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1. Osiagniecie naukowe wynikajace z art. 16, ust 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. nr 65, poz.
595 ze zm.):

A) Tytul osiagniecia naukowego:
Problematyka opisywana w cyklu publikacji na temat:
Wrazliwos¢ genomu roslinnego na dzialanie czynnikow mutagennych

B) Autor/autorzy, tytul/tytuly, rok wydania, nazwa wydawnictwa

[1] Juchimiuk J, Hering B, Maluszynska J. 2007. Multicolor FISH in analysis of
chromosome aberrations in barley cells induced by MH and MNU. Journal of
Applied Genetics 48(20): 99-106.

IF - 0,967, Pkt MNiSW - 20

Indywidualny whkiad: 70%; sformutowanie koncepcji badawczej, udzial w pracach
eksperymentalnych, analiza i opracowanie wynikéw, opracowanie dokumentacji
zdjeciowej i napisanie/redagowanie publikacji, autor korespondencyjny publikacji.

[2] Juchimiuk-Kwasniewska J, Brodziak L, Maluszynska J. 2011. FISH in analysis of
gamma ray-induced micronuclei formation in barley. Journal of Applied Genetics
51(1): 23-29.

IF - 1,324, Pkt MNiISW - 20

Indywidualny wktad: 70%; sformutowanie koncepcji badawczej, udzialt w badaniach
laboratoryjnych, interpretacja i opracowanie wynikéw, opracowanie dokumentacji
zdjeciowej | napisanie/redagowanie publikacji, autor korespondencyjny publikacji.

[3] Kwasniewska J, Grabowska M, Kwasniewski M, Kolano B. 2012. Comet-FISH
using rDNA probes in analysis of mutagen-induced DNA damage in plant cells.
Environmental and Molecular Mutagenesis 53(5): 369-375.

IF - 3,708, Pkt MNiSW - 35

Indywidualny wklad: 65%; sformutowanie koncepcji badawczej, udzial w badaniach
laboratoryjnych, interpretacja i opracowanie wynikow, opracowanie dokumentacji
zdjeciowej 1 napisanie/redagowanie publikacji, autor korespondencyjny publikacji.



[4] Kwasniewska J, Kwasniewski M. 2013. Comet-FISH for the evaluation of plant
DNA damage after mutagenic treatments. Journal of Applied Genetics 54 (4) 407-
415.

IF -1, 847, Pkt MNiSW - 20

Indywidualny wkiad: 95%:; sformutowanie koncepcji badawczej, udziaf w badaniach
laboratoryjnych, interpretacja i opracowanie wynikéw, opracowanie dokumentacji
zdjeciowej | napisanie/redagowanie publikacji, autor korespondencyjny publikacji.

[5] Kwasniewska J, Mikolajczyk A. 2014. Influence of the presence of B chromosomes
on DNA damage in Crepis capillaris. PLOS ONE 9(1): e87337.
IF - 3,73, Pkt MNiISW - 40

Indywidualny whkiad: 75%; sformutowanie koncepcji badawczej, udziat w badaniach
laboratoryjnych, interpretacja i opracowanie wynikoéw, opracowanie dokumentacji
zdjeciowej 1 napisanie/redagowanie publikacji, autor korespondencyjny publikacji.

[6] Kwasniewska J. 2014 (data publikacji: 2014/06/01*). Mutagenic effects at DNA and
chromosome level. In: Mutagenesis: exploring novel genes and pathways. Eds:
Tomlekova N, Kozgar | and Wani R. Chapter 17, 333-354. Wageningen Academic
Publishers, The Netherlands, Enfield Pub & Distribution Co. DOI 103920/978-90-
8686-787-5_17

IF - nie dotyczy, Pkt MNISW -7

*o$wiadczenie edytora oraz oryginalna informacja Wageningen Academic Publishers o
dacie publikacji w zatgczniku 6.6.1.

Sumaryczny Impact Factor wymienionych publikacji - 11,576.

Wartosci IF podano zgodnie z rokiem opublikowania

Sumaryczna liczba punktéow MNiSW wymienionych publikacji - 142.

Punktacje MNiSW podano zgodnie z rokiem opublikowania dla poszczegolnych
komunikatéw MNiSW, dotyczacych list czasopism punktowanych, tj. z 2010, 2012 1
2013 roku.

Oswiadczenia wszystkich wspotautorow, okreslajace indywidualny wkiad kazdego z nich

w powstanie poszczegllnych prac, znajdujg si¢ w zalgczniku nr 5.



C) Cele naukowe oraz wyniki zawarte w pracach wchodzacych w sklad
osiggniecia naukowego

Czasteczka DNA jest docelowym miejscem dzialania mutagendw fizycznych i
chemicznych. Po traktowaniu mutagenicznym obserwowane s3 uszkodzenia materiatu
genetycznego, wykrywane na poziomie chromosoméow lub DNA, oraz zaburzenia cyklu
komorkowego. Najczestszym rodzajem uszkodzen DNA sag peknigecia nici DNA, ktore
moga prowadzi¢ do powstania zmian w strukturze chromosomu - aberracji
chromosomowych. Aberracje chromosomowe moga by¢ analizowane w cyklu
mitotycznym komorek merystematycznych roslin pokolenia M1 lub w komorkach
mejotycznych, jak w tescie mikrojader Tradescantia sp. (Ma i wsp. 1994). Zagadnienia
zwigzane z badaniem efektu dziatania mutagenow w genomie ros$linnym szczegdtowo
opisatam w pracy przegladowej, powstatej na zaproszenie redaktoréw ksigzki, w ktorej
praca ta stanowi jeden z rozdziatow, zatytulowany ,,Mutagenic effects at DNA and
chromosome level” (Kwasniewska, 2014).

Peknigcia DNA sg pierwotnym, kluczowym rodzajem uszkodzenia, powodowanego
zaro6wno przez mutageny fizyczne jak i chemiczne. Sposrod metod detekcji i1 jako$ciowej
oceny dzialania mutagendw na poziomie molekularnej organizacji DNA szerokie
zastosowanie znalazta metoda elektroforezy pojedynczych komorek, tzw. test kometowy
(Collins i wsp. 2002; Tice i wsp. 2000). Technika ta oparta jest na elektroforezie
izolowanych jader komodrkowych zatopionych w agarozie. Jadra komoérkowe
charakteryzujace si¢ obecnoscia uszkodzen DNA tworza charakterystyczne obrazy,
przypominajace komety ztozone z glowy i ogona. Ogony powstaja wskutek migracji
wolnych fragmentow DNA, tworzacych si¢ w wyniku peknieg¢ DNA oraz rozciggania
taficuchow zakotwiczonych w glowie komety. Jedng z zalet testu kometowego jest
mozliwo$¢ oceny uszkadzajagcego DNA dziatania w komorkach niedzielacych sig.
Jednym z rodzajow uszkodzen wykrywanych w tescie kometowym, obok pojedynczych
peknig¢ nici DNA i miejsc alkali-labilnych, sa podwojne peknigcia nici DNA (double
strand breaks - DSB), ktore sa priorytetowym uszkodzeniem prowadzacym do powstania
aberracji chromosomowych (Pfeiffer i wsp. 1996; Schubert i wsp. 2004). Koncowy efekt
dziatania mutagenu jest wynikiem pierwotnego uszkodzenia DNA 1 proceséw jego
naprawy. Mozliwa jest analiza efektywnosci naprawy DNA poprzez zastosowanie
réznych czaséw postinkubacji po traktowaniu mutagenem, a nastgpnie analiz¢ poziomu

uszkodzen DNA.



Test kometowy poczatkowo stosowany byt tylko dla limfocytow, gdyz obecnosé
$ciany komodrkowej komorek roslinnych dlugo stanowila ograniczenie dla jego
przeprowadzenia. Opracowanie procedury izolacji jader z komorek roslinnych, ktora nie
powoduje peknie¢ nici jadrowego DNA otworzylo mozliwosci wykorzystania tej techniki
w badaniach uszkodzen DNA w komoérkach ro$linnych (Gichner, Plewa, 1998). Ze
wzgledu na szybko$¢, mozliwo$¢ oceny uszkodzen DNA w duzej liczbie komorek oraz
niewielkie koszty metoda testu kometowego znalazta stosunkowo szerokie zastosowanie
w analizie efektu genotoksycznego w komorkach roslinnych. Najbardziej dogodnym
materiatem do testu kometowego sg liscie, ale przeprowadzono rowniez izolacj¢ jader
komorkowych dla innych organéw (korzeni) jak i tkanki kalusowe;.

Test kometowy byl szeroko wykorzystywany w badaniu uszkodzen catkowitego
genomowego DNA w komodrkach roslinnych. Analizowano poziom pgknig¢ DNA i1
efektywnos$¢ ich naprawy po dzialaniu réznych czynnikéw chemicznych i1 fizycznych
m.in.: N-nitrozometylomocznika, mitomycyny C, bleomycyny, hydrazydu kwasu
maleinowego, metanosulfonianu etylu, promieniowania gamma (Georgieva i Stoilov,
2008; Gichner i Plewa, 1998; Menke i wsp. 2001).

Rozne obszary DNA moga by¢ mniej lub bardziej wrazliwe na dziatanie
mutagenow. Badania z wykorzystaniem tradycyjnych metod cytogenetyki wskazuja, ze
miejsca wystgpowania aberracji chromosomowych nie sg przypadkowe. Wykazano
preferencyjna lokalizacj¢ aberracji w obszarach heterochromatyny lub na styku
heterochromatyny i euchromatyny (Cann and Dellaire, 2011). Dynamiczny rozwo6j metod
cytogenetyki molekularnej w ostatnich latach daje nowe mozliwosci badania lokalizacji
zmian indukowanych mutagenami w genomie jadrowym na poziomie DNA, a tym
samym porownania wrazliwo$ci réznych sekwencji DNA lub chromosoméw/ich
regiondw (Natarajan, 2005). Mozliwo$¢ badania wrazliwosci poszczegdlnych regionow
chromosomow lub gendw, umozliwiajgca tym samym wykrywanie prawdopodobnych
”gorgcych miejsc” powstawania uszkodzen DNA w formie peknig¢ DNA w genomie
jadrowym, powstata dzigki opracowaniu metody comet-FISH (Santos i wsp. 1997; Olive,
2002; Volpi i wsp. 2008). Metoda ta jest kombinacjg fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ  (FISH) zastosowanej na preparatach z zatopionymi w agarozie jadrami
komoérkowymi, otrzymanymi w wyniku testu kometowego. Analizowane jest
rozmieszczenie specyficznych regionow chromosoméw lub sekwencji DNA w obrebie
glowy lub ogona komety, co umozliwia okreslenie wrazliwo$ci tych regionow na

