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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Konrada Szczepana Winnickiego
pt.: "Aktywacja mechanizmow kontrolnych cyklu komérkowego oraz
zmiany dynamiki transkrypcji indukowane hydroksymocznikiem

w merystemach korzeni Vicia faba”.

Recenzowana rozprawa doktorska dotyczy mechanizméw kontrolujacych prawidlowy
przebieg cyklu komérkowego, ktore stanowig fundamentalne procesy dla kazdej komérki,
a ogrywaja szczegOlnie wazng role w warunkach, w ktorych dochodzi do uszkodzer
materiatu genetycznego. W regulacji tych procesow uczestniczy wiele réznorodnych
czasteczek regulatorowych, ktérych funkcja jest intensywnie badane w komérkach ludzkich,
zwierzgcych oraz drozdzowych. W ciggu minionych kilkunastu lat opisano réwniez szereg
bialek oraz kodujacych je genéw uczestniczgcych w kontroli cyklu komorkowego roslin.
Obecnie wiemy juz, ze chociaz kluczowe regulatory cyklu komérkowego (cykliny i kinazy
cyklinozalezne - CDK) sa podobne u wszystkich organizméw eukariotycznych, jednak
niektore biatka uczestniczace w tych procesach, w tym w kontroli integralnosci genomu sa
inne lub funkcjonuja w odmienny sposob niz u pozostatych organizméw eukariotycznych
(np. kinazy Chk1 i Chk2, fosfatazy cdc25 lub miejsca i funkcje specyficznych fosforylacii).
Pan mgr Konrad Sz. Winnicki wykonal swoja prace doktorska w Katedrze Cytofizjologii
Uniwersytetu L6dzkiego pod kierunkiem prof. dr hab. Janusza Maszewskiego, ktory od wielu

lat stawia przed swoimi miodszymi wspotpracownikami trudne i nowe zadania zwigzane
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z funkcjonowaniem cyklu komoérkowego. Promotorem pomocniczym rozprawy jest Pani dr

hab. Justyna Teresa Polit.

Cele badan niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczyty:

- Wyjasnienia czy uszkodzenia DNA indukowane hydroksymocznikiem wplywajg na
aktywnosé transkrypcyjng komorek merystematycznych Vicia faba i czy w procesach tych
uczestniczg kinazy sensoryczne ATM/ATR, ktére w komérkach zwierzat aktywuja biatko p38
(nalezace do szlaku kinaz MAPK) i ktérego funkcja w komérkach roglin jest dotychczas tylko
hipotetyczna

- ustalenie szlaku metabolicznego odpowiedzialnego za regulacje aktywnosci transkrypcyjnej
w warunkach stresu genotoksycznego

- wykazania, czy fosforylacja tyrozyny 15 w kinazach cyklinozaleznych, odpowiedzialna za
blokowanie ich aktywnosci w odpowiedzi na uszkodzenia DNA u zwierzat, odgrywa podobna
role w regulacji cyklu komérkowego roslin.

Sformutowanie powyzszych celow w ramach realizacji rozprawy doktorskiej, uwazam za
wazne i ambitne zadania, w petni uzasadnione merytorycznie.

Mgr Konrad Sz. Winnicki wywigzal si¢ z realizacji zatozonych celéw pracy w Sposob
wyrozniajgcy. W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej zawart trzy
pierwszoautorskie oryginalne prace twoércze opublikowane w latach 2012 i 2013
W renomowanych czasopismach: Protoplasma i Plant Physiology and Biochemistry oraz
prace przegladowa opublikowana w Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej.

W pierwszej pracy wchodzacej w sklad rozprawy doktorskiej pt:” Increased transcription
in hydroxyurea-treated root meristem cells of Vicia Jaba” opublikowanej w czasopismie
Protoplasma mgr Konrad Sz. Winnicki wykazal, ze stres genotoksyczny wywotany
dziataniem hydroksymocznika powoduje intensyfikacje transkrypcji we wszystkich fazach
cyklu  komérkowego i dotyczy zaréwno Jaderek jak i obszaréw nukleoplazmy
pozajaderkowej. Wynik ten wskazuje, ze wzrost transkrypcji jest nie tylko zwigzany z

aktywacja genow odpowiedzialnych za naprawe DNA, ale rowniez sugeruje inne, szersze
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zmiany w metabolizmie komérki. Autor, wraz ze wspotpracownikami, wykazal, ze

indukowanemu hydroksymocznikiem wzrostowi transkrypcji towarzyszy zwigkszenie
poziomu duzej podjednostki polimerazy RNA 11 w Jjadrze komérkowym oraz acetylacja
lizyny 5 w histonie 4, co z kolei wskazuje na zwigzek miedzy aktywacja transkrypcji a
modyfikacjg histonéw. Uzyskane wyniki opisujg wiec nowy, dotychczas prawie nieznany,

mechanizm dziatania hydroksymocznika w komérkach eukariotycznych.

