizmdw rosngcych oddzielnie. Co wiecej, w odpowiedzi
na wspéthodowle z N. oceanica, grzybnia M. elongata wykazuje zwiekszong zawarto$¢ cennych
wielonienasyconych kwasow tuszczowych PUFA, takich jak kwas arachidonowy (ARA) czy
dokozaheksaenowy (DHA) w catosciowej puli TAG. Modyfikacja opisanej wspéthodowli poprzez wymiane
dzikiego typu N. oceanica na transgeniczne linie tej mikroalgi z nadekspresja genu NoDGTT5 skutkowata
dalszym zwigkszeniem zawartosci TAG w opisywanych agregatach grzybowo-glonowych o dodatkowe ~ 4 %
suchej masy, bez koniecznosci stosowania deprywacji azotu. Publikacja H-7 jest pierwszg, ktéra opisuje
efektywna strategie wspdthodowli oleistego grzyba i oleistego mikroglonu celem zwigkszania zawartosci TAG
u obu tych organizméw. Z uwagi na fakt, iz zarbwno genom N. oceanica i jak i M. elongata zostaty
zsekwencjonowane i dla obu gatunkdédw dostepne sg efektywne narzedzia inzynierii genetycznej wyniki te
otwierajg nowe mozliwosci wykorzystania ich wspéthodowli do przemystowej produkcji TAG o wysokiej
zawartosci cennych kwasow ttuszczowych, takich jak ARA czy DHA.

W zwigzku z tym, iz opisany powyzej system nadekspresji genu NoDGTT5 pod kontrolg promotora czynnika
elongacyjnego w wektorze pNOC-OX (H-6) okazat sie bardzo skutecznym narzedziem zwiekszania
zawartosci TAG u N. oceanica, moje kolejne badania koncentrowaty sie na rozwoju nowych, bardziej
wydajnych systemédw nadekspresji genéw u tej mikroalgi. W publikacji H-8 zawarto wyniki badari nad nowa
strategig wprowadzania i jednoczesnej nadekspresji kilku genéw kodujacych enzymy desaturazy do komorek
N. oceanica przy uzyciu pojedynczego wektora. O wyborze gendw kodujgcych desaturazy jako kandydatdéw
do nadekspresji zadecydowat fakt, iz poza intensywng akumulacja TAG, mikroglony z rodzaju
Nannochloropsis charakteryzujg sie takze wysokg zawartoscig wielonienasyconych kwasow ttuszczowych
omega-3, a zwtaszcza kwasu eikozapentaenowego (EPA) (Krienitz i Wirth, 2006; Spolaore i wsp. 2006).
Genom N. oceanica koduje cztery desaturazy kwaséw tuszczowych (z ang. fatty acid desaturase, FAD),
okreslanych symbolami A12, A6, A5 oraz ®3. Na drodze ekspresji w komoérkach drozdzowych
(Saccharomyces cerevisiae), dla produktow biatkowych wszystkich wymienionych gendéw potwierdzono
aktywno$¢ desaturazowg. W celu jednoczesnej nadekspresiji kilkku genéw kodujacych FAD w komorkach N.
oceanica zastosowano nowatorskg dla tego gatunku strategie tzw. upakowywania gendw (z ang. gene
stacking). Do tego celu wykorzystano zoptymalizowany wektor pNOC-stacked, zawierajgcy promotor
dwukierunkowy (Ribi), ktéry endogennie kontroluje synteze biatkowych komponentéw rybosomalnych S12

oraz S15. Ponadto, wektor ten zawierat sekwencje peptydowg 2A umozliwiajgcg ekspresje kilku réznych
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produktow biatkowych przez pojedynczy transkrypt oraz gen odpornosci na hygromycyne, zastosowany w
poprzednio omowionych badaniach jako marker selekcji (H-6). Badania opisane w publikacji H-8 obejmowaty
analize iloSciowg i jakosciowg PUFA syntetyzowanych w wyniku nadekspresji desaturaz A12, A6, A5 w
wariantach pojedynczym (1 gen), podwojnym (jednoczesna ekspresja 2 genéw) oraz potréjnym (jednoczesna
ekspresja 3 genow). W przypadku ekspresji pojedynczych genbw obserwowano 25 % wzrost zawartosci EPA
w komérkach N. oceanica, natomiast jednoczesna ekspresja dwoch lub trzech analizowanych biatek FAD nie
wptywata znaczgco na zwigkszenie poziomu tego kwasu ttuszczowego. Poniewaz nadekspresji desaturaz
A12, A6 oraz A5 w komorkach N. oceanica towarzyszyto uszczuplenie catosciowej puli kwasow ttuszczowych
nie jest wykluczone, iz istnieje pewien limit zawartosci PUFA u tych organizmow, powyzej ktérego dochodzi
do zmian fizjologicznych bton komérkowych mogacych stanowi¢ czynnik stresowy na poziomie komérki. Brak
efektu zwielokrotnienia zawartosci PUFA w transgenicznych liniach N. oceanica moze by¢ zatem
konsekwencjg aktywacji mechanizmoéw antystresowych w celu utrzymania homeostazy lipidowej. Pomijajac
aspekt fenotypu transgenicznych linii N. oceanica, opisana strategia nadekspres;ji kilkku gendéw jednoczesnie
przy uzyciu pojedynczego wektora okazata sie u tych organizméw skuteczna pod wzgledem
biotechnologicznym. W analizowanych komérkach wykazatem bowiem obecnos$¢ produktow biatkowych
wszystkich docelowych genoéw desaturaz, wraz z peptydami markerowymi kodowanymi przez wektor pNOC-
stacked, co wskazuje, ze moze on stuzy¢ jako bardzo efektywne narzedzie molekularne do
biotechnologicznych modyfikacji N. oceanica.

Poza omawiang do tej pory transformacjg mikroglonéw dodatkowa kopig ,wtasnych” gendw, inng ze strategii
modyfikacji metabolizmu lipidbw w ich komorkach jest transformacja genami pochodzgacymi z innych
organizméw. W publikacji H-9 przedstawiono wyniki badarn na modelowej okrzemce Phaeodactylum
tricornutum, nakierowanych na zwiekszenie akumulacji TAG poprzez transformacje genami pochodzacymi z
drozdzy S. cerevisiae oraz rzodkiewnika pospolitego (A. thaliana). Wykorzystane geny to drozdzowy enzym
DGAT (ScDGA1), katalizujacy ostatni etap syntezy TAG oraz gen kodujacy biatko oleozyne u A. thaliana
(AtOLEOS). Oleozyna, wraz kaleozyng i steroleozyna, stanowig gtdwne biatka zasocjowane z kroplami
ttuszczu w komorkach nasion roslin lagdowych i odgrywajg fundamentalng role w stabilizacji oraz fizjologii tych
organelli (Zienkiewicz i wsp. 2010, Chapman i wsp. 2012). Wymienione geny wprowadzano do komorek P.
tricornutum zarbwno osobno jak i w tandemie za pomocg strzelby genowej a nastepnie przeprowadzano
iloSciowg i jakosciowg analize¢ TAG w liniach transgenicznych, w odniesieniu do komérek typu dzikiego.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze indywidualna ekspresja ScDGA1 i AtOLEO3 w komoérkach P. tricornutum
prowadzi do wzrostu zawartosci TAG o, odpowiednio, 2.3 oraz 1.4 raza w poroéwnaniu do typu dzikiego. Z
kolei ko-ekspresji obu tych gendéw towarzyszyt wzrost zawartosci TAG o 3.6 raza oraz obecno$¢ bardziej
licznych i wiekszych kropel ttuszczu anizeli w komérkach kontrolnych lub transformowanych pojedynczymi

genami ScDGA1 i AtOLEOS. Przytoczone wyniki dotyczg hodowli P. tricornutum w optymalnych warunkach
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podczas gdy usuniecie azotu z medium hodowlanego powodowato dodatkowo dwukrotny wzrost zawartosci
TAG w liniach transgenicznych z ekspresjg obu opisywanych gendw. Co interesujgce, wzrost akumulacji TAG
w wyniku opisanej strategii nie objawiat sie zmianami jego kompozycji, zwtaszcza w kontekscie cennych
wielonienasyconych kwaséw tuszczowych o dlugosci taricucha weglowego dtuzszej niz 16 atomoéw.
Relatywnie niski poziom tych molekut w puli TAG po transformacji sugeruje, ze sg one preferencyjnie
kierowane do lipiddw btonowych anizeli do nowo syntetyzowanego TAG. Podobnie jak w przypadku N.
oceanica, takze u P. tricornutum zwigkszonej akumulacji TAG na skutek deprywacji azotu badz manipulaciji
genetycznych towarzyszyto obnizenie tempa wzrostu hodowli w porédwnaniu do komorek typu dzikiego

hodowanych w warunkach optymalnych.

Najwazniejsze osiagniecia prezentowanych badan

Przeprowadzone przeze mnie badania na modelowych mikroalgach o r6znym pochodzeniu ewolucyjnym i
biologii, przyczynity sie do nie tylko do wyjasnienia kilku kluczowych aspektéw metabolizmu lipidow u tych
organizmdw, ale rowniez zaowocowaty stworzeniem wydajnych strategii biotechnologicznych nakierowanych
na zwigkszenie biomasy lipidowej produkowanej przez glony jednokomérkowe o wysokim potencjale do
produkciji biopaliw.