dzialanie mutagenéw powodujacych peknigcia DNA. Metoda ta wprawdzie umozliwia
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analiz¢ uszkodzen DNA oraz efektywnosci naprawy w obrebie okreslonych genéw,
domen chromosomowych oraz calych chromosomoéw, jednak ograniczona dostepnosc
specyficznych chromosomowo sond u roslin sprawia, ze badania te wcigz nie sg
zaawansowane. Obecnie znane s3 tylko pojedyncze przyktady wykorzystania metody
comet - FISH w systemach roslinnych (Menke 1 wsp. 2000). Istnieje natomiast wiele
przyktadow zastosowania tej metody w badaniach komoérek zwierzat i cztowieka, wynika
to przede wszystkim ze zdecydowanie wigkszej dostepnosci specyficznych sond DNA,
podobnie jak ma to miejsce w standardowej technice FISH (Shaposhnikov i wsp. 2009;
Hovhannisyan, 2000). Badania udzialu wybranych regionéw chromosomow lub
sekwencji DNA w tworzeniu pgknig¢ DNA, szczegdlnie tych powstajacych w obu
niciach DNA, jest szczegolnie istotne biorgc pod uwage fakt, ze uszkodzenia te prowadza
do powstania aberracji chromosomowych. Badania udziatu wybranych sekwencji DNA
lub regionéw chromosomoéw w powstawaniu uszkodzen DNA, mogacych $wiadczy¢ o
ich zwigkszonej wrazliwosci na dziatanie mutagené6w moga by¢ rowniez prowadzone na
poziomie  chromosomu, dzigki  zastosowaniu  FISH z  testami aberracji
chromosomowych. Mozliwa jest nie tylko analiza wrazliwo$ci regionow chromosoméw
lub gendéw, ale roéwniez wykrywanie malych rearanzacji chromosomowych.
Hybrydyzacja in situ moze by¢ szczegélnie przydatna w badaniach morfologii
chromosomow oraz przemian strukturalnych chromosomow u gatunkow z matymi i stabo
zréznicowanymi chromosomami. Mozliwe jest rOwniez pordwnanie udzialu wybranych
sekwencji DNA w powstawaniu peknieg¢ DNA oraz pgknig¢ chromosomoéw, ktorych
nastgpstwem s3 aberracje chromosomowe. Ponadto mozliwe jest okreslenie miejsc
efektywnej naprawy DNA, jesli aberracja chromosomowa nie wystepuje w obrebie
danego regionu DNA, a brata udzial w tworzeniu ogona komety. Badania aberracji
chromosomowych z wykorzystaniem FISH u ssakow i czlowieka sg szeroko stosowane w
diagnostyce  klinicznej czlowieka oraz znalazly zastosowanie w analizie
genotoksycznosci zwigzkow chemicznych oraz fizycznych. Sekwencje, ktore znalazly
najszersze zastosowanie w cytogenetyce roslin, jako sondy do FISH to sekwencje
wysoko powtarzalne, takie jak rDNA, sekwencje telomerowe oraz inne sekwencje
powtarzalnego DNA (Bolzan i Bianchi, 2006). Szczegélnie dogodnym markerem
cytogenetycznym sg geny kodujace rybosomalne RNA: 18S-5,8S-25S rRNA (45S rDNA)
1 5S rRNA (5S rDNA). Z sekwencji niekodujgcych, jako sondy do FISH stosowane sg
sekwencje telomerowe DNA, stabilizujace konce chromosomow oraz sekwencje

centromerowe DNA. Przyktadowo FISH z telomerowymi sekwencjami DNA jako
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sondami umozliwia wykrycie niewiclkiej terminalnej delecji — brak sekwencji
telomerowych w fizycznych koncach chromosomoéw jest jednoznacznym dowodem na
zaj$cie tej aberracji chromosomowej (Jovtchev i wsp. 2002).

Metoda FISH stwarza ponadto mozliwos¢ wykorzystania jej w badaniach przemian
chromosomowych w komorkach nie dzielgcych sie, jest to tzw. ,.cytogenetyka jadra
interfazowego” (Maluszynska i wsp. 2003). Jest to szczeg6lnie istotne biorac pod uwage
fakt, ze wigkszo$¢ stosowanych czynnikdw mutagennych obniza aktywno$¢ mitotyczng
komorek, utrudniajac tym samym analize aberracji chromosomowych podczas mitozy. W
takim przypadku lokalizacja sekwencji DNA w niedzielgcym si¢ jadrze komorkowym
jest jedynym sposobem detekcji przemian chromosomowych.

Nieliczne dane literaturowe, dotyczace rdéznic we wrazliwosci regionow
chromosomow lub sekwencji DNA na dziatanie mutagenow w komorkach roslinnych,
sktonity mnie do podj¢cia szerszych badan w tym zakresie z wykorzystaniem gatunkow
modelowych, takich jak Hordeum vulgare (2n=14) i Crepis capillaris (2n=6). Gatunki te
charakteryzuja si¢ dogodnymi cechami genomu, takimi jak niewielka liczba
chromosomow i ich stosunkowo duze rozmiary oraz wysokg wrazliwo$cig na dziatanie
mutagendéw, CO potwierdza wykorzystywanie ich w roslinnych testach genotoksyczno$ci
(Gecheff 1996, Grant i Owens 1998).

Podjete przeze mnie badania byly pionierskimi w zakresie analiz wrazliwosci
wybranych regionow chromosomoéw i genéw na dzialanie mutagenéw. Badania
przeprowadzono analizujac udziat wybranych sekwencji DNA, charakterystycznych dla
poszczegbdlnych regiondw chromosoméw, w powstawaniu uszkodzen, zaréwno na
poziomie DNA jak i chromosomow.

W celu okreslenia wrazliwosci wybranych regiondw chromosoméw na dziatanie
mutagendow zastosowano kombinacje testu mikrojader z FISH. Sposréd wielu testow
aberracji chromosomowych, test mikrojader jest szeroko rekomendowany w ocenie
genotoksycznego dziatania czynnikow fizycznych i chemicznych. Test ten stosowany jest
przewaznie z zastosowaniem nierdznicujagcych metod barwienia chromosoméw lub,
ostatnio, fluorochroméw. Zastosowanie FISH z sekwencjami DNA specyficznymi dla
poszczeg6lnych chromosomoéw lub ich ramion, jako sondami umozliwia ustalenie
pochodzenia  mikrojader.  Kompletna identyfikacja  wszystkich  fragmentow
chromosomowych w mikrojadrach z wykorzystaniem FISH wcigz nie jest mozliwa w
komoérkach wigkszo$ci roslin. Jako$ciowa analize mikrojader indukowanych dziataniem

dwoéch modelowych mutagendéw chemicznych: hydrazydu kwasu maleinowego (MH)
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oraz nitrozo-metylo-mocznika (MNU), charakteryzujacych si¢ innym mechanizmem
dziatania przeprowadzono w komoérkach H. vulgare. Zastosowane mutageny dziataja w
réznych fazach cyklu komorkowego: MH w fazie S, podczas, gdy MNU w fazie G2. MH
jest zwigzkiem klastogennym, powodujgcym pegkniecia chromosomu, ale wiadomo
rowniez, ze prowadzi do zaburzen wrzeciona podziatowego. W badaniach zastosowano
FISH z 5S rDNA i 25S rDNA oraz telomerowym i centromerowym DNA jako sondami,
z wykorzystaniem 2 eksperymentow hybrydyzacji wykonanych na tych samych
preparatach chromosomowych, czyli tzw. hybrydyzacji sekwencyjnej (,,reprobing”).
Badano udziat specyficznych chromosoméw lub ich fragmentéw w tworzeniu mikrojgder
na podstawie analizy lokalizacji sygnatow sond DNA zastosowanych w badaniach.
Zastosowanie rDNA jako sond do FISH pozwolito na analiz¢ udzialu chromosomow z 5S
rDNA i 25S rDNA w tworzeniu mikrojader. Z kolei zastosowanie telomerowego i
centromerowego DNA jako sondy do FISH pozwolito ustali¢, czy cate chromosomy lub
ich fragmenty sa zaangazowane w tworzenie mikrojader. W wymiarze metodycznym,
przeprowadzone badania sg pierwszym przykladem zastosowania ,reprobingu”
preparatow chromosomowych podczas FISH dla analizy aberracji chromosomowych.
Wykazano, ze zastosowanie reprobingu nie wplynelo na utrate chromatyny i jakos¢
sygnaldow hybrydyzacyjnych w mikrojadrach. Na podstawie analizy sygnatow
hybrydyzacyjnych wyrézniono 8 kategorii mikrojader. Te same typy mikrojader
wyrozniono zaréwno po traktowaniu MH jak i MNU, jednak wykazano réznice w
czestotliwosci poszczegodlnych typéw mikrojader powstatych po réznym traktowaniu. W
przypadkach zaréwno jednego jak i drugiego mutagenu najczes$ciej obserwowano
mikrojadra z 2 sygnatami: sygnatem telomerowego DNA oraz 25S rDNA, jednak z r6zng
czestotliwosceia: 46% po traktowaniu MH, 37% po traktowaniu MNU. Wieksze réznice w
czestotliwo$ci mikrojader indukowanych dzialaniem MH i1 MNU obserwowano w
przypadku mikrojader tylko z sygnatami telomerowego DNA: 10% dla mikrojader
indukowanych dzialaniem MH, 28% - MNU. Wyniki te wskazuja, ze mikrojadra
indukowane MNU powstaja przewaznie z dystalnych fragmentéw acentrycznych
chromosomow, a mikrojadra indukowane MH - z duzych fragmentéw acentrycznych,
obejmujacych loci tDNA potozone interstycjalnie lub w poblizu centromeru. Obecnos¢
mikrojagder z sygnalami telomerowego 1 centromerowego DNA obserwowano ze
stosunkowo wysoka czestotliwoscia (12% - MH, 16% - MNU). Swiadczy¢ to moze o
zaangazowaniu calych chromosomoéw w tworzenie mikrojader. Wynik ten potwierdzat

aneugeniczne dzialanie MH, znane z wczes$niejszych badan, ale byl dos¢ zaskakujacy dla
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MNU. Z kolei obecno$¢ sygnatow rDNA wskazuje na mozliwos¢ udziatu kazdego z
chromosomoéw jeczmienia, za wyjatkiem chromosomu nr 5 (nieposiadajacego genow
rRNA), w tworzenie mikrojader. Przedstawione badania sa jednym z niewiele
przyktadow analizy pochodzenia mikrojagder w komorkach roslinnych. Podsumowujac,
wykazano roznice w czgstotliwosci indukowanych dziataniem MH 1 MNU mikrojader, z
poszczegolnymi sekwencjami DNA, ktére moga wskazywaé na fakt, ze peknigcia
chromosomow moga by¢ indukowane w innych specyficznych dla mutagenu miejscach
chromosomow (Juchimiuk i wsp. 2007, Journal of Applied Genetics).

Sposréd wiele czynnikoéw, ktore wpltywaja na cytogenetyczny efekt dziatania
mutagendéw, jest rodzaj mutagenu. Poprzednie badania wykazaly, ze peknigcia
chromosomoéw indukowane dzialaniem réznych mutagendow chemicznych powstajg w
specyficznych dla danego mutagenu miejscach chromosoméw. Wyniki te sktonity do
podjecia kolejnych badan, w ktorych analizowano czgstotliwosci mikrojader z
okreslonymi sygnatami sond, indukowanych dziataniem mutagenu fizycznego. W celu
poréwnania pochodzenia mikrojader indukowanych dzialaniem mutagennych czynnikéw
chemicznych oraz fizycznych przeprowadzono test mikrojader w kombinacji z FISH z
5S/25S rDNA oraz centromerowym/telomerowymi DNA jako sondami w komorkach
merystematycznych korzeni jgczmienia po napromieniowaniu nasion promieniowaniem
gamma (Juchimiuk-Kwasniewska i wsp. 2011, Journal of Applied Genetics).
Mikrojadra indukowane dzialaniem promieniowania gamma pochodzily z fragmentéw
acentrycznych chromosoméw lub z calych chromosoméw opdznionych jako wynik
zaburzen wrzeciona podziatowego. Nie obserwowano mikrojader, ktore zawieraty tylko
sygnaty centromerowego DNA, co mogloby $§wiadczy¢ o zajSciu dwdch peknie¢ DNA
obejmujacych centromer. Zastosowanie 5S rDNA i1 25S rDNA jako sondy do FISH
pozwolito wykaza¢, ze chromosomy niosagce 5S rDNA s3 zaangazowane w tworzenie
mikrojader cze$ciej, niz chromosomy z organizatorem jaderkowym (NOR). Wykazano
roznice w czestotliwosci mikrojader z okreslonymi sygnatami po dziataniu mutagendéw
fizycznych 1 chemicznych, co potwierdza wyniki badan poprzedniej pracy. Badania
porownawcze udzialu poszczegdlnych chromosomow lub ich fragmentéw w tworzeniu
mikrojader indukowanych dziataniem MNU lub MH oraz promieniowaniem gamma
wykazaly jednak pewne reguly w pochodzeniu mikrojader, pomimo odmiennego
mechanizmu dziatania zastosowanych mutagenow. Wykazano, ze mikrojadra pochodzilty
glownie z terminalnych fragmentow chromosoméw (po dziataniu promieniowania i

MH/MNU ok. 80% mikrojader charakteryzowato si¢ obecnoscia tylko sygnatéow sondy
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telomerowej). Tylko okoto 15% mikrojader posiadato sygnaty zaréwno sondy
centromerowej, jak i1 telomerowej, co moze $§wiadczyé o ich pochodzeniu z catych
chromosomow, prawdopodobnie w wyniku zaburzen wrzeciona podziatowego.