Druga praca mgr Winnickiego pt: ,, SB202190 affects cell response to hydroxyurea-
induced genotoxic stress in root meristems of Vicia Jaba” ukazata si¢ w czasopismie Plant
Physiology and Biochemistry i opisuje wyniki majgce na celu weryfikacje funkcji kinazy p38,
nalezacej do kinaz MAP, w kontroli cyklu komérkowego roslin. Badania wykonane z
zastosowaniem specyficznego inhibitora kinazy p38 komoérek zwierzecych. Inhibitor
SB202190 nie znosil funkcji punktow kontrolnych, jakkolwiek jego obecnosé zwickszata
dezintegracje materiatu genetycznego w trakcie przedwezesnej kondensacji chromosoméw
(PCC) indukowanej pod wplywem kofeiny. Inhibitor SB202190, jak réwniez kofeina
zmniejszaty indukowang hydroksymocznikiem acetylacje¢ lizyny 5 histonu 4. Uzyskane
wyniki moga sugerowaé udziat szlaku kinaz MAP w funkcjonowaniu punktéw kontrolnych
z udzialem kinaz sensorycznych ATM/ATR w trakcie odpowiedzi komorek Vicia faba na
stres genotoksyczny indukowany hydroksymocznikiem.

W trzeciej z prac wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej pt: “ATM/ATR-dependent
Tyr15 phosphorylation of cycline-dependent kinase in response to hydroxyurea in Vicia faba
root meristem cells™ opublikowanej réwniez w czasopismie Protoplasma Doktorant wykazat,
ze zatrzymanie cyklu komoérkowego w odpowiedzi na dziatanie hydroksymocznika zwigzane
jest z zalezng od ATM/ATR inhibitorowg fosforylacjg tyrozyny 15 w kinazach
cyklinozaleznych. Uzyskane wyniki wskazujg, ze fosforylacja ta odgrywa kluczowa role w
fazie G1 i S, natomiast mniejsza liczba komorek zawierajacych fosforylowang forme kinaz
CDK  (TyrlS5), sugeruje, ze podczas przejscia G2-M aktywnos$é kinaz CDK moze by¢

regulowana przez inne mechanizmy.
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Czwarta praca pt; “Drugi kod, czyli co determinuje regiony aktywnosci transkrypcyjnej
oraz miejsca replikacji” zostata opublikowana w Postgpach  Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej w 2009 r. Jest to praca przegladowa, ktorej niektére elementy stanowily

zapewne inspiracj¢ do p6zniejszych, niezwykle wartosciowych prac eksperymentalnych.

W trzech oryginalnych pracach eksperymentalnych mgr Winnicki jest ich pierwszym
autorem, a w pracy przegladowej jedynym. Z zalgczonych do rozprawy oswiadczen
wspélautor6w wynika jednoznacznie, ze wkiad doktoranta w powstanie i opublikowanie
uzyskanych wynikéw byt dominujacy i wynosit od 80 do 85%.

W' podsumowaniu recenzji, biorac pod uwage wysoki poziom naukowy rozprawy
doktorskiej, bogaty warsztat metodyczny Doktoranta, oraz fakt ze, uzyskane wyniki zostaly
opublikowane w renomowanych czasopismach stwierdzam, ze rozprawa mgr Konrada
Sz. Winnickiego spelnia wszystkie wymogi ustawy o stopniach i tytule naukowym i WNOSZ¢
do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £6dzkiego o dopuszczenie
go do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, biorgc pod uwage wysoka wartos¢

naukowg i metodyczng pracy, proponuj¢ wyréznienie Doktoranta stosowna nagroda.

/ Akt

prof. dr hab. Joanna Deckert

Poznan, dnia 3.06.2013
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