W szczegblnosci wykazano, ze:

1) Mikroglony r6znig sie od komorek roslin wyzszych i zwierzat wyjatkowa plastycznoscig metabolizmu
lipidébw w odpowiedzi na czynniki srodowiskowe. O ile w optymalnych warunkach hodowli produkujg
one relatywnie mate ilosci TAG, aktywnie fotosyntetyzujg i dzielg sig, o tyle zmiana warunkow
Srodowiskowych na stresowe, objawia sie bardzo szybkg (liczong w godzinach) inicjacjg syntezy i
akumulacji TAG, degradacjg chloroplastu, zahamowaniem aktywnosci fotosyntetycznej oraz prawie
kompletnym zatrzymaniem podziatbw komérkowych. Co interesujgce, przywrdcenie optymalnych
warunkéw srodowiskowych inicjuje doktadnie odwrotne procesy, tj. bardzo szybka mobilizacje TAG
zmagazynowanych w kroplach tluszczu, odtworzenie chloroplastu oraz przywrdcenie regularnych
podziatbw komoérkowych. Opisana plastycznos¢ metaboliczna mikrogolonéw nie wystepuje u roslin
naczyniowych i zwierzat i stanowi zapewne czes¢ strategii pozwalajgcej glonom jednokomérkowym
przetrwanie niekorzystnych warunkow srodowiskowych. Jednoczesnie wtasciwosé ta jest podstawg
wykorzystania mikroalg jako surowca do produkciji biomasy lipidowe;j.

2) Podobnie jak w innych typach komoérek eukariotycznych, takze w komorkach mikroglonbw nowo
zsyntetyzowany TAG deponowany jest w cytoplazmatycznych kroplach ttuszczu. Pomimo faktu, iz
biatka zasocjowane z tymi organellami u mikroglonédw sg ewolucyjnie i molekularnie odmienne od

swoich odpowiednikdbw w komaorkach roslin naczyniowych czy zwierzat, funkcja tych molekut wydaje sie
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3)

4)

7)

by¢ silnie konserwowana w catym Swiecie zywym i polega zarbwno na stabilizowaniu kropel ttuszczu
jak i na molekularnej mediacji pomiedzy tymi organellami i Srodowiskiem komérkowym.

Rezerwuarem kwasow ttuszczowych niezbednych do syntezy TAG w komdrkach mikroglonéw sg btony
chloroplastowe, a wszelkie zaburzenia w przeptywie tych molekut pomiedzy btonami tylakoidéw i
szlakami syntezy TAG objawiajg sie zachwianiem homeostazy lipidowej komérki, obnizong akumulacjg
TAG oraz stresem komorkowym.

Genomy mikroglonéw kodujg bardzo liczne kopie genéw bezposrednio zwigzanych z syntezg TAG, jak
opisatem to na przyktadzie gendw kodujacych enzymy z rodziny DGAT. Jest to ewenement w Swiecie
zywym i bez watpienia odpowiada za wyjgtkowy potencjat tych organizméw do syntezy i akumulaciji
tluszczy. Przypuszcza sig, iz zwielokrotnienie kopii analizowanych gendéw moze by¢é wynikiem zawitej
ewolucji jednokomérkowych glondéw nalezacych infrakrolestwa Heterokonta, ktdéra wedtug najbardziej
aktualnej teorii polegata na, miedzy innymi, na wielokrotnych zjawiskach endosymbiozy pomiedzy
heterotroficznym pra-gospodarzem oraz zielonymi lub czerwonymi autotroficznymi algami.

Nie wszystkie z licznych genébw DGAT kodowane przez jeden genom podlegajg ekspresji i sg
jednakowo zaangazowane w synteze TAG w komorkach glonéw jednokomérkowych w odpowiedzi na
ten sam czynnik stresowy (np. deprywacja azotu w medium). Fakt ten wskazuje, iz pewne geny DGAT
moga by¢ aktywowane w odpowiedzi na specyficzny rodzaj stresu lub tez katalizowac synteze TAG w
warunkach innych niz stresowe. Funkcjonalna specjalizacja genéw DGAT w komérkach mikroglonéw
widoczna jest nie tylko na poziomie ich ekspresiji, ale takze na poziomie ich specyficznosci substratowej
oraz odmiennej lokalizacji w obrebie domen retikulum endoplazmatycznego.

Dzieki wykorzystaniu metod biotechnologicznych, takich jak transformacja i nadekspresja specyficznych
gendéw, mozliwe jest zarobwno zwigkszenie poziomu (np. geny kodujgce DGAT) jak i kompozycji (np.
geny kodujgce FAD) TAG w komérkach mikroglondw, bez koniecznosci wystawiania hodowli na stres.
Co wiecej, ta sama strategia pozwala na wykorzystanie genbw DGAT z komérek mikroalg do
zwigkszenia akumulacji TAG w innych typach komérek, takich jak drozdze czy komorki nasion oraz lidci
ro$lin ladowych.

Odwrotna wersja powyzszej strategii, polegajaca na wprowadzaniu obcych (j. np. roslinnych lub
drozdzowych) genéw do komoérek mikroglonéw rowniez okazata sie skuteczna pod wzgledem
biotechnologicznym. W przypadku modelowej okrzemki P. tricornutum, jednoczesna ekspresja genu
kodujgcego drozdzowy enzym DGAT (ScDGA1) oraz roslinne biatko strukturalne zasocjowane z ciatami
olejowymi — oleozyne (AtOLEOS), pozwolita na uzyskanie linii transgenicznych o zwiekszonej
zawartosci TAG, ktory deponowany byt w bardziej stabilnych fizjologicznie kroplach t#tuszczu, zaréwno

w optymalnych jak i stresowych warunkach hodowli.
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Mozliwe zastosowania praktyczne uzyskanych wynikéw

Poza znaczeniem poznawczym, moje badania majg takze duze znaczenie dla rozwoju nowych metod

inzynierii genetycznej mikroglon6w oraz mogg stuzyc¢ jako cenne zrédto informaciji dla sektora przemystowego

nakierowanego na produkcje biomasy lipidowej zaréwno z mikroglondw jak i roslin oleistych, poniewaz:

1)

Po raz pierwszy zidentyfikowatem bowiem enzym DGAT (NoDGTT5) kodowany przez genom N.
oceanica, ktéry okazat sie by¢ doskonatym narzedziem molekularnym do zwiekszanie zawartosci TAG
nie tylko w komérkach tego mikroglonu ale takze w nasionach i tkankach zielonych roslin kwitngcych.
Ten ostatni aspekt jest szczegdlnie istotny, gdyz umozliwitby zwiekszenie produkcji biomasy lipidowe;j
takze z tkanek wegetatywnych roslin gospodarczych a nie z ich nasion. Osiggnigcie tego celu
zminimalizowatoby konieczno$¢ wyboru pomiedzy produkcjg nasion z przeznaczeniem na biopaliwa
a zywnoscig dla zwierzat i cztowieka. Jest to tym bardziej istotne, gdyz niekorzystne zjawiska
ekologiczno-gospodarcze ostatnich lat, takie jak wzrost CO. w atmosferze, wyczerpywanie si¢
zasobéw paliw kopalnych, negatywne zmiany klimatyczne i zwigzana z nimi redukcja areatu
uprawnego oraz znaczny wzrost globalnej populacji cztowieka, co raz czesciej wymuszajg
koniecznos¢ takiego wyboru.

Optymalizacja transformaciji i ekspresiji docelowych genéw w komérkach mikroglonéw w ktorej bratem
udziat otwiera mozliwos¢ jednoczesnej ekspresji wielu gendéw przy uzyciu pojedynczego wektora i
stwarza nowe mozliwosci inzynierii genetycznej tych organizméw. Jak opisano to na przyktadzie N.
oceanica, akumulacja kilku genéw docelowych na jednym wektorze jest bardziej efektywng strategig
ko-ekspresji anizeli transformacja mieszaning kilku wektorow zawierajgcych pojedynczy gen. Opisany
system pozawala nie tylko na mozliwos¢ manipulaciji kilku szlakbw metabolicznych jednoczesnie, ale
takze na lepszg kontrole procesu transformaciji i ekspresji transgendéw. Opisany system jest obecnie
testowany w celu optymalizacji edycji genomu glonéw jednokomérkowych przy uzyciu technologii
CRISPR/Cas9.

Poza biotechnologicznymi strategiami modyfikacji zawartosci TAG w komérkach mikroalg, wyniki
przedstawione w ramach niniejszego osiggniecia wskazujg takze na metode bio-flokulacji dwdch
oleistych organizméw - grzyba (M. elongata) oraz mikroalgi (N. oceanica), jako naturalng alternatywe
dla zwiekszania zawarto$ci TAG u obu partneréw takiej hodowli. Opisana strategia stanowi pierwszy
krok na drodze do komercjalizacji metod pozyskiwania biopaliw oraz biomasy z grzybowo-glonowych

agregatow na skale przemystowa.
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5. Oméwienie pozostatych osiggnieé naukowo-badawczych

a) Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Podczas realizacji zarbwno pracy magisterskiej jak i doktorskiej moja praca naukowo-badawcza
koncentrowata sie wokot molekularnych, cytologicznych oraz fizjologicznych podstaw procesu rozmnazania
ptciowego roslin wyzszych, ze szczegblnym uwzglednieniem przestrzenno-funkcjonalnej organizacji ekspresiji
gendéw w roéznicujgcych sie komérkach ziarna pytku.

Ziarno pytku jest meskim gametofitem i stanowi generatywng faze w cyklu zyciowym roslin wyzszych.
Na jego rozw0j sktadajg sie dwa procesy: mikrosporogeneza oraz mikrogametogeneza. Mikrosporogeneza
obejmuje mejoze zachodzgca w komérkach macierzystych mikrospor (mikrosporocytach), w wyniku ktorej
powstaje tetrada haploidalnych mikrospor. Po uwolnieniu z tetrady, mikrospory rdznicujg sie nastepnie w
ziarna pytku. Mikrospora jest jednym z najbardziej aktywnych metabolicznie stadiéw rozwoju generatywnego
rodlin wyzszych. Aktywno$c¢ ta obejmuje takze intensywna synteze i sktadanie nowopowstajgcych molekut
mRNA, ktére stuzg jako matryce do syntezy licznych biatek zaangazowanych w ro6znorodne procesy
metaboliczne. Wysoki poziom aktywnos$ci transkrypcyjnej oraz dojrzewania nowopowstatych transkryptow
bezposrednio przektada sie na przestrzenno-funkcjonalng organizacje jadra komérkowego mikrospory, przez
co stanowi ona dogodny model do badan organizacji ekspresji gendbw na poziomie komérkowym.

