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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pana magistra Konrada Szczepana Winnickiego
pt. ,,Aktywacja mechanizméw kontrolnych cyklu komorkowego oraz zmiany dynamiki

transkrypcji indukowane hydroksymocznikiem w merystemach korzeni Vicia faba”

Rozprawa doktorska zostata wykonana pod Kkierunkiem prof. dr hab. Janusza
Maszewskiego w Katedrze Cytofizjologii  Uniwersytetu todzkiego, promotorem
pomocniczym jest dr hab. Justyna Teresa Polit. Niniejszg ocen¢ wykonatem jako osoba
powotana do funkcji recenzenta na podstawie decyzji Rady Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Eodzkiego z dnia 23.04.2013 r. Rozprawa zostata przedstawiona w
formie spdjnego tematycznie zbioru trzech artykutéw doswiadczalnych opublikowanych w
mie¢dzynarodowych czasopismach naukowych z tak zwanej Listy Filadelfijskiej i jednego
artykutu przegladowego w polskim czasopismie. W dwu artykutach Pan mgr Konrad
Szczepan Winnicki jest pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym, a w dwu
pozostatych jedynym autorem. Taka forma rozprawy jest zgodna z obowigzujacymi obecnie
przepisami Prawa 0 Szkolnictwie Wyzszym. Ponadto zbior prac zawiera rowniez streszczenia
w jezyku polskim i w jezyku angielskim oraz o$wiadczenia dwoch wspotautorow tych prac —
promotora i promotora pomocniczego. Oswiadczenia w sposob jednoznaczny umozliwiaja

okreslenie wktadu Doktoranta w ich powstanie.

Wymienione prace doswiadczalne opublikowano w latach 2012-2013, w nastepujacych
anglojezycznych czasopismach: Plant Physiology and Biochemistry (jedna praca z 2012 r.)
Protoplasma (2 prace z 2013 r.) o wspodtczynniku Impact Factor odpowiednio: 2,775, 2,855,
2,855. Praca przegladowa na temat kodu epigenetycznego ukazala si¢ Postgpach Higieny i



Medycyny Do$wiadczalnej w 2009 r. Trzy prace sg z wolnym dost¢pem (typu Open Access)

co powinno pozytywnie wptyna¢ na indeks cytowan tych warto§ciowych prac.

Badania, ktorych opublikowane wyniki stanowig pracg doktorska, prowadzone byly na
korzeniach ros§liny modelowej Vicia faba. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wykazaty
trafno$¢ takiego wyboru. Na podkreslenie zastuguje bogata metodyka badan. Od technik
detekcji transkrypcji (metoda Click-iT RNA), poprzez metody immunocytochemiczne
wlacznie ze sprawdzaniem swoisto$ci uzywanych przeciwcial metodg Western blot; metody
biochemiczne, pomiary ilosciowe z mikroskopowa detekcja fluorescencji oraz cytometria
przeplywowa, ktora pozwolita na otrzymanie wiarygodnych statystycznie wynikow

pomiarow.

Odpowiednio dobrany model i kompleksowe badania pozwolity na uzyskanie wielu
nowatorskich wynikéw dotyczacych przebiegu cyklu komérkowego oraz mechanizmoéow jego
regulacji. W streszczeniu napisanym precyzyjnym jezykiem mozemy przesledzi¢ kolejne
kroki, zadawane pytania i uzyskiwane na nie odpowiedzi, ktore prowadzily tego mtodego
badacza do zrozumienia procesow zwigzanych z regulacja cyklu komorkowego u roslin. Do

najwazniejszych wynikow nalezy zaliczy¢:

e Wykazanie, ze uszkodzenia DNA indukowane przez hydroksymocznik (HU)
wplywaja na wzrost aktywnosci transkrypcyjnej mierzonej metoda in situ detekcji
transkrypcji z uzyciem 5-etynylourydyny (Protoplasma 250: 251-259, 2013). Badania
te wykazaly, ze wzrost transkrypcji wywotany przez HU obserwowano nie tylko w
fazie S, ale takze w fazie G1 1 G2. Wskazuje to, ze odpowiedZ komorek jest procesem
ztozonym, prowadzacym nie tylko do ekspresji gendéw odpowiedzialnych za naprawe
DNA i regulacj¢ cyklu komoérkowego, ale takze za og6lne zmiany metabolizmu
komorkowego.