Peknigcia DNA, ktore nie zostaja naprawione, prowadza do powstawania aberracji
chromosomowych. Interesujgce jest, czy preferencyjny udziat wybranych sekwencji
DNA reprezentujacych okre§lone regiony chromosomoéw w powstawaniu aberracji
chromosomowych bedzie rowniez obserwowany na poziomie DNA jako preferencyjny
udziat tych sekwencji w powstawaniu peknie¢ DNA. Zastosowanie kombinacji testu
kometowego z FISH umozliwilo analiz¢ udzialu wybranych regionéw chromosomow w
peknieciach DNA. Pozwolilo to nastgpnie na poréwnanie czy wykazane rdznice we
wrazliwosci tych regiondw na dziatanie mutagenow, jesli analizowane sg na poziomie
chromosomow i DNA, sg podobne. W badaniach, jako gatunek modelowy wykorzystano
Crepis capillaris, ktorego kariotyp charakteryzuje si¢ tylko 3 parami chromosomow
(2n=6), z ktorych tylko jedna wyrdznia si¢ obecnoscig 5S rDNA i 25S rDNA. Celem
badan bylo ustalenie, czy geny rRNA sg preferencyjnie zaangazowane w tworzenie
ogona komety po dziataniu mutagenu chemicznego - hydrazydu kwasu maleinowego.
Podjeto rowniez probe analizy efektywnosci procesow naprawy DNA w obrebie
obszaro6w rDNA dzigki zastosowaniu 24h czasu postinkubacji (Kwasniewska i wsp.
2012, Environmental and Molecular Mutagenesis). Wykazano obecno$¢ sygnatow 5S
rDNA 1 25S rDNA w ogonie komety zarowno w komorkach kontrolnych jak 1 po
traktowaniu. Obserwowano 2 rodzaje sygnatéw, w postaci witdkien chromatynowych oraz
pojedynczych sygnatow punktowych. Nie analizowano liczby sygnatéw FISH w ogonie,
jednak zaobserwowano, ze byly one duzo liczniejsze po traktowaniu mutagenem, niz w
komorkach kontrolnych. Wskazuje to na fakt, ze rDNA podlega silnej fragmentacji w
wyniku dziatania mutagenu. W przeprowadzonych badaniach komety zakwalifikowano
do 5 kategorii, ustalonych na podstawie rozmieszczenia sygnatoéw FISH oraz morfologii
komet. Wykazano zréznicowang wrazliwo$¢ sekwencji rDNA w odpowiedzi na
traktowanie MH: 5S rDNA bylo czgdciej zaangazowane w tworzenie ogona komet niz
25S rDNA. Roéznica w odpowiedzi 5S rDNA 1 25S rDNA na dziatanie mutagenu moze
wynika¢ z lokalizacji tych sekwencji w obrebie regiondw chromatyny o réznej strukturze.
Geny 45S rRNA, ztozone z tandemowych powtdrzen 18S-5,8S-25S rDNA, tworza
jaderko, co w konsekwencji moze wptywac na ich migracje w polu elektrycznym podczas
elektroforezy. Ponadto, okoto 70-90% powtorzen 18S-5,8S-25S rDNA potozone jest w
obrebie heterochromatyny NOR. W przeciwiefistwie do 25S rDNA, 5S rDNA jest w
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catosci zlokalizowane w obrebie euchromatyny. Réznice we wrazliwosci euchromatyny i
heterochromatyny na dziatanie mutagenow sa dobrze znane. Ponadto, zwigzek sekwencji
DNA z btong jadrowa lub matriks jadrowym ogranicza zdolno$¢ migracji DNA z glowy
do ogona, co wykazano miedzy innymi dla sekwencji telomerowych DNA (Arutyunyan i
wsp. 2004). Analiza czestotliwosci komet poszczegdlnych kategorii w 0 1 24h
postinkubacji wykazata, ze uszkodzenia DNA indukowane dzialaniem MH, obejmujace
5S rDNA i 25S rDNA, sa naprawiane. Badania te potwierdzity wyniki wczesniejszych
analiz z wykorzystaniem testu mikrojader w kombinacji z FISH, w ktérych wykazano, ze
25S rDNA czgsto bierze udziat w tworzeniu tych aberracji. Podsumowujac, zastosowanie
comet-FISH umozliwito poréwnanie udzialu ré6znych sekwencji DNA w powstawaniu
bezposrednich uszkodzenh DNA. Comet-FISH moze by¢ wykorzystany w wyjasnieniu
zalezno$ci pomiedzy strukturg chromatyny, a lokalizacja uszkodzen DNA w genomie
ro§lin. Wyniki badan znalazly szerokie zainteresowanie, wyrazone cytowaniem
publikacji, w takich czasopismach jak Chemosphere, Methods in Molecular Biology, czy
Oncology Reports, przez naukowcoOw wykorzystujacych w badaniach komorki
cztowieka.

Niezwykle istotny wynik powyzszych badan sktonit do podj¢cia kolejnych analiz,
ktérych celem bylo sprawdzenie, czy wyzsza wrazliwo$¢ genow 5SS rRNA w poréwnaniu
do genow 25S rRNA wykazana u C. capillaris jest gatunkowo specyficzna lub wynika z
liczby loci tych genow u tego gatunku. Ponadto badania rozszerzono wykorzystujac inne,
niz MH mutageny, zaréwno fizyczne jak i chemiczne. Metoda comet-FISH opracowana
dla gatunku modelowego Crepis capillaris zostala wykorzystana w poréwnawczych
badaniach efektu dzialania trzech mutagendow, stosowanych we wcze$niejszych
badaniach: hydrazydu kwasu maleinowego (MH), nitrozo-metylomocznika (MNU) oraz
promieniowania gamma w komorkach Hordeum vulgare (Kwasniewska i wsp. 2013,
Journal of Applied Genetics). Z wykorzystaniem comet-FISH z 5S/25S rDNA oraz
telomerowym/centromerowym DNA jako sondami analizowano uszkodzenia DNA oraz
kinetyke naprawy DNA w obrebie tych sekwencji. Analiza rozmieszczenia sygnalow
FISH o obrebie komet wykazata, Zze zaangazowanie poszczegdlnych sekwencji DNA w
tworzenie ogondw komet bylo rézne w zaleznosci od zastosowanego mutagenu. Jednak
wyniki badan udziatu poszczegolnych sekwencji DNA w tworzeniu ogondéw komet po
dziatania MH, MNU i promieniowania gamma potwierdzilty wczesniejsze wyniKi,
stwierdzajace wyzsza wrazliwos¢ 5S rDNA niz 25S rDNA na dzialanie MH w

komorkach C. capillaris. Pozwolito to na stwierdzenie, ze wyzsza wrazliwo$¢ 5S rDNA

12



niz 25S rDNA na dziatanie mutagendw nie jest gatunkowo specyficzna ani nie zalezy od
rodzaju mutagenu. Wykazano natomiast roznice we wrazliwosci 25S rDNA na rodzaj
zastosowanego mutagenu, mianowicie 25S rDNA bylo bardziej wrazliwe na dziatanie
mutagendw chemicznych, niz promieniowania gamma. Comet-FISH z telomerowym i
centromerowym DNA jako sondami wykazata, ze sekwencje telomerowe DNA s3
cze$cie] zaangazowane w tworzenie ogonoéw komet, niz sekwencje centromerowe,
wskazujace tym samym, ze peknigcia DNA wystepuja preferencyjnie w poblizu
terminalnych regionéw chromosomow. Taka lokalizacja miejsc peknig¢ DNA moze
wynika¢ z istnienia tzw. ‘hot spots’ w poblizu sekwencji telomerowych. Wyniki badan
udzialu wybranych regiondéw DNA w powstawanie peknig¢ DNA potwierdzity rezultaty
wezesniejszych badan ich zaangazowania w powstawanie aberracji chromosomowych.
Podsumowujac, potwierdzono, ze comet-FISH jest czulg technika szczegdtowej analizy
uszkodzen DNA 1 jego naprawy w obrebie specyficznych sekwencji DNA, 1 moze by¢
stosowany do stosowania w mutagenezie roslin do szczegdtowej oceny efektu dziatania
mutagenow.

Istnieje wiele czynnikow, ktore wplywaja na cytogenetyczny efekt dzialania
mutagenow. Efekt ten determinowany jest przez kilka czynnikéw, takich jak zdolnos¢
mutagendow do penetracji tkanek, komoérek i jadra komorkowego, czy rodzaj i dawka
mutagenu. Efekt genetyczny dziatania mutagenu jest rozny dla réznych gatunkow roslin,
a nawet odmian. Gatunkowe réznice we wrazliwosci na dziatanie mutagenow wydaja si¢
by¢ zwigzane z wielko$cig jadra komorkowego 1 zawartosci DNA. Istotng role w
odpowiedzi gatunku na mutagen odgrywa stopien kondensacji chromatyny i wielkos¢
genomu jadrowego (Underbrink i wsp. 1968). Z wptywem tych czynnikoéw na genetyczny
efekt dzialania mutagenu zwiazane sa dwie teorie: teoria ,,bodyguard” (Hsu, 1975) oraz
teoria ,,ABCW” (Plewa 1 wsp. 1983). Wedlug pierwszej z tych teorii heterochromatyna
konstytutywna moze chroni¢ euchromatyne przed dziataniem mutagenow.
Heterochromatyna podczas interfazy jest zlokalizowana w poblizu btony jadrowej petnigc
tym samym funkcj¢ absorbujaca dziatanie mutagenu. Teoria ,,ABCW” glosi, zZe
czestotliwos¢ mutacji indukowana mutagenami jest proporcjonalna do zawartos§ci DNA.
Szczegdlnie odpowiednimi modelami do weryfikacji powyzszych teorii sg gatunki roslin,
ktore charakteryzuja si¢ obecnoscig chromosoméw B. Dotychczasowe badania dotyczace
chromosomow B wykazaly, ze wptywaja one na wiele proceséw, m.in. kondensacje
chromatyny, aktywno$¢ transkrypcyjng i inne, jednak badania wptywu ich obecnosci na

poziom uszkodzen DNA w formie pgknig¢ nie jest znany. Prowadzone przed kilku laty
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badania wptywu chromosoméw B Zea mays na czestotliwo$¢ mutacji punktowych
indukowanych dziataniem metanosulfonianu etylu (EMS) wykazaly, Zze obecnos¢
chromosomoéw dodatkowych zwigksza wrazliwos¢ komoérek na dziatanie mutagenu
(Weber i wsp. 2007).

W ramach kontynuacji badan dotyczacych wrazliwosci jadrowego genomu
ro§linnego na dziatanie mutagendéw przeprowadzono badania wrazliwosci genomu w
obecnosci chromosomdéw B. Badania te sa pierwszym przykladem analizy korelacji
pomiedzy obecnos$cia chromosomow B 1 bezposrednimi uszkodzeniami DNA
powodowanymi przez mutageny. Analizy przeprowadzono w modelowym uktadzie
eksperymentalnym: obiektem badan byt Crepis capillaris (2n=6), z rdzng liczba
chromosomoéw B, od 0 do 3, a uszkodzenia DNA indukowane byty dziataniem mutagenu
chemicznego - MH. Analize poziomu uszkodzen genomowego DNA analizowano w
alkalicznej wersji testu kometowego. Podjeto rowniez badania udziatu genow 25S rRNA
w uszkodzeniach DNA z wykorzystaniem techniki comet-FISH (Kwasniewska i wsp.
2014, PLOS ONE). Wykazano, ze obecno$¢ chromosomow B ma znaczacy wpltyw na
poziom uszkodzen DNA indukowanych dziataniem MH. Poziom uszkodzen DNA byt
skorelowany z liczbg chromosomoéw B — znaczacy wzrost poziomu uszkodzen DNA
obserwowano u ro$lin z 3 chromosomami B. Wyniki te potwierdzajg istnienie zaleznosci
pomiedzy efektem dziatania mutagenu, a zawartoscig jadrowego DNA. W badaniach nie
potwierdzono zalozen teorii, gloszacej, ze heterochromatyna konstytutywna stanowi
bariere dla mutagendéw, chronigca euchromatyng. Obecno$¢ chromosoméw B w
komorkach somatycznych C. capillaris zwigksza calkowitg zawarto$¢ heterochromatyny,
ale fakt ten nie wptywa na zmiany w powstawaniu uszkodzen DNA. Analiza uszkodzen
DNA obejmujacych region 25S rDNA wykazala fragmentacje¢ w obrebie lub w poblizu
loci tych gendw, zlokalizowanych zar6wno w chromosomach A, jak i w chromosomach
B. Badania wykazaty, ze obecno$¢ chromosoméw B w komorkach C. capillaris wptywa
na poziom uszkodzen DNA obejmujacy obszar 25S rDNA. Wyzszg stabilno$¢ 25S rDNA
stwierdzono w komérkach bez chromosomow B, niz w komoérkach z chromosomami B.
W ocenie i poréwnaniu efektu dzialania réznych mutagendw, o roéznych dawkach
zastosowanych dla traktowania réznych gatunkéw 1 tkanek, jak i w badaniach
genotoksyczno$ci czynnikow srodowiskowych, wykorzystywane byly do tej pory testy
aberracji chromosomowych oraz testy oceny bezposrednich uszkodzen DNA (Grant i
wsp. 1994; Ma, 1999; Maluszynska, Juchimiuk, 2005; Natarajan 2005). Czestotliwo$¢

przemian chromosomowych dotychczas analizowano jedynie z zastosowaniem prostych
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nier6éznicujgcych barwien chromosomoéw, takich jak barwienie odczynnikiem Giemsy,
acetoorceing lub metoda Feulgena. Opracowanie w trakcie moich badan
cytomolekularnych narzgdzi analizy zmian w DNA i chromosomach indukowanych
mutagenami w materiale ro§linnym, oprocz znaczenia na gruncie badan podstawowych
stwarza takze potencjalng mozliwo$¢ ich wykorzystania aplikacyjnego w charakterze
czutych testow wczesnego wykrywania i oceny efektu dzialania Srodowiskowych

czynnikow genotoksycznych.