We wszystkich komérkach eukariotycznych gtdbwne etapy ekspresji genébw zachodzgce na terenie
jadra komorowego to transkrypcja oraz dojrzewanie pierwotnego transkryptu. Wynikiem aktywnoSci
kompleksu polimerazy Il RNA jest pierwotny transkrypt (pre-mRNA), ktory podlega przeksztatceniu w dojrzata
czasteczke mRNA podczas procesu dojrzewania. Proces dojrzewania pre-mRNA (tzw. splicingu) zachodzi w
duzych kompleksach rybonukleoproteinowych okreslanych mianem spliceosoméw. Gtéwne elementy
spliceosomu to mate jagdrowe rybonukcleoproteiny (SnRNPs) oraz liczne biatkowe czynniki splicingowe. Kazda
molekuta snRNP wchodzgca w sktad spliceosomu skalda sie z krétkiego taricucha matych jgdrowych RNA
(snRNA) i kompleksu biatek Sm, ktdry stabilnie wigze sie do czasteczki snRNA podczas biogenezy
slicingowych snRNP (Stanék 2017).

W r6znych typach komorek eukariotycznych wykazano, iz molekuty bezposrednio zaangazowane w
proces syntezy i dojrzewania mRNA nie sg przypadkowo rozmieszczone na terenie jadra komérkowego, lecz
rezydujg w okreslonych jego rejonach, okreslanych mianem tzw. domen jgdrowych. Cechg charakterystyczng
domen jadrowych jest ich funkcjonalna specjalizacja, obejmujaca m.in. specyficzng lokalizacje molekut
zaangazowanych w okreslone etapy ekspresji genéw. Istotnie, zarébwno polimeraza RNA Il jak i mate jgdrowe
RNA (snRNA) okazaty sie zajmowaé okreslone miejsca w jadrze komdrkowym komorek zwierzecych,

sugerujac specjalizacje funkcjonalng poszczegdélnych obszardéw jadra komdrkowego (Spector 2001).
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W trakcie realizacji pracy magisterskiej pod kierunkiem prof. dr hab. Alicji Gorskiej-Brylass
prowadzitem badania nad lokalizacjg biatek Sm, w jadrze mikrospory modrzewia Larix decidua Mill. Wysoka
aktywno$¢ metaboliczna tych komérek oraz dobrze poznana ultrastruktura jgdra komorkowego sprawia, ze
sg one bardzo dogodnym modelem w badaniach przestrzenno-funkcjonalnej organizacji ekspresji genéw.
Gtébwnym celem mojej pracy magisterskiej byto zbadanie lokalizacji biatek Sm w réznicujgcej sie mikrosporze
modrzewia przy zastosowaniu technik immunocytochemicznych na poziomie laserowego mikroskopu
konfokalnego oraz transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Podczas realizacji niniejszej pracy
opanowatem techniki immunofluorescencyjne oraz immunoztotowe, ponadto nabytem umiejetno$¢ obstugi
laserowego mikroskopu konfokalnego oraz transmisyjnego mikroskopu elektronowego. W aspekcie
poznawczym, przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze biatka Sm w jadrze mikrospory modrzewia
zlokalizowane sg w sposoOb nieprzypadkowy i oprocz okreslonych obszaréw nukleoplazmy, akumulujg sie
takze w ciatach jadrowych typu kiebuszkowatego (tzw. ciatach Cajala). Ponadto wykazatem, ze liczba i
rozmiar tych struktur jest pozytywnie skorelowana z aktywnoscig transkrypcyjng jadra mikrospory. Uzyskane
przeze mnie wyniki wskazujg, ze w jadrze mikrospory modrzewia, podobnie jak w jgdrach kombrek
zwierzecych, molekuty zaangazowane w dojrzewanie pre-mRNA zlokalizowane sg w okreslonych domenach
jadra komoérkowego i ze lokalizacja ta zmienia sie w zaleznoéci od nasilenia proceséw transkrypcji oraz
dojrzewania pre-mRNA.

Od 20083 roku, juz jako asystent w Zaktadzie Biologii Komorki UMK w Toruniu, kontynuowatem moje badania
nad przestrzenno-funkcjonalng organizacjg ekspresji genédw w komorkach gametofitu roslin wyzszych.
Poniewaz w literaturze naukowej nie odnalaztem praktycznie zadnych doniesien na temat komdrkowej
organizacji molekut zaangazowanych w dojrzewanie pre-mRBNA w ziarnach pytkowych roslin
okrytonasiennych, celem mojej rozprawy doktorskiej realizowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Elzbiety
Bednarskiej-Kozakiewicz, byto zbadanie organizacji systemu slipingowego w réznicujgcym sie i kietkujgcym
ziarnie pytkowym hiacynta (Hyacinthus orientalis L). Komorki pytkowe roslin okrytonasiennych r6znig si¢ pod
wzgledem morfologicznym i fizjologicznym. Duza komoérka wegetatywna, ktora zajmuje wiekszos¢ objetosci
ziarna pytku, jest przez caty okres jego rozwoju zdecydowanie bardziej aktywna transkrypcyjnie anizeli mata
komorka generatywna. Ta ostania da poczgtek komdrkom plemnikowym w wyniku |l podziatu mitotycznego,
ktéry moze miejsce w ostatniej fazie rozwoju ziarna pytkowego w pylniku (u roslin z tzw. trojkomorkowymi
ziarnami pytkowymi) lub dopiero podczas wzrostu tagiewki pytkowej (w przypadku roslin z tzw.
dwukomérkowymi ziarnami pytku). Przed uwolnieniem dojrzatych ziaren pytku z pylnikbw nastepuje ich
odwodnienie, ktéremu towarzyszy hamowanie aktywnosci transkrypcyjnej komorek pytkowych. W
odpowiednich warunkach fizjologicznych ziarno pytkowe kietkuje a wyrastajaca z apertury tagiewka pytkowa
jest najszybciej rosnacg komorkg roslinng, ktéra stuzy do przeniesienia meskich gamet do woreczka

zalgzkowego. Wymienione cechy czynig zatem ziarno pytkowe roslin okrytonasiennych idealnym modelem
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do badan przestrzenno-funkcjonalnej organizacji ekspresji genéw, gdyz w jednej strukturze biologicznej
istnieje mozliwo$¢ obserwacji docelowo trzech, r6znych strukturalnie i biologicznie, typéw jader komorkowych:
wegetatywnego, generatywnego oraz plemnikowego.

Aby poznac dystrybucje elementéw maszynerii splicingowej na tle aktywnosci transkrypcyjnej i poziomu
dojrzatego mRNA w komérkach ziarna pytkowego oraz tagiewki pytkowej hiacynta badatem: 1) ogdlng
aktywno$c¢ transkrypcyjng réznicujacych sie komoérek pytkowych, 2) lokalizacje i poziom poli(A) RNA, 3)
wewnatrzkomérkowg dystrybucje molekut zaangazowanych w proces sktadania pre-mRNA, w tym snRNA,
biatek Sm oraz biatkowego czynnika splicingowego SC35. W powyzszych badaniach wykorzystatem metody
immunofluorescencyjne, immunoziotowe oraz hybrydyzaciji in situ. Moje bania wykazaty, ze funkcjonujgcy w
komorkach rb6znicujgcego sie ziarna pytkowego i rosngcej fagiewki pytkowej hiacynta system splicingowy
wykazuje zarbwno cechy wspdlne z innymi komorkami eukariotycznymi, jak i posiada cechy specyficzne tylko
dla tych komoérek. Wyniki moich badann wykazaty bowiem, ze: 1) podobnie jak w innych komorkach
eukariotycznych, organizacja systemu splicingowego w ziarnie pytkowym, odzwierciedla zréznicowanie
aktywnos$ci transkrypcyjnej i zawartosci poli(A) RNA w siostrzanych komorkach pytkowych, 2) cechg
specyficzng komérek dojrzewajgcego ziarna pytkowego Hyacinthus orientalis jest to, iz funkcjonujacy w ich
jadrach system splicingowy uczestniczy w dojrzewaniu ,dlugowiecznego” mRNA, ktéry w duzej ilosci
magazynowany jest w cytoplazmie komorki wegetatywnej oraz w zdecydowanie nizszej - w cytoplazmie
komorki generatywnej dojrzatego ziarna pytkowego, 3) w komoérkach pytkowych Hyacinthus orientalis, w
ktérych dochodzi do fizjologicznego zahamowania transkrypcji (dojrzate ziarno pytku), po ktérym nastgpi
wznowienie syntezy RNA (wzrost tagiewki), elementy systemu splicingowgo pozostajg na terenie jader, gdzie
zlokalizowane sg w skupieniach, 4) podczas wzrostu tagiewki pytkowej, pomimo wystepowania w cytoplazmie
obydwu komérek pytkowych ,dtugowiecznego” poli(A) RNA, zarbwno jgdro wegetatywne jak i jadro komorki
generatywnej wznawiajg transkrypcje czemu towarzyszy ponowna redystrybucja elementéw systemu
splicingowego z formy skupiskowej na dyfuzyjna.

Kontynuacja moich badan nad dystrybucjg elementéw systemu splicingowego podczas pézniejszych
etapOw wzrostu tagiewki pytkowej Hyacinthus orientalis pozwolita ustali¢, ze: 1) ich organizacja w jadrze
wegetatywnym i jgdrze komorki generatywnej jest odmienna, co zapewne odzwierciedla rozny los oraz
odmienng funkcje biologiczng tagiewki i komorki generatywnej, 2) w skazanym na degeneracje jgdrze
wegetatywnym elementy systemu splicingowego pozostajg na jego terenie do okresu, w ktérym w warunkach
in vivo tagiewki penetrujg zalgznie, co sugeruje ze ich eliminacja z nieaktywnego juz transkrypcyjnie jadra
wegetatywnego prawdopodobnie zachodzi dopiero podczaszego jego lizy, po uwolnieniu zawarto$ci tagiewki
w woreczku zalgzkowym, 3) w komorce generatywnej, jeszcze przed jej podziatem na komorki plemnikowe,

nastepuje eliminacja molekut systemu splicingowego z jgdra, co wskazuje ze nie sg one przekazywane
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komérkom plemnikowym oraz, ze do zygoty nie sg przekazywane ojcowskie elementy systemu
splicingowego.