e Woykazanie, ze zmianom poziomu transkrypcji indukowanym przez hydroksymocznik
towarzyszy wzrost acetylacji histonu H4 w pozycji Lys5 i zwigkszenie puli kompleksu
polimerazy RNA Il (Protoplasma 250: 251-259, 2013).

e Potwierdzenie, ze kinazy sensoryczne ATM/ATR biorg udzial w regulacji
transkrypcji, w odpowiedzi na stres genotoksyczny. Po zastosowaniu kofeiny
inhibitora tych kinaz obserwowano wzrost acetylacji czasteczek histonu H4
(Protoplasma 250: 251-259, 2013).



e Zbadanie czy roslinny homolog kinazy p38, odpowiedzialnej u zwierzat za aktywacje
genow indukowanych stresem, odgrywa podobng role u roslin w regulacji punktow
kontrolnych cyklu komoérkowego. Okazalo si¢, ze inhibitor kinazy p38 nie znosi
funkcji punktéw kontrolnych, zwigksza natomiast stopien dezintegracji materialu
genetycznego podczas przedwczesnej kondensacji chromosomoéw indukowanej przez
kofeing. Przejawia si¢ to wzrostem liczby aberracyjnych mitoz oraz komorek
interfazowych z mikrojadrami (Plant Physiol. Biochem. 60: 129-136, 2012).

e Ustalenie, czy fosforylacja tyrozyny 15 w kinazach Cdk, bedaca kluczowym
mechanizmem blokujacym jej aktywnos$¢ w odpowiedzi na uszkodzenia DNA u
zwierzat, odgrywa podobng role w regulacji cyklu komoérkowego u roslin
(Protoplasma DOI 10.1007/s00709-013-0490-2, 2013). Wykazano ATM/ATR zalezny
mechanizm tej potranslacyjnej modyfikacji kinaz Cdk i1 znaczacej roli tej modyfikacji
w tych procesach regulacji cyklu komorkowego, ktore stanowig odpowiedz na

uszkodzenia DNA, ale dotyczy to gtéwnie okresu G1 i fazy S.

Uwagi:

Pan magister Konrad Winnicki wybrat do$¢ trudng metodg¢ analizy systemu aktywacji
mechanizmow  kontroli cyklu przez uzycie czynnika stresujacego, jakim  jest
hydroksymocznik. Jest to jednak zwigzek, ktory ma szerokie spektrum dziatania. Przez
inhibicj¢  reduktazy rybonukleotydowej zmniejsza  on  pule dostepnych
deoksyrybonukleotydow. Odgrywa przez to fundamentalng rolg w ilosci dostgpnych
nukleotydow wymaganych podczas replikacji 1 proceséw naprawy DNA. W jego obecnosci sg
jednak generowane takze reaktywne formy tlenu uszkadzajace strukture DNA rowniez w
pozostatych fazach interfazy. Mamy tu wtedy do czynienia z rdéZznymi mechanizmami
prowadzacymi do uszkodzen DNA. Z badan prowadzonych na innych modelach wiadomo, Ze
pod wptywem HU aktywowanych jest szereg genéw - w tym metabolizmu podstawowego,
ktore nie zawsze muszg by¢ zwigzane bezposrednio z procesem zatrzymania cyklu w
punktach kontrolnych i z naprawa DNA. Rowniez badania prezentowane w niniejszej
rozprawie to potwierdzajg, gdyz rosnie poziom catkowitej transkrypcji, nastgpuja zwigzane z
tym modyfikacje epigenetyczne, rosnie poziom polimerazy RNA II, a nawet aktywno$¢
jaderek, co musi by¢ zwigzane z podniesieniem poziomu translacji syntetyzowanych w tym

okresie bialek. Mato natomiast wiadomo na temat molekularnych podstaw tych procesow. Ale



tak jest w przypadku stosowania inhibitorow roznych proceséw komorkowych, ktore dziatajg
wielokierunkowo i1 modyfikuja wigcej niz jeden proces czy czynnik. W badaniach nad cyklem
komorkowym powszechnie stosuje si¢ choéby takie fizyczne czynniki stresu
genotoksycznego jak promieniowanie UV, promieniowanie jonizujace, ktore takze
prawdopodobnie wptywaja na wiele procesow komoérkowych. Jednakze wyniki tych badan
wniosty wiele informacji 0 komérkowej odpowiedzi stresowej. Pomimo tego, iz HU moze
wptywaé na wiele procesow komoérkowych jest jednak szeroko stosowany w tego typu
badaniach zar6wno w komorkach zwierzecych jak i roslinnych. Podczas obrony z
ciekawoscig wystuchalbym opinii doktoranta na temat wad i zalet czynnikow stresowych
powszechnie uzywanych w badaniach kontroli cyklu komorkowego, w tym

hydroksymocznika, czy innych czynnikow zardwno chemicznych jak i fizycznych.