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wynikow mozna sformulowad

nastepujace wnioski:

1. Miejsca powstawania pgkni¢¢ chromosoméw w komodrkach roslinnych moga by¢
specyficzne dla réznych mutagenow i zaleze¢ od mechanizmu ich dziatania.

2. Sekwencje DNA charakteryzuja si¢ zroznicowang wrazliwo$cia na dzialanie
poszczegolnych mutagenow.

3. Istnieja réznice we wrazliwosci 5S rDNA i 25S rDNA na dziatanie mutagendw.
Chromosomy charakteryzujace si¢ obecnoscig loci 5S rDNA s3 zaangazowane w
tworzenie mikrojader cze$ciej, niz chromosomy z 25S rDNA. Istniejg réznice we
wrazliwosci sekwencji 5S rDNA 1 25S rDNA w odpowiedzi na traktowanie
mutagenem: geny 5S rRNA czesciej podlega fragmentacji niz geny 45S rRNA.
Wyzsza wrazliwos¢ 5S rDNA niz 25S rDNA na dzialanie mutagenéw nie jest
gatunkowo specyficzna i nie zalezy od rodzaju mutagenu. Uszkodzenia DNA w
formie peknig¢, indukowane dziataniem MH obejmujace 5S 1 25S rDNA, ulegaja
naprawie.

4. Udzial wybranych sekwencji DNA w powstawaniu uszkodzen DNA w formie
peknig¢ oraz powstawaniu aberracji chromosomowych jest podobny.

5. W obecnosci chromosomow B poziom uszkodzen DNA indukowanych dziataniem
mutagenu wzrasta. Podobnie, wrazliwo$¢ obszarow 25S rDNA byta wyzsza w

komorkach z chromosomami B.

Najwazniejszym wynikiem poznawczym badan przedstawionych jako osiggnigcie
naukowe jest stwierdzenie, ze wrazliwos¢ genomu roslinnego na dziatanie mutagenow
zalezy od rodzaju sekwencji DNA, w obrebie ktorej powstaje uszkodzenie DNA oraz od

rodzaju czynnika mutagennego.
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Z kolei najwazniejszym wynikiem metodycznym jest opracowanie metody comet-FISH
dla komorek roslinnych réznych gatunkéw oraz wykorzystanie jej w zainicjowanych

cytomolekularnych badaniach uszkodzen DNA w komorkach roslinnych.
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D) Oméwienie pozostalych osiagni¢e¢ naukowo-badawczych

Dziatalno$¢ naukowa rozpoczetam w ramach pracowni magisterskiej w 1995 roku, jako
studentka IV roku Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach. Prac¢ magisterskg wykonywatam pod kierunkiem prof. dr hab. Jolanty
Matuszynskiej w Katedrze Anatomii 1 Cytologii Roslin. W ramach pracy badatam
morfologi¢ kwiatu i struktur¢ systemu przewodzacego w elementach kwiatu mutanta
pistillata Arabidopsis thaliana. A. thaliana jest modelowym obiektem badan nad
genetyczng regulacjg morfogenezy kwiatu 1 innych organdéw. Rozmieszczeniu i strukturze
tkanek przewodzacych w kwiecie przypisuje si¢, jako cechom konserwatywnym
ewolucyjnie, szczegdlne znaczenie w okres§laniu tozsamosci organéw kwiatu. Poznano
kilkadziesigt gendéw bioragcych udzial w regulacji rozwoju kwiatu, w tym gen
PISTILLATA 1 (PI1), w ktorym mutacja prowadzi do braku precikow. Praca byta proba
pelnego opisania aberracji w budowie kwiatu roslin mutanta pistillata 1-1 oraz
zrozumienia zalezno$ci miedzy morfologia organow kwiatu i ich wzorami tkankowymi, z
uwzglednieniem zmienno$ci w budowie na poziomie osobnika, jak i kwiatostanu. Wyniki
badan przedstawitam w pracy magisterskiej ,,System przewodzacy i aberracje w budowie
organow kwiatowych mutanta pistillata Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.”, ktora
obronitam 4 lipca 1997 roku z wynikiem bardzo dobrym.

Po uzyskaniu stopnia magistra zostalam zatrudniona na okres 1 roku na etacie

asystenta w Katedrze Anatomii i Cytologii Ro$lin Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.
W tym okresie rozpoczg¢tam wstepne badania dotyczace efektéw dzialania mutagenow w
genomie ro$linnym.
1 pazdziernika 1998 roku zostalam przyjeta na stacjonarne studium doktoranckie przy
Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.
Rownoczesnie zostatam zatrudniona w Katedrze Anatomii 1 Cytologii Roslin na 'z etatu
asystenta. Jako doktorantka rozpoczetam badania w Katedrze Anatomii i Cytologii Roslin
pod kierunkiem prof. dr hab. Jolanty Maluszynskiej nad wrazliwoscia komorek
ro$linnych na dziatanie czynnikéw mutagennych.

W czasie realizacji pracy doktorskiej podjetam wspdtprace z Zaktadem Biologii
Radiacyjnej i Srodowiskowej, Instytutu Fizyki Jadrowej im. H. Niewodniczanskiego
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie, kierowanego przez prof. dr hab. Antoning
Cebulska-Wasilewska. W ramach wspotpracy podjetam badania dotyczace optymalizacji

dawek promieniowania X dla komorek C. capillaris. Wspoélpraca zostala rowniez
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nawigzana w celu wzbogacenia warsztatu badawczego obejmujgcego mutageneze roslin
Tradescantia: testu wloskow precikowych (Trad-SHM), oraz testu mikrojader (Trad-
MCN).

Rada Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska otworzyta przewdd doktorski 19
wrze$nia 2000 roku. Temat pracy doktorskiej brzmial ”Wrazliwos¢ komorek Crepis
capillaris ma dzialanie czynnikéw mutagennych”. Realizowany w ramach pracy
doktorskiej projekt =zostat zgloszony do Komitetu Badan Naukowych oraz
zakwalifikowany do realizacji, jako grant promotorski (Grant KBN nr 6PO4C 067 21,
2001-2003). Praca doktorska przedstawia wyniki badan dotyczacych wrazliwosci
komorek Crepis capillaris, w roznych uktadach in vivo i in vitro, na mutageny chemiczne
i fizyczne. W pracy badano, czy na efekt dzialania egzogennych czynnikéw w komorce
ma wplyw fakt, ze badana komorka jest czescig sktadowa rosliny, izolowanego organu,
czy odroznicowane] tkanki kalusowej. Do badan wybrano trzy typy czynnikow
r6znigcych si¢ mechanizmem dziatania:

- hydrazyd kwasu maleinowego (MH) — mutagen charakteryzujacy si¢ dziataniem w fazie
S cyklu komoérkowego

- promieniowanie X — mutagen fizyczny powodujacy peknigcia nici DNA

- oryzaling — zwigzek stosowany jako herbicyd, dziatajacy na mikrotubule w wyniku
czego moga powstawaé komorki poliploidalne i aneuploidalne.

Efekt dziatania tych czynnikow badano w komoérkach merystematycznych
wierzchotkow korzeni pierwotnych (uzyskanych z traktowanych nasion lub siewek), w
komorkach merystematycznych wierzchotkow korzeni hodowanych in vitro tzw. hairy
roots oraz tkanki kalusowej. Efekt dziatania stosowanych czynnikow analizowano
wykorzystujac proste, tradycyjne testy roslinne (test aberracji chromosomowych i
mikrojader, test wymiany siostrzanych chromatyd - SCE) oparte na tradycyjnych
metodach barwien chromosomow oraz inne, nowoczesne techniki takie jak elektroforeza
pojedynczych komorek - test kometowy, test TUNEL, badania fazy S cyklu
komorkowego z  wykorzystaniem immunnocytochemicznego wykrywania
zainkorporowanej  bromodeoksyurydyny,  badania  uktadu  mikrotubul, oraz
fluorescencyjng hybrydyzacje in situ (FISH). Badanie cytologicznego efektu dziatania
mutagendéw uzupeiniono obserwacjami morfologicznymi w skaningowym mikroskopie
elektronowym (SEM). Badania poréwnawcze dotyczace wpltywu badanych czynnikow na
komorki Crepis capillaris wykazaly istnienie réznic w ich wrazliwosci. Najwyzsza

wrazliwoscig charakteryzowaty si¢ komorki kalusa, nastepnie korzeni hodowanych in
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Vvitro, najnizszg - korzeni roslin. Wrazliwos¢ korzeni bedacych integralng czescig calej
ros§liny zalezata od sposobu traktowania: efekt dziatania byl wigkszy po traktowaniu
siewek, niz zarodk6w w nasieniu. Wykazana wysoka wrazliwo$¢ korzeni
transgenicznych hodowanych in vitro pozwala na wykorzystanie ich w badaniach nad
przebiegiem cyklu komoérkowego i przemianami chromosomowymi powstajagcymi pod
wplywem czynnikow mutagennych i stresowych, jak réwniez w testach szacowania
szkodliwosci czynnikéw genotoksycznych.

Zastosowane testy do oceny efektow dziatania stosowanych czynnikow
wykorzystujace metody cytogenetyki molekularnej pozwolily nie tylko na szczegdétowa
analize powstalych uszkodzen komorkowych, ale okazaly si¢ znacznie czulsze niz
tradycyjne testy. Test TUNEL, stosowany dotychczas jedynie w badaniach apoptozy,
znalazt zastosowanie w szybkim szacowaniu poziomu uszkodzen DNA w formie peknieé
powstajacych w wyniku dziatania mutagenéw lub kultury in vitro. Technika FISH,
dotychczas rzadko stosowana w mutagenezie ro$lin, umozliwita detekcj¢ niewielkich
aberracji chromosomowych oraz ich szczegotowa analize w komorkach dzielacych si¢
oraz w jadrach interfazowych.

Recenzentami w przewodzie doktorskim byty: prof. dr hab. Maria Olszewska
(Uniwersytet £.6dzki) i prof. dr hab. Maria Charzynska (Uniwersytet Warszawski).
Obrona pracy doktorskiej odbyla si¢ 18 wrzesnia 2002 roku. Stopien doktora nauk
biologicznych zostal zatwierdzony 20 wrzesnia 2002 roku. Rada Wydzialu Biologii
Ochrony Srodowiska jednomyslnie przyjeta wniosek obydwu Recenzentéow o
wyrdznienie rozprawy doktorskiej. W 2003 roku praca doktorska zostata wyrdzniona
przez JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach nagroda dla najlepszej pracy
doktorskiej. Poster prezentujacy wyniki badan pracy doktorskiej zostal nagrodzony przez
Komitet Naukowy podczas | Konferencji Polskiego Towarzystwa Biologii
Eksperymentalnej Ro$lin w 2003 roku (zajecie I miejsca w konkursie na najlepsze
doniesienie plakatowe). Wyniki badan przedstawione w pracy doktorskiej zostaly
opublikowane w roku 2005 w Mutation Research, Genetic Toxicology and
Environmental Mutagenesis (Juchimiuk, Maluszynska, 2005).