Opisane powyzej wyniki stanowig pierwsza kompleksowa analize przestrzenno-funckjonalnej organizaciji
ekspresji genbw w komoérkach meskiego gametofitu roslin okrytonasiennych podczas ich dojrzewania oraz
fazy progamicznej. Istote moich badar dodatkowo potwierdza fakt, iz zostaty one opublikowane w formie 5
oryginalnych prac badawczych w czasopismach o zasieggu miedzynarodowym, pod patronatem takich
renomowanych wydawnictw naukowych jak Springer-Verlag oraz Oxford University Press. Publikacja jednej
z tych prac miata miejsce przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych (2007), natomiast cztery
pozostate ukazaty sie po obronie mojej pracy doktorskiej, w nastepujgcej kolejnosci:

e Zienkiewicz K, Smolinski DJ, Bednarska E. (2006). Distribution of poly(A) RNA and splicing
machinery elements in mature Hyacinthus orientalis L. pollen grains and pollen tubes growing in vitro.
Protoplasma 227: 95-1083.

e Zienkiewicz K, Zienkiewicz A, Smolinski DJ, Swidzinski M, Bednarska E. (2008). Intracellular
organization of the pre-mRNA splicing machinery during Hyacinthus orientalis L. pollen development.
Sexual Plant Reproduction 21: 217-231.

e Zienkiewicz K, Zienkiewicz A, Smolinski DJ, Rafiiska K, Swidzinski M, Bednarska E. (2008).
Transcriptional state and distribution of poly(A) RNA and RNA polymerase |l in differentiating
Hyacinthus orientalis L. pollen grains. Sexual Plant Reproduction 21: 233-245.

e Zienkiewicz K, Zienkiewicz A, Rodriguez-Garcia MI, Smolinski DJ, Swidziriski M, Bednarska E.
(2008). Transcriptional activity and distribution of splicing machinery elements during Hyacinthus
orientalis L. pollen tube growth. Protoplasma 233: 129-139.

e Zienkiewicz K, Suwinska A, Niedojadto K, Zienkiewicz A, Bednarska E. (2011). Nuclear activity of
sperm cells during Hyacinthus orientalis L. in vitro pollen tube growth. Journal of Experimental Botany
62: 1255-1269.

Przedstawione powyzej badania prowadzone w ramach realizacji mojej pracy doktorskiej sfinansowane
zostaty z pieciu nastepujacych projektow badawczych:

e 2003; Grant UMK w Toruniu (nr 643B) pt. ,Organizacja systemu splicingowego w réznicujgcym sie
ziarnie pytkowym Hyacinthus orientalis L.”. MOj udziat w grancie — kierownik.

e 2005; Grant UMK w Toruniu (nr 345B) pt. ,,Dystrybucja i poziom plicingowych snRNP na tle aktywnosci
transkrypcyjnej roznicujgcych sie komérek pytkowych Hyacitnhus orientalis L.”. Méj udziat w grancie
— kierownik.

e 2006-2007; Grant promotorski Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (nr 2 P04C 051 30) pt.

~Wewnatrzkomérkowa lokalizacja elementow systemu splicingowego w rdznicujgcym sig ziarnie pytku

i rosngcej tagiewce pytkowej Hyacinthus orientalis L.”. MOj udziat w grancie — gtbwny wykonawca.
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e 2007-2010; Grant Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (nr N N303 290434) pt. ,Dynamika
transkrypciji i dystrybucja elementé4w maszynerii splcingowej podczas piciowego rozmnazania roslin
kwiatowych”. Méj udziat w grancie — wykonawca.

e 2008; Grant UMK w Toruniu (nr 365B) pt. ,Organizacja systemu splicingowego podczas formowania
komorek plemnikowych u roslin okrytonasiennych”. Méj udziat w grancie — kierownik.

Oprécz badan na meskiej linii generatywnej hiacynta, uczestniczytem réwniez w badaniach nad przestrzenno-
funkcjonalng organizacjg ekspresji gendw w komorkach zenskiej linii generatywnej tego gatunku. Méj udziat
polegat na optymalizacji metod wykrywania matych czgsteczkowych snRNA  metodami
immunofluorescencyjnymi w komoérkach woreczka zalagzkowego. Wyniki tych badar opublikowano po
uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora nauk biologicznych w publikaciji:

e Piecinski S, Smolinski DJ, Zienkiewicz K, Bednarska E. (2008). Changes in poly(A) and TMG snRNA
distribution in the embryo sac of Hyacinthus orientalis L. before and after fertilization. Sexual Plant
Reproduction 21: 247-257.

W latach 2003-2007 bytem réwniez zaangazowany w badania prowadzone w 6wczesnym Zaktadzie Fizjologii
Roslin (obecnie Katedrze Fizjologii Roslin i Biotechnologii) UMK w Toruniu pod kierunkiem prof. dr hab. Jana
Kopcewicza nad dwoma receptorami Swiatta niebieskiego — fototropiny 1 oraz ZTL u modelowej rosliny dnia
krétkiego Ipomoea nil. M6j udziat w tych badaniach polegat na detekcji biatka fototropiny 1 metodg
immunoztotowg na poziomie mikroskopu elektronowego w tkankach liScia Ipomoea nil oraz na optymalizaciji
detekcji transkryptu genu kodujgcego biatko InZTL za pomocg fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (FISH).
Wyniki prowadzonych badan ukazaty sie po obronie mojej pracy doktorskiej w nastepujgcych publikacjach:

e Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Kopcewicz J. (2008). Intracellular distribution of phototropin1 protein in
short day plant Ipomoea nil. Protoplasma 233: 141-147.

e Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Glazinska P, Wojciechowski W, Smoliriski DJ, Kopcewicz J. (2009).

Ipomoea nil ZTL: molecular and cytological characterization. Biologia Plantarum 53: 435-443.

b) Przebieg pracy naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Tuz po obronie mojej pracy doktorskiej w 2007 roku zostatem mianowany na stanowisko adiunkta w Zaktadzie
Biologii Komérki UMK w Toruniu. Jednakze w juz 2008 roku rozpoczgtem moj pierwszy zagraniczny staz
podoktorski w Estacion Experimental del Zadin (EEZ) nalezacej do Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC) w Granadzie (Hiszpania). CSIC jest najwiekszg publiczng instytucjg badawczg w Hiszpanii
i trzecig co do wielkosci w Europie. Gtownym celem tej instytucji jest rozwijanie i promowanie badan, ktore
majg na celu postep naukowy i technologiczny, a takze wspotpraca z podmiotami hiszpanskimi i

zagranicznymi w celu osiggnigcia tego celu. Kierownikiem grupy badawczej do ktérej dotgczytem byta prof.
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Maria Isabel Rodriguez-Garcia, a obecnie jej liderem jest dr Juan de Dios Alché. Tematyka badawcza tego
zespotu koncentruje sie na réznorodnych aspektach ptciowego rozmnazania oliwki (Olea europaea L.), ktéra
stanowi najwazniejszg gospodarczo rosling uprawng nie tylko w Hiszpanii, ale takze w catym basenie Morza
Srédziemnego. Gtownym modelem badawczym moich badarn w EEZ byty, podobnie jak poprzednio, ziarno
pytku i fagiewka pytkowa, jednakze przedmiot moich badan byt catkowicie odmienny i dotyczyt nastepujacych
zagadnien: 1) molekularna i funkcjonalna analiza biatka kaleozyny w réznicujacym sig i kietkujgcym pytku
oliwki, 2) charakterystyka elementdbw maszynerii zaangazowanej w mobilizacje lipidow zapasowych w
kietkujgcym ziarnie pytkowym oliwki oraz 3) rola lipidow zapasowych pytku w piciowym rozmnazaniu Olea
europaea L.

Jak wspomniano w pierwszej czesci niniejszego autoreferatu, lipidy neutralne (gtbwnie w formie TAG)
stanowig jedng z podstawowych form magazynowania energii i wegla w réznych organach i tkankach
roslinnych i na poziomie komérkowym magazynowe sg w organellach okreslanych mianem kropli ttuszczu,
ciat ttuszczowych lub olejowych (z ang. oil bodies). Zgodnie z obecnie przyjetym trendem w literaturze, termin
krople ttuszczu uzywany jest gtbwnie w odniesieniu do mikroorganizméw, natomiast termin ciata olejowe
stosowany jest najczesciej w przypadku roslin wyzszych oraz zwierzgt. W zwigzku z tym do opisu tych
organelli w dalszej czesci niniejszego uzywany bedzie termin ciata olejowe.

Badania, w ktorych bratem udziat pozwolity na identyfikacje kaleozyny o masie ok. 30 kDa, specyficznej
dla pytku. Przy uzyciu metod immunofluorescencyjnych oraz immunoziotowych wykazatem, ze docelowymi
miejscami jej depozycji jest nie tylko powierzchnia ciat olejowych, ale takze Sciana ziarna pytku, a doktadniej
ptaszcz pylku (z ang. pollen coat). Wykazatem ponadto, iz podczas rozwoju pytku biatko to pojawia sig
najpierw w tkance tapetum pylnikowego, tuz po uwolnieniu mikrospor z tetrady. W trakcie dalszego rozwoju,
kaleozyna uwalniana jest do komory pylnika a nastepnie lokalizuje na powierzchni rozwijajgcego si¢ pytku.
Jednoczesnie, wewnatrz ziaren pytku, poziom kaleozyny wzrasta gtbwnie w komérce wegetatywnej, a wzrost
ten jest pozytywnie skorelowany z liczbg ciat ttuszczowych w cytoplazmie i osigga maksimum tuz przed antezg
pylnika. W trakcie kietkowania ziarna pytkowego kaleozyne wykrytem z kolei: 1) na powierzchni ciat
ttuszczowych obecnych w cytoplazmie fagiewki, 2) w cytoplazmie strefy podwierzchotkowej fagiewki oraz 3)
w tonoplascie wakuoli formujacych sie u podstawy rosnacej tagiewki pytkowej. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
kaleozyna obecna w ciatach ttuszczowych pytku: 1) ma pochodzenie sporofitowe i gametofitowe oraz 2) moze
odgrywac istotna role w mobilizacji lipidow zapasowych, a takze w reorganizacji membran komérkowych
podczas kietkowania pytku w warunkach in vitro. Wyniki tych badan wchodzg w skfad nastepujacych
publikacji:

e Zienkiewicz K, Castro AJ, Alché JD, Zienkiewicz A, Suarez C, Rodriguez-Garcia MI. (2010).