Badania przedstawione w tej rozprawie wpisuja si¢ rowniez w najlepszy nurt badan fizjologii
komorki. Nalezy podziwia¢ rzetelnos¢ tych badan i logike prowadzonych kolejnych
eksperymentow, Szczegolnie, ze ilos¢ informacji dotyczaca systemu kontroli cyklu jest
zdecydowanie ubozsza u ro$lin niz u zwierzat. Procesy te sa konserwowane ewolucyjnie, CO
pozwala na poszukiwanie analogii migdzy krolestwami, z czego umiejetnie skorzystat
doktorant. Doswiadczenia elegancko przeprowadzone przez autora dysertacji udowodnity
nadrzedng role kinaz sensorycznych w regulacji cyklu komdrkowego u ros$lin. Zastosowanie
HU, a nastgpnie inhibitorow kinaz dato bardzo spektakularne wyniki. Wykazano takze, ze
kinazy aktywowane mitogenami (MAP kinazy) w merystemach korzeni Vicia faba biora
udziat w szlaku sygnatowania w odpowiedzi na stres genotoksyczny pod wpltywem HU, cho¢
- w przeciwienstwie do sytuacji w komoérkach zwierzecych - nie wptywajg bezposrednio na
regulacj¢ punktow kontrolnych cyklu. Jednak prawdopodobnie wspoétdziataja z kinazami
sensorycznymi podczas odpowiedzi na taki stres, na co wskazuja niniejsze badania. Dalsze
eksperymenty wykazaly, ze inhibicyjna fosforylacja Tyrl5 dla kinaz cyklino zaleznych
odgrywa znaczaca role podczas zatrzymania cyklu komorkowego w odpowiedzi na stres
wywotany HU. Wykazano, ze podobnie jak u zwierzat, ta fosforylacja jest zalezna od kinaz
sensorycznych ATM/ATR. Ciekawe, ze przy podobienstwach w funkcjonowaniu tego
systemu u ro$lin i zwierzat podczas faz G1/S udato si¢ autorowi wykazaé roznice podczas
fazy G2/M. Moze to wynika¢ z braku znanych u ro$lin odpowiednikéw homologow kinaz
Chkl 1 Chk2 podlegtych kinazom sensorycznym posredniczacym w kaskadzie szlaku
sygnatowego prowadzacego do inhibicyjnej fosforylacji Tyrl5 dla kinaz cyklino zaleznych.

Na koniec warto jeszcze podkreslic wyniki zwigzane ze sprawdzeniem czy za obnizenie



poziomu tych kinaz z fosforylacja Tyrl5, po wycofaniu si¢ z bloku wywotanego HU,
odpowiada degradacja typu proteosomalnego. Wyniki wskazuja, ze jest za to odpowiedzialny

inny nieznany mechanizm.

Do rozprawy doktorskiej zostata rowniez wlaczona praca przegladowa napisana samodzielnie
przez Doktoranta. W pracy tej skupit si¢ na epigenetycznych modyfikacjach chromatyny,
zwigzanych gtownie z modyfikacjami cytozyny w DNA 1 metylacja oraz acetylacjg histonow.
Opisat rowniez role modyfikacji histonow, w regulacji ekspresji genetycznej, a takze rolg

kodu epigenetycznego w wyznaczeniu miejsc inicjacji oraz czasu replikacji DNA.

Poniewaz wszystkie publikacje eksperymentalne ukazaty si¢ W uznanych mig¢dzynarodowych
czasopismach naukowych, charakteryzujacych si¢ bardzo staranng redakcja przyjmowanych

prac, nie bgde tutaj omawiat ich strony edytorskiej. Jest ona bardzo dobra.

W podsumowaniu, na podstawie dokonanej wysoce pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej,
stwierdzam, Ze recenzowana praca spetnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom
doktorskim i wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego o dopuszczenie Pana mgr Konrada Szczepana Winnickiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wysoka warto$¢ poznawcza wnoszacg do istniejacej
wiedzy wazne fakty o regulacji cyklu komorkowego u ro$lin, pozwalam sobie ztozy¢ wniosek
do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu E6dzkiego o wyrdznienie tej

rozprawy stosowng nagroda.
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