Po przeprowadzeniu postepowania konkursowego, od 1 pazdziernika 2002
zostalam zatrudniona w Katedrze Anatomii i Cytologii Ro$lin Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach na etacie adiunkta 1 kontynuowatam prace naukowg pod kierunkiem prof. dr.

hab. Jolanty Matuszynskie;.
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Jednym z kierunkéw badan realizowanych przeze mnie po uzyskaniu stopnia
doktora byly badania, stanowigce kontynuacje¢ prac prowadzonych w ramach pracy
doktorskiej, dotyczace efektu dziatania mutagendéw w genomie ros§linnym, obejmujace
analiz¢ bezposrednich uszkodzen DNA oraz rearanzacji chromosomowych. Drugi z
realizowanych kierunkéw prowadzonych przeze mnie badan obejmowat analize zmian w
genomie roslinnym w warunkach kultury in vitro jako czynnika stresowego. Istotny
kierunek moich zainteresowan naukowych zwigzany jest z oceng genotoksycznos$ci
czynnikéw srodowiskowych na podstawie badan zmian w chromosomach i DNA

komorek roslinnych.

Badania efektu dzialania mutagenéw chemicznych i fizycznych na genom jadrowy
roslin i DNA

Wstepne badania dotyczace efektu dziatania mutagenow chemicznych i fizycznych na
chromosomy i DNA prowadzone przeze mnie dotyczyly wykorzystania techniki
fluorescencyjnej  hybrydyzacji in  situ w szczegotowej analizie aberracji
chromosomowych w komorkach C. capillaris, indukowanych dziataniem mutagendw.
Technika FISH, dotychczas powszechnie stosowana w badaniach Katedry Anatomii i
Cytologii Roslin dotyczacych struktury 1 ewolucji genomu roslinnego zostata
wprowadzona do analiz aberracji chromosomowych indukowanych mutagenami.
Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w 2003 roku w czasopi$mie Folia Histochemica
et Cytobiologica (Maluszynska 1 wsp. 2003). W pracy przedstawiono przyktady detekcji i
szczegblowe] analizy mikrojader oraz aberracji chromosomowych w komorkach
dzielacych sie z wykorzystaniem FISH z telomerowym DNA oraz rDNA jako sondami.
Podsumowanie tych prac na tle aktualnej literatury bylo prezentowane na
miedzynarodowej konferencji — 3rd Croatian Congress of Toxicology, Plitvice, Croatia,
26-29 maj 2004, a nastgpnie opublikowane w 2005 roku w Archives of Industrial
Hygiene and Toxicolcogy (Maluszynska, Juchimiuk, 2005).

W latach 2002 1 2003 odbylam miesieczne staze w Laboratory of Mutation
Genetics, Institute of Experimental Botany w Pradze, kierowanym przez dr Tomasa
Gichnera, wybitnego eksperta w zakresie mutagenezy roslin, w tym techniki testu
kometowego w komorkach roslinnych. Staze te pozwolity mi udoskonali¢ technike testu
kometowego, a szczegodlnie etap izolacji jader komoérkowych oraz analizy wynikow,
nastepnie za§ umozliwily jej stosowanie dla rdéznego rodzaju materialu roslinnego,

takiego jak zarodki, korzenie, liscie oraz kalus. Szerokie doswiadczenie w z zakresie testu
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kometowego zdobyte w ramach powyzszych stazow utatwilo mi rowniez adaptacj¢ oraz
wdrozenie testu kometowego dla komoérek zwierzecych — neuroblastow konikdéw polnych
Chorthippus brunneus. Zaadaptowang metod¢ badawcza wykorzystatam w realizacji
grantu KBN nr 2 PO4G 006 27 ,,Wiek matki oraz stopien zanieczyszczenia srodowiska a
mozliwo$éci detoksykacyjne potomstwa konikéw z rodziny Acrinida” w ramach
wspotpracy z Katedrg Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach w latach 2004-2007. W
wymienionym powyzej grancie pelnitam role wykonawcy, a w ramach realizowanego
przeze mnie zadania badawczego analizowatam poziom uszkodzen DNA w komorkach
neuroblastow konikow polnych z terendw zanieczyszczonych cynkiem w wyniku
dziatalnosci przemystowej oraz terenéw nieskazonych. W celu zbadania wplywu procesu
adaptacji na poziom uszkodzen DNA, koniki te dodatkowo poddawano dziataniu cynku
w warunkach laboratoryjnych. Badania nie wykazaly istotnych réznic w poziomie
uszkodzen DNA w komorkach konikdéw z rejonéw czystych oraz zanieczyszczonych
zwigzkami cynku, jednak peknigcia DNA powstawatly w wyniku dziatania cynku, na
ktéry koniki narazone byty w warunkach laboratoryjnych. Po ekspozycji na cynk w tych
samych dawkach w warunkach laboratoryjnych poziom uszkodzen DNA byt nizszy w
komoérkach konikdéw z terendw czystych, niz zanieczyszczonych, pomimo podobnego
poziomu przed podaniem cynku. W $wietle otrzymanych wynikéw dyskutowano w
aspekty molekularnych mechanizméw obronnych u owadow podczas adaptacji na
dziatanie metali cigzkich. W eksperymentach, w ktérych koniki eksponowano na cynk w
warunkach laboratoryjnych wykazano zalezno$¢ pomigdzy st¢zeniem tego metalu, jego
zawarto$cig w komorkach neuroblastow i1 poziomem uszkodzen DNA. Wykazano, ze
poziom uszkodzen DNA mierzony w komorkach neuroblastow konikoéw polnych jest
odpowiednim parametrem oceny ekspozycji owaddéw na dzialanie metali cig¢zkich.
Wyniki badan realizowane w ramach grantu zostaly opublikowane w czasopi$mie
Comparative Biochemistry and Physiology (Augustyniak i wsp. 2006) oraz
zaprezentowane na konferencjach zagranicznych.

Doswiadczenie zdobyte w pracy z komorkami bezkrggowcoéw ulatwity adaptacje
metody testu kometowego dla komorek cztowieka. Przeprowadzitam analize
poréwnawczg wrazliwosci komorek roslinnych oraz cztowieka. W prowadzonych
dotychczas badaniach poréwnawczych wrazliwosci komoérek roslin 1 cztowieka
mutagenem traktowano komorki roslinne lub cate ro§liny. W przeprowadzonych przez

mnie badaniach wykorzystalam subkomorkowa wersje testu kometowego, w ktorej
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traktowaniu mutagenicznemu poddano izolowane jadra komorkowe lisci Nicotiana
tabacum oraz leukocyty. Wykazano wyzszg wrazliwos$¢ jader komoérkowych czlowieka
niz komodrek roslinnych, co zwigzane jest prawdopodobnie z réznicami w wielkosci i
innych cechach genomu, przyktadowo takimi jak stosunek zawarto$ci heterochromatyny
do euchromatyny. Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w czasopi$mie Folia
Histochemica et Cytobiologica (Juchimiuk i wsp. 2006).

Wyniki dotychczasowych badan i znajomo$¢ opracowanych technik zaowocowaty
zaproszeniem do wspOtpracy w ramach miedzynarodowego grantu “Physical mapping
technologies for the identification and characterization of mutated genes contributing to
crop quality”, ktorego celem bylo uzupehienie prowadzonych od wielu lat programow
hodowlanych zb6z dla ulepszenia ich jako$ci o charakterystyke mutantow z
zastosowaniem technologii fizycznego mapowania gendéw i innych technik, takich jak
markery molekularne. Poznanie ekspresji gendéw 1 ich fizycznej lokalizacji w
chromosomach miato umozliwi¢ selekcje dogodnych genotypoéw mutantdéw otrzymanych
w wyniku mutagenezy fizycznej i chemicznej. Grant ten, realizowany w latach 2002-
2008, finansowany byl przez Joint FAO/IAEA Division of Nuclear Techniques in Food
and Agriculture. W grancie pelitam funkcje kierownika i jednego z wykonawcow. W
ramach grantu realizowano zadanie badawcze ,,Mutagenesis and physical mapping of
genes in crops with small chromosomes”, w ramach, ktérego charakteryzowano efekt
dziatania mutagenow chemicznych i fizycznych w genomie roslinnym z zastosowaniem
nowoczesnych technik cytogenetyki molekularnej. W ramach badan analizowano
korelacje pomiedzy poziomem pegknig¢ DNA a czgstotliwoscig  aberracji
chromosomowych po traktowaniu mutagenami fizycznymi (promieniowaniem gamma) i
chemicznymi (MH i MNU) w komorkach korzeni H. vulgare. Wykazano istnienie
korelacji pomigdzy wynikami testow: kometowego i aberracji chromosomowych po
dziataniu promieniowania gamma, podczas gdy po traktowaniu mutagenami
chemicznymi nie obserwowano wyraznej zaleznosci pomig¢dzy poziomem uszkodzen
DNA 1 czestotliwos$cia aberracji chromosomowych. Wyniki wskazuja, ze test kometowy
moze stanowi¢ alternatywe dla testu aberracji chromosomowych w celu oceny uszkodzen
DNA w genomie roslinnym po dziataniu czynnikéw fizycznych. Ponadto, opracowano
metody analizy poziomu pegknig¢ DNA w teScie kometowym 1 czgstotliwosci jader
komoérkowych z peknigciami DNA w tescie TUNEL w komorkach zarodkéw jeczmienia,
w celu wykorzystania ich w ocenie dziatania mutagen6w na wczesnych etapach rozwoju

ro$liny. Podj¢te badania miaty réwniez na celu stworzenie map cytogenetycznych dla
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gatunkow roslin z matymi chromosomami, takimi jak gatunki z rodzaju Chenopodium i
Brassica, z wykorzystaniem FISH z r6znymi sekwencjami DNA: klonami BAC oraz
sekwencjami DNA podobnymi do retroelementow i transpozonéw jako sondami. W
ramach projektu uczestniczylam w czterech “Coordinating Meetings” w: Wiedniu (2
spotkania), Reykjaviku i Cordobie (Argentyna) prezentujac w formie ustnych wystgpien
rezultaty badan czlonkéw zespotu realizujacego grant. Wyniki projektu zostaty
opublikowane w cyklicznie ukazujacym si¢ wydawnictwie IAEA (Juchimiuk-
Kwasniewska i wsp. 2011). W ramach projektu w 2003 roku uczestniczytam w
tygodniowym kursie “Fluorescent in situ hybridization” w IAEA Laboratories w
Seibersdorfie organizowanym przez International Atomic Energy Agency, Joint
FAO/IAEA Division of Nuclear Techniques in Food and Agriculture. Uczestnictwo w
kursie pozwolito mi udoskonali¢ techniki cytogenetyki molekularnej, a szczegolnie
fluorescencyjng hybrydyzacje in situ.

W trakcie trwania projektu “Mutagenesis and physical mapping of genes in crops
with small chromosomes” nawigzatam wspolprace z Multidisciplinary Institute of Plant
Biology (Imbiv) w Cordobie (Argentyna). Podj¢te wspolne badania dotyczyty okreslenia
somatycznego i genetycznego efektu dziatania promieniowania jonizujacego w
komorkach Capsicum baccatum w celu okreslenia optymalnych dawek tego mutagenu
dla otrzymania korzystnych linii hodowlanych tego gatunku w programach opartych o
mutageneze fizyczng. Sposrod zastosowanych dawek promieniowania jonizujacego: 20
Gy z poprzedzajacym napromieniowanie moczeniem nasion w wodzie, 100, 200 oraz 300
Gy, dawka najnizsza z moczeniem nasion powodowata w roslinach C. baccatum
pokolenia M1 najstabszy efekt somatyczny oraz indukowata uszkodzenia DNA w formie
peknigc 1 aberracje chromosomowe z najwyzsza czestotliwo$cig w poréwnaniu do innych
dawek. W zwigzku z otrzymanymi wynikami dawka 20 Gy promieniowania
jonizujacego, z poprzedzajacym napromieniowanie moczeniem nasion w wodzie byla
rekomendowana, jako optymalna dla planowanych programéw hodowlanych C.
baccatum. Wyniki wspdlnych badan zostaty opublikowane w Applied Radiation and
Isotopes (Scaldaferro i wsp. 2013).