Identification and localization of a caleosin in olive (Olea europaea L.) pollen during in vitro

germination. Journal of Experimental Botany 61: 1537-1546.
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e Zienkiewicz K, Zienkiewicz A, Rodriguez-Garcia MI, Castro AJ. (2011). Characterization of a caleosin
expressed during olive (Olea europaea L.) pollen ontogeny. BMC Plant Biology 11: 122.

Poza badaniami dotyczgcymi kaleozyny, bytem takze zaangazowany w dwa multidyscyplinarne projekty,
gdzie modelem badawczym takze byto kietkujgce ziarno pytkowe oliwki. Pierwszy z nich obejmowat
molekularng, biochemiczng i cytologiczng analize maszynerii zaangazowanej w mobilizacje lipidow
zapasowych podczas wzrostu tagiewki pytkowej w warunkach in vitro. Méj udziat w tym projekcie obejmowat
lokalizacje enzymu lipoksygenazy (LOX) w kietkujacym ziarnie pytkowym oliwki metodami
immunoflurescencyjnymi oraz immunoztotowymi. W ramach tych badan wykazano, ze: 1) ciata olejowe pytku
oliwki posiadajg na swojej powierzchni specyficzne aktywno$ci enzymatyczne, takie jak fosfolipaza, lipaza
oraz lipoksygenaza, 2) eliminacja egzogennych cukrow z pozywki nie wptywa znaczgco na kietkowanie pyiku,
aczkolwiek wyraznie intensyfikuje wymienione aktywnosci enzymatyczne i przyspiesza mobilizacje ciat
olejowych, 3) inhibitory aktywnosci fosfolipazowej, lipazowej i lipoksygenazowej znaczgco hamujg nie tylko
mobilizacje ciat ttuszczowych, ale takze kietkowanie pytku i wzrost tagiewki. Opisane wyniki jednoznacznie
wskazuja, ze lipidy zmagazynowane w ciatach olejowych sg wystarczajacym zrédtem energii i wegla dla
prawidtowego przebiegu kietkowania pytku, a endogenne lipazy i lipooksygenazy obecne na powierzchni ciat
olejowych sg bezposrednio zaangazowane w proces ich mobilizacji w rosngcej tagiewce pytkowej oliwki.
Wyniki te opublikowano w:

e Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Rejon JD, Rodriguez-Garcia MI, Castro AJ. (2013). New insights into
the early steps of oil body mobilization during pollen germination. Journal of Experimental Botany 64-:
293-302.

e Zienkiewicz A, Rején JD, Zienkiewicz K, Castro A, Rodriguez-Garcia MI. (2015). In gel detection of
lipase activity in crude plant extracts (Olea europaea L.). Bio-protocol 5: 8.

Drugi ze wspomnianych projektéw miat na celu charakterystyke kompozycji molekularnej $ciany komérkowej
kietkujgcego ziarna pytkowego i rosngcej tagiewki pytkowej u Olea europaea L. Do tego celu wykorzystano
roznorodne metody detekcji pektyn i biatek arabinogalaktanowych (AGP) na poziomie mikroskopu
konfokalnego i elektronowego oraz technike Western-blott. Méj udziat w tych badaniach obejmowat detekcje
pektyn estryfikowanych i de-estryfikowanych metodami immunoztotowymi. Wyniki uzyskane w ramach tego
projektu ujawnity kompleksowg dynamike zmian w poziomie i lokalizacji molekut $ciany komérkowej podczas
kietkowania ziarna pytkowego i pozwolity na sformutowanie nastepujgcych wnioskdéw: 1) synteza pektyn i AGP
ma miejsce de novo, z chwilg rozpoczecia kietkowania ziarna pytkowego i jest regulowana czasowo-
przestrzennie, 2) akumulacja galaktandw w strefie taczgcej ziarno pytku z podstawg tagiewki pytkowej
sugeruje ich role w mechanicznej stabilizacji tego regionu, 3) arabiniany i biatka AGP mogg byc¢ z kolei istotne
dla rozpoznania i adhezji tagiewki pytkowej w tkankach stupka podczas zapylenia i fazy progamicznej. Wyniki

te opisano w publikacji:
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e Castro AJ, Suarez C, Alché JD, Zienkiewicz K, Zienkiewicz A, Rodriguez-Garcia MI. (2013).
Electrophoretic profiling and immunocytochemical detection of pectins and arabinogalactan proteins
in the olive pollen during germination and pollen tube growth. Annals of Botany 112: 503-13.
Stupek oliwki byt drugim, po ziarnie pytkowym, modelem w moich badaniach w ramach stazu podoktorskiego
w EEZ. W 2011 z powodzeniem wprowadzitem nowg metode makroskopowego wykrywania jonbw wapnia w
tym organie, ktéra moze by¢ z tatwoscig stosowana w badaniach na innych roslinach. Jony wapnia odgrywajg
kluczowg role w interakcjach pytek-stupek podczas fazy progamicznej (Dumas i Gaude 2006), jednakze
wiedza na temat catoSciowej dynamiki tych jonédw na poziomie catego organu jakim jest stupek jest
stosunkowo niewielka. Wykazatem, ze wprowadzajac fluorescencyjny marker jonébw wapniowych Fluo-3 AM
bezposrednio do wigzek przewodzacych rosliny mozna wykry¢ obecnos¢ a takze ocenic stezenie puli jondw
wapniowych na poziomie catego narzgdu przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego lub stereoskopowego
wyposazonego w lampe fluorescencyjna, co opisano w pracy:
e Zienkiewicz K, Rejon JD, Suéarez C, Castro AJ, de Dios Alché J, Rodriguez Garcia MI. (2011). Whole-
organ analysis of calcium behaviour in the developing pistil of olive (Olea europaea L.) as a tool for
the determination of key events in sexual plant reproduction. BMC Plant Biology 11: 150.
Jednoczesnie uczestniczytem rowniez w badaniach sktadu $ciany komérkowej w stupku oliwki w odpowiedzi
na zapylenie. Przy uzyciu zestawu przeciwciat rozpoznajgcych rézne typy pektyn i biatek AGP wykazano
istotne zmiany w poziomie, sktadzie i lokalizacji tych molekut w stupku w odpowiedzi na interakcje z ziarnem
pytku oraz podczas fazy progamicznej. Méj udziat w tym projekcie obejmowat detekcje pektyn metodami
immunoztotowymi na poziomie mikroskopu elektronowego. Do najwazniejszych wynikéw, ktore opublikowano
w:
e Suarez C, Zienkiewicz A, Castro AJ, Zienkiewicz K, Majewska-Sawka A, Rodriguez-Garcia Ml.
(2012). Cellular localization and expression pattern of pectins and arabinogalactan proteins in olive
(Olea europaea L.) pistil tissues during development: implications for pollen-pistil interaction. Planta
237: 305-319,
nalezg: 1) w odpowiedzi na zapylenie dochodzi do wzrostu poziomu kwasnych pektyn estryfikowanych jak i
de-estryfikowanych pektyn bogatych w arabinoze oraz biatek AGP, 2) po zapyleniu, poziom wszystkich
badanych molekut sukcesywnie malat, 3) biatka AGP oraz pektyny neutralne zawierajace w swoim skfadzie
arabinoze lokalizujg przede wszystkim w komorkach znamienia oraz eksudacie wydzielanym przez jego
komérki na powierzchnie znamienia, co sugeruje ich istotng role w interakcji pytek-stupek podczas zapylenia,
4) pektyny neutralne oraz zawierajgce w swoim sktadzie galaktoze obecne byty z kolei gtbwnie w korowych
tkankach stupka, co moze wskazywac na ich udziat w interakcji pomiedzy tkankami stupka i rosngcg tagiewka

pytkowa.
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W 2012 roku zostatem wigczony jako wykonawca w (umieszczony w spisie ponizej) duzy projekt finansowany
przez Autonomiczny Rzad Andaluzji, ktéry miat na celu identyfikacje i charakterystyke biatek w eksudacie
wydzielanym przez znamie stupka dwoéch modelowych gatunkéw — oliwki (O. europaea L.) oraz lilii (Lilium
longiflorum L.). Badania te miaty na celu poszerzenie wiedzy na temat molekularnych aspektow fizjologii
znamienia u dwéch réznych gatunkdéw roslin posiadajgcych znamie typu mokrego (wydzielajace eksudat),
zwlaszcza w kontekscie interakcji pytek-stupek podczas procesu zapylenia. Analizujgc metodami
proteomicznymi skfad biatkowy eksudatu pochodzgcego ze znamienia lilii i oliwki zidentyfikowano
odpowiednio, 51 oraz 57 biatek. M0Oj udziat w tych badaniach obejmowat ich klasyfikacje funkcjonalng
metodami bioinformatycznymi. Charakterystyka molekularna i funkcjonalna zidentyfikowanych biatek
wykazata, ze eksudat wydzielany przez znamie stupka obu gatunkéw jest Srodowiskiem aktywnym
metabolicznie ze znaczng przewagag procesdéw katabolicznych. Profil ten potwierdza obecnos¢ bogatej
maszynerii enzymatycznej zaangazowanej w degradacje polisacharydéw i ttuszczy obecnych na znamieniu
do produktow, kitdre bedg inkorporowane do kietkujgcego na znamieniu ziarna pytkowego oraz w degradacje
komponentow $ciany samego pytku celem umozliwienia wzrostu tagiewki pytkowej. Wyniki tych badan
opisano w dwoch publikacjach:
¢ Rejon JD, Delalande F, Schaeffer-Reiss C, Carapito C, Zienkiewicz K, de Dios Alché J, Rodriguez-
Garcia MI, Van Dorsselaer A, Castro AJ. (2013). Proteomics profiling reveals novel proteins and
functions of the plant stigma exudate. Journal of Experimental Botany 64: 5695-5705.
e Rejon JD, Delalande F, Schaeffer-Reiss C, Carapito C, Zienkiewicz K, de Dios Alché J, Isabel
Rodriguez-Garcia M, Van Dorsselaer A, Castro AJ. (2014). The plant stigma exudate: A biochemically
active extracellular environment for pollen germination? Plant Signaling and Behaviour 1: 9(2).
Poza charakterem poznawczym, moje badania w ramach stazu podoktorskiego w EEZ, obejmowaty takze
rozwéj nowych molekularnych metod diagnostyki alergii na pytek oliwki. Schorzenie to jest jednym z
najbardziej rozpowszechnionych typéw uczulenia sezonowego w regionach Morza Srédziemnego o wysokiej
koncentracji drzew oliwki. Na poziomie molekularnym zidentyfikowano jak dotgd 12 alergendéw biatkowych
pytku oliwki, z nomenklaturg Ole e1 - Ole e12 (Villalba i wsp. 2014), jednakze ich wysoka réznorodnosc¢
molekularna jak i brak specyficznych metod diagnostycznych nie pozwalata na identyfikacje konkretnego
alergenu odpowiedzianego za reakcje immunologiczng pacjentéw. Badania, w ktérych bratem udziat, miaty
na celu 1) standaryzacje ekstraktow biatkowych z pytku oliwki celem ich wykorzystania do diagnostyki
molekularnej alergii oraz 2) opracowanie kompleksowej metody detekcji interakcji pomigedzy biatkami
obecnymi w serum pacjentow z symptomami alergii a pytkowymi alergenami obecnymi we wspomnianych
ekstraktach. Dane uzyskane podczas realizacji obu tych celéw byty z kolei wykorzystywane w opracowywaniu
metod indywidualnej (celowanej) terapii antyalergicznej wzgledem konkretnego antygenu, zaleznie od

wynikow reakcji alergen-serum u danego pacjenta. Do realizacji pierwszego celu wykorzystano
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zautomatyzowany system elektroforezy kapliarnej (CE) w tzw. mikrochipach (z ang. chip capillary
electrophoresis), ktéry pozwolit na precyzyjng detekcje specyficznych antygendw, zarédwno w ekstraktach
referencyjnych jak i ekstraktach biatkowych izolowanych z pytku oliwki. W ramach tego projektu
uczestniczytem w optymalizacji metod detekcji i analizy alergenu Ole e1 w ekstraktach biatkowych pytku
oliwki. Z kolei w realizacji drugiego celu wykorzystatem technike elektroforezy dwuwymiarowej (z ang. 2D-
electrophoresis, 2-DE) skombinowanej z technikg Western-blott o wysokiej rozdzielczosci. W odrdznieniu od
techniki Western-blott zastosowanej po jednowymiarowym rozdziale biatek i detekcji biatka gtownie na
podstawie jego masy molekularnej, technika 2-DE pozwala na wykrycie ewentualnych izoform danego biatka,
ktdre rozdzielajg sie takze w zaleznosci od charakterystycznego dla siebie punktu izoelektrycznego (IEF). M¢j
udziat polegat na opracowaniu metody jednoczesnej detekciji kilku alergenéw oraz wszystkich ich izoform na
jednej membranie (tzw. fluorescencyjny Western-blott typu multipleks). Cel ten udato sie osiggng¢ a
opracowana przeze mnie metoda: 1) pozawala na uzycie mniejszej, w poréwnaniu z indywidualng detekcja,
iloéci materiatu biologicznego do badan, 2) skraca czas diagnostyki oraz 3) umozliwia oceng intensywnosci
reakcji alergen-serum wzgledem konkretnej izoformy alergenu, co pozwala z kolei na bardziej celowang
terapie antyalergiczng. Wyniki tych badar opublikowano w postaci rozdziatu w monografii oraz dwoch prac
eksperymentalnych w nastepujacej kolejnosci:

e Zienkiewicz K, Garcia-Quirés E, Alché J, Rodriguez-Garcia MI, Castro A. (2012). Detection and
quantitation of olive pollen allergen isoforms using 2-D Western blotting. W: Jimenez-Lopez JC.
Current Insights in Pollen Allergens. InTech Open, Rijeka. Chroatia, str.41-56, ISBN: 980-953-307-
461-5.

e Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Florido F, Marco FM, Romero PJ, Castro AJ, Alché JD. (2014). Chip-
based capillary electrophoresis profiling of olive pollen extracts used for allergy diagnosis and
immunotherapy. Electrophoresis 35:2681-2685.

e Zienkiewicz K, Alché JD, Zienkiewicz A, Tormo A, Castro AJ. (2015). Identification of olive pollen
allergens using a fluorescence-based 2D multiplex method. Electrophoresis 36: 1043-1050.

Poza badaniami struktur rozrodczych oliwki, uczestniczytem takze w badaniach proceséw zwigzanych z
metabolizmem substancji zapasowych w rozwijajgcym sie oraz kietkujgcym nasieniu tego gatunku. Moja rola
w tych badaniach dotyczyta analizy ultrastrukturalnej komoérek bielma i zarodka podczas tych procesow a
takze lokalizacji wybranych molekut zaangazowanych w metabolizm ttuszczy. Badania te wykazaty, ze: 1)
zarbéwno ttuszcze jak i biatka sg syntetyzowane i akumulowane w komérkach bielma i zarodka rozwijajagcego
sie nasienia, 2) procesowi kietkowania nasienia towarzyszy mobilizacja zmagazynowanych ttuszczy oraz
biatek, 3) lipaza, lipooksygenaza oraz fosfolipaza A sa gtdwnymi enzymami odpowiedzialnymi za degradacje
ttuszczy zapasowych zmagazynowanych w ciatach olejowych komorek lidcieni oraz 4) ciata biatkowe obecne

w komérkach nasienia oliwki sg organellami wielofunkcyjnymi, gdyz opr6cz magazynowania biatek
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zapasowych przechowujg réwniez enzymy odpowiedzialne za degradacje ttuszczy. Wyniki tych badan

opublikowano w nastepujgcych artykutach:

Jimenez-Lopez JC, Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Alche JD, Rodriguez-Garcia MI. (2016).
Biogenesis of protein bodies during legumin accumulation in developing olive (Olea europaeal..) seed.
Protoplasma 253: 517-530.

Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Rejon JD, Alché JD, Castro AJ, Rodriguez-Garcia MI. (2014). Olive
seed protein bodies store degrading enzymes involved in mobilization of oil bodies. Journal of
Experimental Botany 65: 103-115.

Zienkiewicz A, Jiménez-Lépez JC, Zienkiewicz K, Alché JD, Rodriguez-Garcia MI. (2011).
Development of the cotyledon cells during olive (Olea europaea L.) in vitro seed germination and

seedling growth. Protoplasma 248: 751-765.

Podczas mojego blisko 6-cio letniego pobytu w EEZ, moje zatrudnienie oraz badania byty finansowane z

nastepujacych projektow badawczych/programoéw stypendialnych:

Zatrudnienie:

2008-2009; Dwuletni kontrakt podoktorski z grantu Andaluzyjskiego Rzadu Autonomicznego
(Hiszpania) (nr P06-AGR-01791) pt. ,Cellular and molecular bases of pollen behaviour and interaction
with the pistil in the olive (Olea europaea L.)”. Kierownik: Maria Isabel Rodriguez-Garcia. Moj udziat w
grancie — wykonawca.

2010-2012; Trzyletni kontrakt podoktorski zdobyty w ramach programu konkursowego JAE Doc dla
doktoréw ze wszystkich dziedzin naukowych w Hiszpanii i finansowany przez Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC).

2013-2014; Dwuletni kontrakt podoktorski z grantu Andaluzyjskiego Rzgadu Autonomicznego
(Hiszpania) (nr CVI-5767) pt. ,Indetification and characterization of proteins implicated in pollen-pistil
recognition in olive (Olea europaea L.) by proteomic techniques.”. Kierownik: Antonio Jesus Castro

Lopez. Méj udziat w grancie — wykonawca.

Badania:

2007-2010; Grant Andaluzyjskiego Rzadu Autonomicznego (Hiszpania) (nr P06-AGR-01791) pt.
»Cellular and molecular bases of pollen behaviour and interaction with the pistil in the olive (Olea
europaea L.)”. Kierownik: Maria Isabel Rodriguez-Garcia. M6j udziat w grancie - wykonawca

2008-2011; Grant Hiszpanskiego Ministerstwa Nauki i Innowac;ji (nr AGL2008-00517/AGR) pt. ,,Study
of pectynolytic enzymes of olive (Olea europaea L.) and their implications in pollen germination and
pollen tube growth in the pistil”. Kierownik: Antonio Jesus Castro Lopez. M0j udziat w grancie —

wykonawca.
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e 2011-2014; Grant Andaluzyjskiego Rzgdu Autonomicznego (Hiszpania) (nr CVI-5767) pt.
sldentification and characterization of proteins implicated in pollen-pistil recognition in olive (Olea
europaea L.) by proteomic techniques.”. Kierownik: Antonio Jesus Castro Lopez. Méj udziat w grancie
— wykonawca.

e 2013-2014; Grant INTERCONNECTA wspétfinansowany przez Unie Europejskg i Hiszparskie
Ministerstwo Ekonomii i Konkurencyjnosci (nr 090201130026; nr OTT 20134342). ,Development of
new processes in the Andalusian olive oil pressing industry for the preparation of novel products of
high biological value with applications in human health (NUTRAOLEUM)". Méj udziat w grancie —
wykonawca.

e 2013-2014; Grant RECUPERA wspoffinansowany przez Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego
oraz Hiszpanskie Ministerstwo Ekonomii i Konkurencyjnosci (nr 20134R078). ,Optimization of
pollination, fruit set and fruit development in triploid watermelons". Méj udziat w grancie — wykonawca.