W roku 2012 zostatam wiaczona, jako wykonawca w prace prowadzone w zespole
prof. dr hab. Roberta Hasteroka w ramach projektu badawczego Maestro (NCN, DEC-
2012/04/A/NZ3/00572, 2012-2017) dotyczacego organizacji roslinnego genomu
jadrowego z perspektywy badan cytomolekularnych. Gtéwnym celem catego projektu

jest kompleksowa analiza struktury, dynamiki i ewolucji ro§linnego genomu jadrowego
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na poziomie cytogenetycznym i molekularnym, wykorzystujaca do tego celu uktad
modelowy, obejmujacy wybrane gatunki Brachypodium ze szczeg6lnym uwzglednieniem
B. distachyon. W badaniach planowane jest zastosowanie B. distachyon, jako organizmu
modelowego w analizach stabilnos$ci genomu roslinnego poddanego dziataniu fizycznych
1 chemicznych czynnikdw mutagennych. Mozliwo$¢ zastosowania zaawansowanych
narz¢dzi badawczych, umozliwiajacych wykorzystanie dobrze scharakteryzowanych
specyficznych ~ chromosomowo  markerow  cytogenetycznych  (przyktadowo,
zawierajacych sekwencje unikatowe duzych wstawek jadrowego DNA w klonach BAC),
dotyczy jedynie znikomej liczby gatunkow, stad tez badania maja charakter pionierski.
Dostepna dla B. distachyon zaawansowana infrastruktura metodyczna, w polaczeniu z
niskg u tego gatunku liczbg chromosoméw oraz niewielkim, zsekwencjonowanym
genomem  jadrowym  stwarza mozliwos¢  szczegdétowych  analiz  aberracji
chromosomowych oraz mikrojader, be¢dacych efektem dziatania mutagenow. W
przypadku B. distachyon powinno to pozwoli¢ nie tylko na identyfikacj¢ nawet bardzo
matych, niemozliwych do wykrycia w przypadku innych roslinnych testow aberracji
chromosomowych, ale by¢ moze takze przyczyni¢ si¢ do precyzyjnej lokalizacji w
chromosomach miejsc szczegdlnie wrazliwych (tzw. hot spots) na dziatanie okreslonych
mutagenow. Wyniki moga mie¢ istotne znaczenie dla doglebnego poznania
mechanizmoéw dziatania zastosowanych mutagendw na genom roslinny. Wstepne wyniki
tych badan, stwierdzajgce pordéwnywalnie wysoka wrazliwo$¢ komorek B. distachyon z
komorkami innych gatunkow roslin (przyktadowo C. capillaris) zostaty zaprezentowane
w formie komunikatow ustnych oraz posterowych na konferencjach migdzynarodowych,
a kolejne badania z wykorzystaniem techniki BAC-FISH s3 w toku. W ramach
kontynuacji badan dotyczacych badan wrazliwosci genomu Brachypodium i jego
wykorzystania w testach genotoksycznosci ztozytam do Narodowego Centrum Nauki
projekt OPUS ,,Wrazliwos¢ genomu Brachypodium distachyon na dziatanie mutagenow”,
ktory obecnie jest rozpatrywany. Rozpoczgte badania w ramach projektu Maestro
obejmuja analizy efektow dzialania mutagenéw na chromosomy, podczas gdy celem
planowanego kolejnego projektu jest okreslenie wrazliwosci genomu jadrowego B.
distachyon na dzialanie czynnikow mutagennych na podstawie ilosciowej analizy
poziomu uszkodzen DNA w postaci pgkni¢¢ oraz sprawnos$ci systemow naprawczych z
wykorzystaniem testu kometowego. Ponadto planowana jest jakoSciowa analiza
uszkodzen DNA z wykorzystaniem metody comet-BAC-FISH w celu zbadania

ewentualnego preferencyjnego udziatu poszczegdlnych catych chromosomow lub ich
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fragmentéw w powstawaniu uszkodzen DNA po dzialaniu mutagenoéw fizycznych i

chemicznych.

Badania zmian w genomie roslinnym w warunkach kultury in vitro jako czynnika
stresowego

Rownolegle z opisanymi wyzej badaniami, nalezacymi do glownego nurtu moich
zainteresowan naukowych, prowadzitam badania zmian w genomie roslinnym w kulturze
in vitro, jako czynnika stresowego, powodujagcego uszkodzenia DNA oraz
chromosomow. Tkankowe i komdrkowe kultury in vitro sg szeroko stosowane nie tylko
w hodowli 1 produkcji ro$lin, ale réwniez maja duze znaczenie w badaniach
podstawowych dotyczacych regulacji funkcji genéw oraz struktury genomu. W zwigzku z
tym istnieje potrzeba szczegdtowych badan, prowadzacych do poznania mechanizméw
powstawania przemian w genomach jadrowych komorek w kulturach in vitro. Obiektami
modelowymi w prowadzonych badaniach sg A. thaliana i C. capillaris. Pierwszy z
wymienionych gatunkéw charakteryzuje si¢ niestabilno$cia chromosomowsg o0raz
wysokim poziomem ploidalnos$ci komorek kalusa w bardzo wczesnych etapach kultury,
podczas gdy kalus C. capillaris pozostaje diploidalny w trakcie dtugiego czasu kultury,
pomimo wystepowania przemian w strukturze chromosomow. W latach 2005-2007
bralam udziat, jako wykonawca, w realizacji grantu "Mechanizmy poliploidyzacji w
komorkach Arabidopsis thaliana” (grant KBN 2PP4C 088). W ramach projektu
przeprowadzono badania dotyczace poliploidyzacji i innych przemian zachodzacych w
genomie podczas kultury in vitro kalusa wyprowadzonego z lisci diploidalnych i
tetraploidalnych roslin A. thaliana. Badania obejmowaty okreslenie zaleznosci pomigdzy
wzorem endoreduplikacji eksplantatu lisciowego, a wzorem poliploidyzacji otrzymanego
kalusa. Analizowano poziom poliploidalno$ci na poszczegodlnych etapach kultury kalusa
w oparciu o badania zawartoSci DNA w jadrach izolowanych z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego, liczby chromosomow w komorkach mitotycznych, liczby
chromocentréw i sygnatow FISH z sonda centromerowg pAL1 w jadrach interfazowych.
Badania obejmowaty rowniez analiz¢ przebiegu zaburzen mitozy w komorkach kalusa na
podstawie obserwacji wrzeciona kariokinetycznego i cytokinetycznego. W ramach
prowadzonych przeze mnie badan podjetam probe wyjasnienia, czy programowana
smier¢ komorkowa jest zjawiskiem wystepujacym w kalusie, 1 czy zachodzi czescie] W
komorkach poliploidalnych, prowadzac do ich eliminacji. Opracowanie metod badania

uszkodzen DNA w formie peknigc - testu kometowego i testu TUNEL dla komorek lisci i
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kalusa A. thaliana umozliwito szacowanie czestotliwo$ci jader komorkowych z
peknieciami DNA oraz analiz¢ poziomu fragmentacji DNA. Analizie poddano komorki
eksplantatow liSciowych diploidalnych 1 tetraploidalnych roslin oraz powstajacego
kalusa. Badania wykazaly wzrost poziomu uszkodzen DNA oraz wzrost czestotliwosci
jader komoérkowych z uszkodzeniami DNA po wylozeniu eksplantatu na pozywke
indukujaca powstawanie kalusa w pierwszym tygodniu kultury - do 7 dnia, w poréwnaniu
do wyjsciowej tkanki liscia. W kolejnych dniach kultury obserwowano wyrazne
obnizenie poziomu uszkodzenh DNA w komorkach eksplantatu 1 powstajacego kalusa, w
poréwnaniu do poziomu obserwowanego w pierwszym tygodniu kultury. W celu
sprawdzenia obecnosci komorek podlegajacych programowanej $mierci komoérkowej
(PCD) w trakcie kultury in vitro przeprowadzono analiz¢ komoérek eksplantatu oraz
tworzacego si¢ kalusa z zastosowaniem metody z wykorzystaniem aneksyny V z
jednoczesnym barwieniem jodkiem propidyny. Wykazano, ze wigkszo$¢ komorek
eksplantatu i powstajacego kalusa, pomimo wystgpowania uszkodzen DNA byla zywa i
tylko pojedyncze komoérki podlegaly PCD. Sporadycznie obserwowano komorki
nekrotyczne. Wyniki badan zostaty opublikowane w roku 2007 w Plant Cell Reports
(Fras i wsp. 2007).

W przeciwienstwie do kultury A. thaliana, komoérki kalusa C. capillaris przez jeden
rok trwania kultury in vitro charakteryzuja si¢ stabilnoscia na poziomie diploidalnym.
Badania zachowania komorek tego gatunku w kulturze in vitro dotyczyly analizy
aberracji chromosomowych oraz poziomu ploidalnosci i dotychczas nieprowadzonych
badan bezposrednich uszkodzen DNA w formie peknig¢ w komorkach tego kalusa.
Prowadzone przez mnie badania wykazaty, ze poziom uszkodzen DNA w komorkach
kalusa C. capillaris analizowany w tescie kometowym wzrastat istotnie w 4 miesigcu
kultury. Wynik ten w $wietle wczesniejszych rezultatow moze wskazywacé, ze nie
wszystkie powstajace peknigcia DNA byty naprawiane i w zwiazku z tym prowadzily do
powstania aberracji chromosomowych, obserwowanych we wcze$niejszych badaniach.
W zwiazku z tym, ze komoérki C. capillaris sg stosunkowo stabilne genetycznie w trakcie
kultury in vitro, moga one stanowi¢ dogodny obiekt badan wptywu réznych warunkow
kultury, w tym wptywu regulatorow wzrostu na ich stabilnos¢. Przeprowadzono
szczegoblowe badania analizy poziomu uszkodzen DNA, aktywnosci mitotycznej oraz
poziomu ploidalnosci kalusa C. capillaris hodowanego na pozywkach o réznej
koncentracji regulatorow wzrostu: auksyny — NAA (kwasu naftylo-1-octowego) i

cytokininy — kinetyny. Zastosowano trzy pozywki o roéznej kombinacji regulatorow
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wzrostu: 6,0 mg/dm™ NAA i 0,6 mg/dm™ kinetyny (skfad standardowy), 6,0 mg/dm™
NAA i 1,2 mg/dm™ kinetyny, 0 mg/dm™® NAA i 1,2 mg/dm™ kinetyny. Poziom
uszkodzen DNA w komorkach kalusa zalezal od koncentracji regulatoréw wzrostu.
Modyfikacje regulatoréw wzrostu powodowaly zmiany w poziomie uszkodzen DNA w
stosunku do kalusa hodowanego na pozywce o standardowym zawartosci regulatorow
wzrostu: 6,0 mg/dm™> NAA i 0,6 mg/dm™ kinetyny. Komérki kalusa o najwyzszym
poziomie uszkodzen DNA obserwowano w obecno$ci wysokich stezen cytokininy przy
braku auksyny. Potwierdza to uszkadzajagce DNA dziatanie cytokininy w komorkach
roslinnych, opisywane wczesniej w literaturze. Wysokiemu poziomowi uszkodzen DNA
w komorkach kalusa towarzyszyto obnizenie aktywnosci mitotycznej komorek kalusa.
Wykazano, ze kalus krotkoterminowy jest bardziej wrazliwy na zmiany w zawartosci
auksyny 1 cytokininy, niz kalus dlugoterminowy, co przejawialo si¢ wyzszym poziomem
uszkodzen DNA. Wynik ten mozna tlumaczy¢ wystepowaniem zjawiska habituacji.
Wszystkie zmiany w standardowych koncentracjach auksyny i cytokininy prowadzity do
zmian poziomu ploidalnosci komorek kalusa, przejawiajacych si¢ zwickszeniem liczby
pikdéw na histogramach uzyskanych w wyniku analizy w cytometrze przeptywowym. Na
podstawie uzyskanych wynikéw wykazano przydatnos¢ kultury kalusa C. capillaris, jako
modelu w badaniach wptywu warunkéw kultury na stabilno§¢ genomu roslinnego w
warunkach kultury in vitro. Wyniki badan zostaly opublikowane w Acta Biologica

Cracoviensia Series Botanica (Kwasniewska i wsp. 2012).