Podczas mojej pracy w EEZ, w latach 2013-2014 bytem takze zaangazowany w badania prowadzone we
wspoOtpracy z mojg macierzystg uczelnig UMK w Toruniu, a doktadniej z zespotem badawczym prof. dr hab.
Jana Kopcewicza. Koncentrowaty sie one na poznaniu mechanizméw formowania brodawek korzeniowych
oraz funkcjonowania strefy odcinania kwiatéw tubinu (Lupinus lueteus L.) na poziomie tkankowym i
komorkowym i stanowity czes¢ szeroko zakrojonych projektow badawczych nakierowanych na zwigkszenie
plonow tej rosliny stragczkowej o wyjatkowym potencjale agronomicznym dla Europy Srodkowej. Badania te
byty finansowane zaréwno z projektu Polskiego Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi (projekt 149/2011) oraz
konsorcjum eidA3-ceiA3 w ramach The International Agrifood Doctorate School w EEZ, CSIC w Granadzie
(Hiszpania). Méj udziat w tych badaniach polegat na analizie makro- (brodawki korzeniowe) oraz
mikroskopowej (strefa odcinania kwiatu) wymienionych struktur. Mikroskopowa analiza strefy odcinania
obejmowata zaréwno zmiany strukturalne zachodzace na poziomie tkankowym jak i dynamike lokalizacji
prekursora etylenu 1-karboksy-1-aminocyklopropanu (ACC) w tych tkankach podczas procesu odcinania
kwiatu tubinu. Wyniki tych badan opublikowano w trzech nastepujgcych pracach:

e Frankowski K, Wilmowicz E, Ku¢ko A, Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Kopcewicz J. (2015). Molecular
cloning of the BLADE-ON-PETIOLE gene and expression analyses during nodule development in
Lupinus luteus. Journal of Plant Physiology 179:35-39.

e Frankowski K, Wilmowicz E, Ku¢ko A, Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Kopcewicz J. (2015). Profiling
the BLADE-ON-PETIOLE gene expression in the abscission zone of generative organs in Lupinus
luteus. Acta Physiologia Plantarum 37: 220.

e Frankowski K, Ku¢ko A, Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Alché JD, Kopcewicz J, Wilmowicz E. (2017).
Ethylene-dependent effects on generative organ abscission of Lupinus luteus. Acta Societatis

Botanicorum Poloniae 86: 1-11.
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W 2014 opuscitem Hiszpanie, gdyz otrzymatem prestizowe 3-letnie Stypendium Marii Curie (oryg. Marie Curie
Outgoing Fellowship for Career Development) w ramach programu ,Marie Curie Actions (obecnie Marie
Sktodowska-Curie Actions)” finansowanego przez Komisje Europejskg ze srodkéw 7 Programu Ramowego
Unii Europejskiej na realizacje projektu “AlgaeQilSynth -Towards improving biofuel production - Oil synthesis
and accumulation pathways in promising oleaginous microalgae” (Grant Europejskiej Agencji Wykonawczej
ds. Badann Naukowych (REA) przy Komisji Europejskiej nr 627266)*. Projekt, ktérego bytem gtdbwnym
koordynatorem, realizowany byt w dwéch fazach: 1) wyjazdowej - poza obszarem Unii Europejskiej (2014-
2016) na Uniwersytecie Stanowym Michigan (East Lansing, USA) w grupie badawczej prof. Christopha
Benninga oraz 2) powrotnej - na obszarze Unii Europejskiej (2016-2017) na Uniwersytecie w Getyndze
(Niemcy) w grupie badawczej prof. lvo Feussnera. Projekt ten miat na celu identyfikacje i charakterystyke
funkcjonalng kluczowych gendéw zaangazowanych w synteze lipiddbw neutralnych u glonéw
jednokomérkowych o istotnym znaczeniu dla przemystu biopaliw. Zagadnienia badawcze zawarte w tym
projekcie stanowig gtdwng 0$ mojego osiggniecia habilitacyjnego i zostaty szczegétowo scharakteryzowane
w punkcie 4c niniejszego autoreferatu.
Méj pobyt na Uniwersytecie Stanowym Michigan (MSU) w Stanach Zjednoczonych, poza realizacjag projektu
AlgaeOQilSynth w grupie prof. Christopha Benninga nalezacej do MSU-DOE Plant Research Laboratory,
zaowocowat takze wspotpracg z innymi grupami badawczymi dziatajgcymi w tym instytucie. Wykorzystujgc
mojg wiedze i doswiadczenie z zakresu technik mikroskopii elektronowej zaproponowano mi udziat w
projektach realizowanych przez grupe dr Gregory’ego Bonito (Department of Plant Soil and Microbial
Sciences, Michigan State University, USA) oraz grupe prof. Federici Brandizzi (MSU-DOE Plant Research
Laboratory, Michigan State University, USA). W pierwszym z wymienionych projektéw analizowatem
obecnos$¢ endosymbiotycznych bakterii Mycoavidus cysteinexigens w strzgpkach grzybni Mortierella elongata
na poziomie ultrastrukturalnym (TEM), a caty projekt obejmowat kompleksowg analize¢ genomowg i
genofiltetyczng obu tych symbiotycznych organizmow. Efektem tej wspotpracy jest publikacja:
¢ Uehling J, Gryganskyi A, Hameed K, Tschaplinski T, Misztal P, Wu S, Desird A, Vande Pol N, Du Z-
Y, Zienkiewicz A, Zienkiewicz K, Morin E, Tisserant E, Splivallo R, Hainaut M, Henrissat B, Ohm R,
Yan J, Kuo A, Lipzen A, Nolan M, LaButti K, Barry K, Goldstein A, Labbé J, Schadt Ch, Tuskan G,
Grigoriev |, Dr. Martin F, Vilgalys R, Bonito G. (2017). Comparative genomics of Mortierella elongata
and its bacterial endosymbiont Mycoavidus cysteinexigens. Environmental Microbiology 19: 2964—
2983.
Z koeli moja wspdtpraca z grupg badawczg kierowang przez prof. Federice Brandizzi obejmowata

ultrastrukturalng analize aparatu Golgiego w roslinach A. thaliana typu dzikiego oraz u roslin z mutacjg genéw

4 Certyfikat imienny Europejskiej Agencji Wykonawczej ds. Badari o przyznaniu Stypendium dostepny razem z
zatgcznikiem nr 4.
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kodujgcych biatka zwigzane z funkcjonowaniem komérkowego systemu btonowego, a zwtaszcza retikulum
endoplazmatycznego. W pracy:
e Stefano G, Renna L, Wormsbaecher C, Gamble J, Zienkiewicz K, Brandizzi F. (2018). Plant
Endocytosis Requires the ER Membrane-Anchored Proteins VAP27-1 and VAP27-3. Cell Reports
23: 2299-2307,
wykazatem znaczace rdznice w ultrastrukturze aparatu Golgiego u mutantéw genu kodujgcego biatka VAP27,
bedacego komérkowym markerem miejsc kontaktu pomiedzy blong plazmatyczng i retikulum
endoplazmatycznym. Rdznice te dotyczytly przede wszystkim organizaciji strefy trans aparatu Golgiego, ktora
u mutantow charakteryzowata sie dtuzszymi i cienszymi cysternami anizeli u roslin linii rodzicielskiej.
Znacznie bardziej wyrazne r6znice w ultrastrukturze tego regionu aparatu Golgiego wykazatem w drugiej
pracy z tym samym zespotem badawczym:
¢ RennaL, Stefano G, Slabaugh E, Wormsbaecher C, Sulpizio A, Zienkiewicz K, Brandizzi F. (2018).
TGNap1 is required for microtubule-dependent homeostasis of a subpopulation of the plant Trans-
Golgi Network. Nature Communications 9: 5313,
gdzie analizowano rosliny A. thaliana z mutacja genu kodujacego biatko TGNap1, bedace silnie
konserwowane w obrebie podkrolestwa Metazoa jednakze o jeszcze nie do korica poznanej funkcji. W
badaniach, ktorych celem byto wtasnie poznanie roli TGNap1 w komérkach roslinnych, wykazatem, iz mutacja
genu kodujgcego TGNap1 objawia sie znacznie liczniejszymi i powiekszonymi pecherzykami aparatu
Golgiego, w poréwnaniu z roslinami linii rodzicielskiej. Wyniki przedstawione w powyzszej pracy wykazaty, ze
biatko TGNap1 w komorkach A. thaliana jest SciSle zaangazowane w procesy transportu btonowego z
udziatem aparatu Golgiego oraz w regulacje homeostazy systemu btonowego u tej rosliny.
W trakcie mojego dwuletniego pobytu na Stanowym Uniwersytecie Michigan (MSU) moje zatrudnienie i
badania, w ktére bytem zaangazowany finansowane byty z nastepujgcych zrodet:
Zatrudnienie:
e Grant nr 627266 Europejskiej Agencji Wykonawczej ds. Badan (REA), ze $rodkdédw 7 Programu
Ramowego Unii Europejskiej (Projekt AlgaeOilSynth).
Badania:
e Grant nr 627266 Europejskiej Agencji Wykonawczej ds. Badan REA ze $rodkéw 7 Programu
Ramowego Unii Europejskiej (Projekt AlgaeOilSynth)
e Grant nr FA9550-11-1-0264 Biura ds. Badari Nukowych Amerykanskich Sit Powietrznych (US Air
Force Office of Scientific Research, AFOSR).
e Grant kooperacyjny nr DE-FC02-07ER6449 pomigedzy Departamentem Energii Stanéw
Zjednoczonych (US Department of Energy) i Centrum Bioenergii Wielkich Jezior (Great Lakes

Bioenergy Research Center, GLBRC).
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e Grant nr DE-FG02-91ER20021 Departamentu Energii Stanow Zjednoczonych (US Department of
Energy), Oddziat Nauk Chemicznych, Geologicznych i Biologicznych (Division of Chemical Sciences,
Geosciences and Biosciences).

o Srodki wiasne Uniwersytetu Stanowego Michigan (MSU) w ramach programu AgBioResearch.