Badania zmian w genomie roslinnym w ocenie genotoksycznosci czynnikow
srodowiskowych

Nowe techniki, wykorzystywane dotychczas w badaniach zmian w genomie ro$linnym
indukowanych dziataniem réznych czynnikéw stresowych, obejmujacych zwiazki
mutagenne i warunki kultur in vitro, zastosowano do opracowania molekularnych testow
badania genotoksycznosci. Testy te, wraz z tradycyjnymi metodami badania
chromosomow, wykorzystatam w ocenie genotoksyczno$ci czynnikow $rodowiskowych.
W ramach prowadzenia badan zwigzanych z monitoringiem czynnikoéw $rodowiskowych
z wykorzystaniem testow roslinnych nawigzatam wspotprace z kilkoma krajowymi
instytutami i os$rodkami naukowymi: Gtéwnym Instytutem Gornictwa (GIG) w
Katowicach, Instytutem Ekologii Terenow Uprzemystowionych (IETU) w Katowicach,
Zakladem Badan Srodowiska Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, oraz

Gornoslaskim Przedsigbiorstwem Wodociaggow w Katowicach.
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Wspotpraca z Gornoslaskim Przedsigbiorstwem Wodociggow w Katowicach
zostala nawigzana w celu okreSlenia potencjalnej genotoksyczno$ci wod Zbiornika
Goczatkowice, rezerwuaru wody pitnej dla obszaru Gornego Slaska oraz rzeki Rawy
(Kwasniewska i wsp. 2013). W badaniach wykorzystano test mikrojgder Tradescantia
oraz test C. capillaris z zastosowaniem korzeni hodowanych in vitro - hairy roots,
ktorych wysoka wrazliwos$¢ na dziatanie mutagenow wykazano w pracy doktorskiej.

W ramach wspotpracy z GIG w Katowicach w 2011 roku wykonatam badania
dotyczace cyto- 1 genotoksycznego efektu dziatania osadow glebowych w komorkach
wybranych gatunkéw roélin z rejondéw Gornego Slaska o duzym zanieczyszczeniu radem
oraz terenow referencyjnych. Wykazano cyto— i genotoksyczny efekt dziatania badanych
probek osadow glebowych z terenéw pokopalnianych, charakteryzujacych si¢ réznym
stopniem skazenia Ra226 1 Ra228. Wyniki badan wskazuja, ze wystgpujace na Gérnym
Slasku radioaktywne skazenia §rodowiska, wywotane dziatalnoscia przemystowa, wcigz
moga stanowi¢ zagrozenia dla organizméw zywych. Potwierdzono wyniki
wezesniejszych badan prowadzonych miedzy innymi w badaniu wptywu skazen
radioaktywnych na genom ro§linny po Kkatastrofie w Czarnobylu, wskazujace, zZe
zastosowany w badaniach test Allium jest czula metoda oceny genotoksycznosci i
cytotoksycznosci skazen promieniotworczych. Test Allium moze by¢ rowniez stosowany
w ocenie wptywu niskich dawek promieniowania, wystepujacych na Gérnym Slasku,
jako skazenie poprzemystowe. Analizy przeprowadzono w ramach projektu PORANO
,Survey of the impact of enhanced natural radioactivity on human and natural
environment” (No. PNRF-192-Al-1/07) koordynowanego przez GIG.

W tym samym roku nawigzalam wspolprace z Instytutem Ekologii Terenow
Uprzemystowionych (IETU) w Katowicach oraz Zaktadem Badan Srodowiska
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Przeprowadzone wspdlne badania dotyczyty
oceny toksycznosci odciekéw komunalnych oraz wod powierzchniowych z rejonu
Gornego Slaska, oraz poréwnania wrazliwosci testow bakteryjnych i roélinnych w
srodowiskowych badaniach genotoksycznosci. Prowadzone przeze mnie badania
naukowe obejmowaty analizy cytologiczne efektu cytotoksycznego oraz klastogennego z
wykorzystaniem ro$linnych testow S$rodowiskowych. Obok tradycyjnych metod
barwienia chromosomow w przeprowadzonych analizach genotoksycznosci badanych
zwigzkow wykorzystano rowniez metody cytogenetyki molekularnej, takie jak test
TUNEL. Na podstawie przeprowadzonych analiz genotoksycznosci odciekéw wykazano

wyzszg wrazliwo$¢ testu roslinnego — testu Allium niz testow bakteryjnych: testu Amesa i
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testu umu. Wskazuje to na bardzo wysoka wrazliwo$¢ testu Allium oraz uzasadnia jego
wykorzystanie w badaniach cieklych zanieczyszczen miejskich 1 przemystowych.
Pomimo réznic we wrazliwosci wykazano korelacje wynikoéw testu bakteryjnego Amesa i
testu Allium — obydwa testy wskazuja na bardzo wysokg genotoksycznos$¢ jednego z
dwudziestu dwoch analizowanych odciekéw. W pracy wykazano zalezno$¢ pomiedzy
chemicznym sktadem odciekdéw a obserwowanym efektem genotoksycznym, co wskazuje
na fakt, ze analizy chemiczne i badania efektu na poziomie genomu powinny by¢
jednoczesnie stosowane w monitoringu $rodowiska. Wspotpraca z tymi dwoma
instytucjami naukowymi zaowocowala publikacja naukowg w Ecotoxicology and
Environmental Safety (Kwasniewska i wsp. 2012) oraz doniesieniem konferencyjnym.
Inne wspélne badania dotyczyly oceny chemicznej, mikrobiologicznej oraz
toksykologicznej podziemnych kopalnianych wod poprocesowych poddawanych
procesowi gazyfikacji, z wykorzystaniem mikroorganizméw oraz roslin. Wody
poprocesowe zawierajag w swoim sktadzie wiele zwigzkow toksycznych, organicznych i
nieorganicznych. Wykazano silng toksyczno$¢ tych wod w testach roslinnych - tescie
Vicia, oraz testach bakteryjnych - Microtox®, Spirotox, i tescie Daphnia magna. Praca
przedstawia mozliwo$ci oceny zagrozenia Srodowiskowego dla organizmoéw zywych,
powodowanego przez wody pokopalniane. Stosowana dotychczas ocena zagrozenia
oparta byta tylko na analizach chemicznych. Zintegrowane zastosowanie metod
charakterystyki chemicznej, mikrobiologicznej oraz toksykologicznej pozwala ocenié
zagrozenie wynikajace z obecnosci wod poprocesowych w srodowisku. Wyniki badan
zebrane zostaty w formie publikacji zatytulowane; “Assessment of chemical,
microbiological and toxicological aspects of post-processing waters from underground
coal gasification process”, wystanej do recenzji do czasopisma Ecotoxicology and
Environmental Safety. Wspotpraca ta jest nadal kontynuowana - obecnie prowadzone sa
wieloletnie cykliczne badania genotoksycznosci wod ze zbiornika wodnego Kalina z
rejonu Gornego Slaska, charakteryzujacych sig przekroczeniami wszystkich parametrow
chemicznych, a w szczegolnosci fenoli, i poddawanego obecnie wieloletniej rekultywacji.
Coroczna ocena genotoksycznosci wod pozwoli oszacowaé postep prowadzonej
rekultywacji zbiornika.

Wiedze 1 doswiadczenie w zakresie badan zmian w genomie ro$linnym
powstajacych w wyniku dziatania §rodowiska wykorzystatam w przygotowaniu wyktadu
popularyzacyjnego nauke zatytulowanego ,,Obraz genomu ros$lin zwierciadtem stanu

naszego S$rodowiska”, ktory wyglositam w 2004 roku w ramach cyklicznych
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interdyscyplinarnych wyktadow ,,Problemy $rodowiska i jego ochrony” organizowanych
przez Centrum Studiéw nad Czlowiekiem i Srodowiskiem Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach. Prezentowane zagadnienia zostaly opublikowane w cyklicznym
wydawnictwie Uniwersytetu Slaskiego (Maluszynska, Juchimiuk, 2004).

Szczegotowe protokoty roslinnych testow badania genotoksyczno$ci czynnikow
srodowiskowych wraz z aktualnym przegladem dostgpnej literatury opublikowano w
,,Bioassays in plant cells for improvement of ecosystem and human health” (2003, eds.
Maluszynska J, Plewa M). Ksigzka ta wukazala si¢ w rezultacie workshopu
zorganizowanego w ramach 5 Ramowego Programu ,,Confirming the International Role
of Community Research” — INCO, oraz programu badawczego ,,Improving the quality of
life and management of living resources”. Dwa sposrod rozdziatéw czegsci metodycznej
sa mojego wspotautorstwa: ,,Sister chromatid exchanges test (SCE)” (Juchimiuk,
Maluszynska, 2003a) oraz ,,Detection of DNA fragmentation caused by chemical
mutagens in TUNEL test” (Juchimiuk, Maluszynska, 2003b).

Zupehie nowy kierunek podjetych przeze mnie badan zwigzany byl z realizacja
Grantu JM Rektora US we wspélpracy z Katedrg Genetyki US, przyznanego w roku
2006, ktorego celem byta adaptacja metody hybrydyzacji RNA-RNA in situ do badan z
zakresu genomiki funkcjonalnej roslin. Projekt mial na celu adaptacje metody
hybrydyzacji RNA-RNA in situ do badan z zakresu genomiki funkcjonalnej roslin
prowadzonych w Katedrze Genetyki Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska US.
Prowadzone dotychczas badania zwigzane z analizg ekspresji gendow podczas procesow
morfogenezy roslin limitowane byly koniecznoscig pracy na RNA izolowanym z catych
organdw. Technika hybrydyzacji RNA-RNA in situ pozwala na doktadng lokalizacje
transkryptow genow na poziomie tkankowym i1 komorkowym. W toku prowadzonych
wczesniej badan dotyczacych identyfikacji genetycznych podstaw morfogenezy
wlosnikoéw jeczmienia zidentyfikowano i sklonowano gen HVEXPB1 oraz wykazano jego
rolg w procesie inicjacji ich rozwoju. Wyniki hybrydyzacji RNA-RNA in situ pozwolity
na jednoznaczne stwierdzenie, ze ekspresja genu ogranicza si¢ wylacznie do komorek
wlosnikowych a tym samym potwierdzenie roli genu HYEXPB1 w procesie morfogenezy
wtosnikow jeczmienia. Opracowane standardy metody hybrydyzacji RNA-RNA in situ
pozwolilty na zapoczatkowanie badan dotyczacych genomiki funkcjonalnej roslin z
analizag ekspresji genow na poziomie komorki i1 organu. Wyniki badan zostaly

opublikowane w Journal of Plant Physiology (Kwasniewski i wsp. 2013).
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Czeg$¢ przedstawionych powyzej badan byla realizowana w ramach 8 grantow
finansowanych ze zrodet krajowych: Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
Komitetu Badan Naukowych oraz Narodowego Centrum Nauki, oraz zrédet

zagranicznych. W dwoch grantach pethitam role kierownika projektu.

1. Grant KBN nr 6PO4C 067 21— (promotorski) - Wrazliwo$¢ komorek Crepis capillaris
na dziatanie czynnikow mutagennych. Czas realizacji 2001-2003 — gtéwny wykonawca

2. Dotacja KBN w ramach SPB do projektu - Mutagenesis and physical mapping of
genes in crops with small chromosomes. Czas realizacji 2002-2006 — wykonawca

3. Grant Joint FAO/IAEA Division of Nuclear Techniques in Food and Agriculture -
Mutagenesis and physical mapping of genes in crops with small chromosomes. Czas
realizacji 2002-2008 - kierownik projektu i wykonawca

4. Grant KBN 2PP4C 088 - Mechanizmy poliploidyzacji w komorkach Arabidopsis
thaliana. Czas realizacji 2005-2007 — wykonawca

5. Grant KBN nr 2 PO4G 006 27 - Wiek matki oraz stopien zanieczyszczenia srodowiska
a mozliwosci detoksykacyjne potomstwa konikow z rodziny Acrinida. Czas realizacji
2004-2007 — wykonawca

6. Grant MNiSW nr 3178/B/P01/2011/40 - Cyto-molekularne testy roslinne w analizie
efektu genotoksycznego po dziataniu czynnikow abiotycznych. Czas realizacji 2011-2014
- kierownik projektu

7. Projekt PORANO we wspotpracy z Gléwnym Instytutem Goérnictwa w Katowicach —
Survay of the impact of enhanced natural radioactivity on human and natural
environment. Czas realizacji 2011- zamowienie w ramach pracy ushugowej dla
Uniwersytetu Slaskiego zatytutowanej ,,Analiza cyto- i genotoksycznego efektu dziatania
osadow z rejonu Gérnego Slaska w komérkach roslinnych”.