W 2016 roku, po zakoriczeniu fazy wyjazdowej Stypendium Marii-Sktodowskiej Curie, powrdcitem do Europy
i dotgczytem do grupy prof. Ivo Feussnera w Zaktadzie Biochemii Roslin na Uniwersytecie w Getyndze
(Niemcy), gdzie w ciggu kolejnych 12 miesiecy sfinalizowatem projekt AlgaeQilSynth. Podsumowujgc, moj
pobyt w obu laboratoriach w ramach tego Stypendium zaowocowat 12 publikacjami w renomowanych
czasopismach miedzynarodowych, 5 przyjetymi do druku rozdziatami w przygotowywanym obecnie
wydawnictwie Encyclopedia of Lipidomics pod patronatem wydawnictwa Springer-Verlag oraz 10
doniesieniami na prestizowych migedzynarodowych konferencjach dedykowanych lipidom roslinnym
(szczegoty w zatgczniku nr 4).

Obecnie kontynuuje moj staz podoktorski w laboratorium prof. Feussnera, gdzie, oprécz badan nad
metabolizmem lipidow u mikroglondw, jestem zatrudniony jako wykonawca w duzym projekcie INRAPS,
finansowanym przez Federalne Ministerstwo Zywnos$ci i Rolnictwa (BEML, nr 2814900115). Celem tego
projektu jest ewaluacja nowych technologii zaprawy nasion rzepaku nakierowanych na podniesienie
odpornosci tej waznej gospodarczo rosliny naszego regionu Europy na szkodniki bez stosowania pestycydow.
Idea tego projektu jest Scisle zwigzana ze stopniowo wprowadzanym zakazem stosowania syntetycznych
pestycydéw na obszarze Unii Europejskiej i koniecznoscig poszukiwania biologicznych strategii walki ze
szkodnikami roslin uprawnych. Moja rola w tym projekcie obejmuje ogolno-profilowe analizy metabolomu
roslin rzepaku (ang. non-targeted metabolomics) z zastosowaniem spektrometrii mas (MS), wliczajgc

zaréwno optymalizacje metod analitycznych i obrobke wygenerowanych danych.

Plany przysziych badan
W najblizszej przysztosci planuje powrdt do Polski, stworzenie tu wiasnej grupy badawczej i kontynuacije
badan nad zastosowaniem mikroglonéw jako surowca do produkcji biomasy lipidowej. Jak wykazaty moje
dotychczasowe badania, zwiekszaniu zawartosci TAG w komorkach mikroalg zaréwno poprzez stres jak i na
skutek manipulacji genetycznych towarzyszy znaczna redukcja lub catkowite zahamowanie podziatdw
komorkowych. W zwigzku z tym moje przyszte projekty beda miaty na celu identyfikacje molekularnych
mechanizmdw fgczgcych okreslone programy metaboliczne z cyklem komérkowym u tych organizmoéw. Moja
przyszta grupa badawcza specjalizowac sie bedzie zarbwno w badaniach podstawowych, jak i badaniach
biotechnologicznych oraz biologii syntetycznej, majacych na celu uzyskanie linii mikroglonéw akumulujgcych
nie tylko wigksze ilosci ttuszczy, ale takze aktywnie dzielgcych sie co pozwoli na uzyskanie hodowli o lepszej

produkcji biomasy. W szerszym ujeciu planuje takze, aby profil badawczy mojej grupy miescit si¢ nie tylko w
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aktualnych trendach badar na glonach jednokomérkowych, ale takze aby sprostat wspotczesnym wyzwaniom
w produkcji energii odnawialnej jak i globalnej ekonomii. W perspektywie dtugoterminowej planuje takze
rozwéj platformy technik ,omicznych” z zakresu metabolomiki i lipidomiki, dedykowanej glonom
jednokomérkowym, a takze roslinom lgdowym o duzym znaczeniu badawczym oraz gospodarczym. Platforma
ta stuzyta by jako serwis analityczny w projektach krajowych oraz miedzynarodowych. W celu finansowania
moich przysztych badan planuje projekty wiasne jak i we wspotpracy z grupg prof. Feussnera (Uniwersytet w
Getyndze, Niemcy) oraz grupg prof. Benninga (Uniwersytet Stanowy Michigan, USA), dla ktérych o
finansowanie bede ubiegat sie z nastepujgcych zrodet:

1) Europejska Rada ds. Badan Naukowych (ERC — European Research Council), w ramach akcji

Synergy Grants
2) Narodowe Centrum Nauki (NCN)
3) Fundacja na Rzecz Nauki Polskiej (FNP)

4) Niemiecka Fundacja ds. Badan (DFG - Deutsche Forschungsgemeinschaft).

Praca dydaktyczna i organizacyjna
Jak wyszczegdlniono w zatgczniku nr 4, obok pracy naukowej, niezaleznie od kraju pobytu, prowadze réwniez
dziatalno$¢ dydaktyczng. Zarbwno jako asystent jak i adiunkt w Zaktadzie Biologii Komorki UMK w Toruniu,
w latach 2002-2008 prowadzitem zajecia praktyczne dla studentéw Biologii i Biotechnologii w wymiarze 210
godzin rocznie z nastepujacych przedmiotéw: 1) Biologia Komoérki, 2) Embriologia Roslin oraz 3) Techniki
Mikroskopii Elektronowej i Konfokalnej, jak rowniez sprawowatem bezpos$rednig opieke nad 6 magistrantami
i 2 licencjatami podczas realizacji ich prac dyplomowych. Podczas pobytu w EEZ w Hiszpanii, w kazdym roku
akademickim prowadzitem zajecia dla studentéw i doktorantow Uniwersytetu w Granadzie (w jezyku
hiszpariskim i angielskim) w ramach nastepujacych kurséw: 1) Genetyka Pytku (8 godzin rocznie), 2) Techniki
Mikroskopii — Teoria i Praktyka Mikroskopii Konfokalnej (kurs: Technical Training Courses ceiA3 - Agrifood
International Docotrate School, 16 godzin rocznie) oraz 3) Zastosowanie Mikroskopii w Badaniach Ro$lin
(kurs: UNESCO: Soil Science, Soil Fertility and Plant Biology, 16 godzin rocznie). Ponadto sprawowatem
bezposrednig opieke nad 1 magistrantem i 1 licencjatem podczas realizacji ich pracy dyplomowych. W roku
2010 bytem zaangazowany w organizacje warsztatdéw popularyzujgcych nauke dla uczniow szkét Srednich w
Andaluzji pt. “Un Laboratorio Moderno en tus Manos - Semana de la Ciencia 2010" pod patronatem
Autonomicznego Rzgdu Andaluzji, a latach 2012 oraz 2013 uczestniczytem w organizacji | i Il kongresu PIIISA
(Research Investigation by Young Students in Science Technology, Humanities and Arts). W trakcie mojego
obecnego zatrudnienia w Zaktadzie Biochemii Roslin na Uniwersytecie w Getyndze sprawowatem
bezposrednig opieke nad realizacjg jednej pracy licencjackiej, jednej pracy magisterskiej oraz 3 studentami

rotacyjnymi podczas ich 3-miesiecznego stazu w wymienionym laboratorium.
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Dane bibliometryczne dorobku naukowego

Liczba prac opublikowanych w czasopismach z Imapct Factor 34
Sumaryczny Impact Factor* 145,742
Suma punktow MNiSW 1255

268 (WoS**)
Liczba wszystkich cytowan
537 (GS***)

10 (Wos)
Indeks Hisrcha
15 (GS)

*IF dla roku opublikowania,
** Zrodfo: Web of Science (bez autocytowari), ***Zrédto: Google Scholar (stan na dzieri 01.03.2019)

Cytowana literatura:

Archibald JM, Keeling PJ. (2002). Recycled plastids: a ‘green movement’ in eukaryotic evolution. Trends in
Genetics 18: 577-584.

Chapman KD, Dyer JM, Mullen RT. (2012). Biogenesis and functions of lipid droplets in plants: Thematic
Review Series: Lipid Droplet Synthesis and Metabolism: from Yeast to Man. Journal of Lipid Research 53:
215-226.

Chen C-X, Sun Z, Cao H-S, Fang F-L, Ouyang L-L, Zhou Z-G. (2015). Identification and characterization of
three genes encoding acyl-CoA: diacylglycerol acyltransferase (DGAT) from the microalga Myrmecia incisa
Reisigl. Algal Research 12: 280—-288.

Dufey A. (2006). Biofuels production, trade and sustainable development: emerging issues. International
Institute for Environment and Development, London.

Dumas C, Gaude T. (2006). Fertilization in plants: is calcium a key player?. Seminars in Cell and
Developmental Biology 2: 244-253.

Gidda SK, Park S, Pyc M, Yurchenko O, Cai Y, Wu P, Andrews DW, Chapman KD, Dyer JM, Mullen RT.
(2016). Lipid droplet-associated proteins (LDAPs) are required for the dynamic regulation of neutral lipid
compartmentation in plant cells. Plant Physiology 170: 2052—2071.

Goold H, Beisson F, Peltier G, Li-Beisson Y. (2015). Microalgal lipid droplets: composition, diversity,
biogenesis and functions. Plant Cell Reports 34: 545-555.
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