8. Grant NCN nr 2012/04/A/NZ3/00572 Maestro - Struktura, dynamika i ewolucja
roslinnego genomu jadrowego z perspektywy badan cytomolekularnych. Czas realizacji
2012-2016 — wykonawca
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Moja praca naukowa zostata nagrodzona przez JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w

Katowicach oraz Polskie Towarzystwo Biologii Eksperymentalnej Ro$lin:

2003 Nagroda Naukowa Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach za
wyrdzniajgcg si¢ prace doktorska ,,Wrazliwos¢ komorek Crepis capillaris na

dziatanie czynnikéw mutagennych”

2003 Indywidualna Nagroda Rektora Uniwersytetu Slaskiego II stopnia za dziatalno$é
naukowo-badawcza

2003 Nagroda za zajecie I miejsca w konkursie na Najlepsze doniesienie Plakatowe na
I Konferencji Polskiego Towarzystwa Biologii Eksperymentalnej Ro$lin za
badania o tematyce ,,Wrazliwo$¢ komoérek Crepis capillaris na dziatanie
czynnikow mutagennych”

2006 Zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach | stopnia za
dziatalno$¢ naukowo- badawcza

2007 Zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach | stopnia za
dziatalno$¢ naukowo- badawcza

2008 Indywidualna Nagroda Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach Il stopnia
za dzialalno$¢ naukowo- badawcza

2013 Indywidualna Nagroda Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach |1 stopnia
za dziatalno$¢ naukowo- badawcza

Zdobyty w trakcie pracy naukowej warsztat badawczy byl nastepnie wykorzystany w
dziatalnos$ci dydaktycznej i organizacyjnej. W latach 2001-2014 bytam opiekunem
naukowym lacznie 13 studentow wykonujacych prace magisterskie, oraz promotorem 8
prac licencjackich. Bylam réwniez opiekunem studenta odbywajacego w Katedrze
Anatomii 1 Cytologii Roslin praktyki zawodowe. Opracowane metody badan zostaty
wykorzystane w pracy dydaktycznej w trakcie prowadzenia zaj¢¢ ze studentami z
przedmiotow: Cytogenetyka ro$lin (kKierunek biotechnologia), cytogenetyka molekularna
(kierunek biotechnologia), biologia komorki (kierunek biotechnologia), mutageneza
roslin uprawnych (kierunek biotechnologia), pracownie licencjackie, specjalistyczne i
magisterskie. W 2011 roku bytam cztonkiem Komitetu Naukowego I Ogdlnopolskiego
Zjazdu Mtlodych Biotechnologow organizowanego w ramach realizacji projektu
,»Atrakcyjna i Innowacyjna Biotechnologia — ATRINBIOTECH” na Wydziale Biologii i
Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Zdobyte do$wiadczenie
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pozwolito pehi¢ role wyktadowcy w czasie miedzynarodowego kursu ,,Bioassays in
plant cells for improvement of ecosystem and human health” zorganizowanego w
Katedrze Anatomii i Cytologii Ro$lin w ramach 5 Ramowego Programu ,,Confirming the
International Role of Community Research”.

Bylam recenzentem kilku prac naukowych w takich czasopismach jak: Journal of
Applied Genetic, Plant Biosystems, Chemosphere, Acta Biologica Cracoviensia series

Botanica, Environmental and Experimental Botany.

Reasumujac na caly dorobek naukowy sklada sie:

e 21 prac o tgcznym IF= 28,291 i 423 pkt MNISW
- prace stanowigce osiaggnigcie naukowe — 6 (rozdziat 1.3.B)

- pozostale prace — 15

1. Maluszynska J, Juchimiuk J, Wolny E. 2003. Chromosomal aberrations in Crepis
capillaris cells detected by FISH. Folia Histochemica et Cytobiologica Vol. 41, No. 2,
pp. 101-104.

IF - 0,902, Pkt MNiSW — 13, cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge- 10

2. Juchimiuk J, Maluszynska J. 2003a. Sister chromatid exchanges test (SCE). In:
“Bioassays in plant cells for improvement of ecosystem and human health” ed.
Maluszynska J., Plewa M. Wydawnictwo Uniwersytetu Slaskiego. pp. 115-122.

IF — nie dotyczy, Pkt MNiSW -7

3. Juchimiuk J, Maluszynska J. 2003b. Detection of DNA fragmentation caused by
chemical mutagens in TUNEL test. In: “Bioassays in plant cells for improvement of
ecosystem and human health” ed. Maluszynska J., Plewa M. Wydawnictwo Uniwersytetu
Slaskiego. pp. 133-138.

IF — nie dotyczy, Pkt MNiSW -7

4. Maluszynska J, Juchimiuk J. 2004. Obraz genomu ro$lin zwierciadtem stanu naszego
srodowiska. In: Problemy ochrony $rodowiska i jego ochrony. Eds. Nakonieczny M.,
Migula P. 12 pp 67-82.

IF — nie dotyczy, Pkt MNISW — 1

5. Juchimiuk J, Maluszynska J. 2005. Transformed roots Crepis capillaris - a sensitive
system for the evaluation of abiotic factors. Mutation Research, Genetic Toxicology and
Environmental Mutagenesis, 565: 129-138.

IF — 2,188, Pkt MNiSW - 32, cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge- 12

6. Maluszynska J. and Juchimiuk J. 2005. Plant genotoxicity. Molecular cytogenetic
approach in plant bioassays. Archives of Industrial Hygiene and Toxicology, 56: 177-
184.

IF — nie dotyczy, Pkt MNiISW - 2, cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge- 12
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7. Juchimiuk J, Gnys A, Maluszynska J. 2006. DNA damage induced by mutagens in
plant and human cells nuclei by acellular comet assay. Folia Histochemica et
Cytobiologica, 44(1): 127-131.

IF - 0,897, Pkt MNiSW - 13, cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge- 5

8. Augustyniak M, Juchimiuk J, Przybylowicz WIJ, Mesjasz-Przybytowicz J,
Babczynska A, Migula P. 2006. Zinc-induced DNA damage and the distribution of
metals in the brain of grasshoppers by the Comet Assay and Micro-PIXE. Comparative
Biochemistry and Physiology, Part C, 144: 242-251.

IF - 1,991, Pkt MNiSW - 32, cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge- 25

9. Fras A, Juchimiuk J, Siwinska D, Maluszynska J. 2007. Cytological events in
explants of Arabidopsis thaliana during early callogenesis. Plant Cell Reports
26(11): 1933-19309.

IF - 1,974, Pkt MNIiSW - 32, cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge- 7

10. Juchimiuk-Kwasniewska J, Kolano B, Hasterok R, Hosiawa M, Maluszynska J.
2011. Mutagenesis and physical mapping of genes in crops with small chromosomes. In:
Lokko Y. (ed) Physical mapping technologies for the identification and characterization
of mutated genes to crop quality. IAEA-TECDOC-1664. ISSN 1011-4289 Vienna,
Austria, pp. 39-51.

IF — brak, Pkt MNiSW -7

11. Kwasniewska J, Nawrocki W, Siwinska D, Maluszynska J. 2012. DNA damage in
Crepis capillaris cells in response to in vitro conditions. Acta Biologica Cracoviensia
Series Botanica 54/2:1-8

IF - 0,565, Pkt MNiSW — 20, cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge- 0

12.  Kwasniewska J, Natecz-Jawecki G, Skrzypczak A, Plaza GA, Matejczyk M. 2012.
Assessment of genotoxic effects of landfill leachates using bacterial and plant tests.
Ecotoxicology and Environmental Safety 75:55-62

IF — 2,34, Pkt MNiISW - 30, cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge- 3

13. Kwasniewski M, Chwialkowska K, Kwasniewska J, Kusak J, Szarejko 1. 2013.
Accumulation of peroxidase-related reactive oxygen species in trichoblast correlates with
root hair initiation in barley. Journal of Plant Physiology, 170:185-95.

IF —2,791, Pkt MNiISW - 35, cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge- 1

14. Kwasniewska J, Jaskola R, Maluszynska J. 2013. Cytogenetic tests in the assessment
of the genotoxicity of river water. International Journal of Environmental Research
7(4):869-876

IF - 1,818, Pkt MNiSW — 25, cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge- 0

15. Scaldaferro MA, Prina AR, Moscone EA, Kwasniewska J. 2013. Effects of ionizing
radiation on Capsicum baccatum var. pendulum (Solanaceae). Applied Radiation and
Isotopes, 79:103-108.

IF — 1,248, Pkt MNiSW - 25, cyt. na podstawie bazy Web of Knowledge- 1.
Wszystkie cytowania powyzej podano bez uwzglednienia samocytowan.
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e 31 doniesien zjazdowych prezentowanych w formie komunikatéw na 15 krajowych i 16
migdzynarodowych konferencjach. 10 doniesien zjazdowych prezentowanych byto
przeze mnie w formie prezentacji ustnych.

Suma cytowan na podstawie Web of Knowledge - 76, bez uwzglednienia samocytowan
Catkowita suma cytowan na podstawie Web of Knowledge - 93, z uwzglednieniem
samocytowan

h-index (Indeks Hirscha'a): Scopus - 6, ISI Web of Knowledge - 6

Na okres przed doktoratem zlozylo sie:

e /4 doniesienia zjazdowe prezentowane w formie komunikatéw na 3 krajowych i 1
mig¢dzynarodowej konferencji.

Na okres po doktoracie zlozylo sie:

e 21 prac o tagcznym IF= 28,291 i 423 pkt MNISW, oraz

e 27 doniesien zjazdowych prezentowanych w formie komunikatéw na 12 krajowych 1
15 miedzynarodowych konferencjach. 9 doniesien zjazdowych prezentowanych byto
przez mnie w formie prezentacji ustnych.

Suma cytowan na podstawie Web of Knowledge - 76, bez uwzglgdnienia samocytowan
Catkowita suma cytowan na podstawie Web of Knowledge - 93

h-index (Indeks Hirscha'a): Scopus - 6, ISI Web of Knowledge - 6

Na dorobek przed doktoratem skladajg sie:

e Doniesienia zjazdowe - 4

Prezentowane w formie komunikatow na 3 krajowych konferencjach w formie plakatow i
1 miedzynarodowej konferencji (prezentacja ustna).

Na dorobek po doktoracie skladaja sie:

e Prace eksperymentalne - 18

- prace stanowigce osiggnigcie naukowe - 5
- pozostate prace - 10

- rozdzialy w ksigzce - 3

e Prace przegladowe - 3
- praca w czasopismie naukowym - 2

- rozdzial w ksigzce - 1 (wchodzi w sktad osiggniecia naukowego)
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Uzyskane punkty za publikacje:

- IF - 28,291
- pkt. MNiSW - 423
- suma cytowan na podstawie Web of Knowledge (bez samocytowan) - 76

-catkowita suma cytowan na podstawie Web of Knowledge - 93

- h-index (Indeks Hirscha'a): Scopus - 6, ISI Web of Knowledge — 6

Na caly dorobek skladajg sie:
e Prace eksperymentalne - 18

- prace stanowigce osiggnigcie naukowe - 5
- pozostate prace - 10
- rozdziaty w ksigzce - 3

e Prace przegladowe — 3

- praca w czasopismie naukowym - 2

- rozdziat w ksiazce - 1 (wchodzi w sktad osiggnigcia naukowego)

Uzyskane punkty za publikacje:

- IF- 28, 291

- pkt. MNiSW - 423

- suma cytowati na podstawie Web of Knowledge (bez samocytowan) — 76

- catkowita suma cytowan na podstawie Web of Knowledge — 93

+ - h-index (Indeks Hirscha'a): Scopus - 6, ISI Web of Knowledge — 6

e Doniesienia zjazdowe — 31

ZESTAWIENIE SUMARYCZNE DOROBKU NAUKOWEGO

Artykuty opublikowane Punktacja
impact factor pkt. MNiSW

przed doktoratem - 0 0 0

po doktoracie - 21 28,291 423
- w tym wchodzgce w sklad osiggniecia naukowego - 6 11,576 142
Sumaryczny impact factor i pkt. MNiSW 28,291 423
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