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Programowana $mier¢ komorki czesto okreslana od angielskiego skrotu Programmed
Cell Death, jako PCD to naturalny, zaprogramowany genetycznie proces. Moze do niego
dochodzi¢ w trakcie rozwoju organizmu ale takze w odpowiedzi na niektore czynniki
srodowiskowe. Polega on na aktywnej eliminacji sktadnikéw komorki i prowadzi do jej
$mierci. Poszczegélne typy zamierania roznig si¢ jednak pod wzgledem czynnikoéw je
wywolujacych, a takze symptomow, przebiegu i objawdw. Proces ten wystepuje powszechnie
u roslin 1 zwierzat, wykazujac daleko idace podobienstwo, nalezy jednak podkresli¢, iz mimo
duzych analogicznosci proces PCD u roslin przebiega w odmienny sposob niz u zwierzat.
Odmienna jest rowniez w duzym stopniu jego biologiczna funkcja. PCD niesie ze sobg istotne
znaczenie wynikajagce z roli jaka pelni m.in. w redystrybucji cennych sktadnikéw
budulcowych odzyskiwanych z komorek podlegajacych eliminacji. Przykladem takiego
scenariusza jest np. wystgpujgca powszechnie zaréwno u roslin, jak i grzybéw autofagia.
Proces ten polega na trawieniu przez komorke jej whasnych struktur. Ta $mier¢ komorkowa
wystepuje przy niedoborze sktadnikow pokarmowych i czesto degradacja struktur w jednej
komérce zachodzi po to, by produkty jej rozpadu wzigty udziatl w syntezie sktadnikow innych
komoérek organizmu. PCD u roslin warunkuje takze m.in. prawidlowe formowanie zarodka
podczas embriogenezy i odgrywa wazng role, w regulacji histogenezy, np. w przypadku
aerenchymy oraz czlondw naczyn ksylemu. Zamieranie komorek ma réowniez swéj udzial w
formowaniu organéw jak i w starzeniu oraz obumieraniu fragmentéw roslin.

Jednym z podstawowych zjawisk towarzyszacych PCD w komorce jest degradacja
zawartych w niej kwasow nukleinowych, a do charakterystycznych objawow PCD nalezy
m.in. fragmentacja chromatyny oraz degradacja jadra komdrkowego. U roslin degradacji tej
towarzyszy pojawienie si¢ aktywnosci co najmniej kilku nukleaz charakteryzujacych sig

réznymi wlasciwosciami katalitycznymi. Przyjmuje sie, ze w trakcie procesu PCD w
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hydrolizie DNA wspotuczestniczg ze soba nukleazy nalezace do rodziny S1/P1 wraz z
nukleazami nalezacymi do innych rodzin, np. SNc. Poniewaz enzymy te posiadajg
zroznicowane wymagania Katalityczne, teoretycznie moga one petni¢ swoje funkcje na
roznych etapach PCD, charakteryzujacych si¢ réznymi warunkami fizjologicznymi (np. pH,
obecnos¢ réznych kofaktorow).

Glownym celem przedstawionej do recenzji pracy byla proba potwierdzenia zalozen
teoretycznych dotyczacych wspotudziatu réznych nukleaz w mechanizmie degradacji DNA.
Przeprowadzone badania wykazaly takze, w jaki sposob proces ewolucji w wyniku mutacji
pozycji aminokwasowych centrum Kkatalitycznego, moze prowadzi¢ do wytworzenia
roznorodnosci wymagan katalitycznych wsrdd nukleaz S1/P1. Opisano rowniez zmiany ich
lokalizacji komoérkowej w trakcie postepujacego procesu PCD w réznych scenariuszach.
Pokazano profile ekspresji poszczegélnych nukleaz z rodzin S1/P1 oraz SNc Arabidopsis
thaliana na roéznych etapach rozwoju tej rosliny. Pozwolilo to np. na wykazanie, ze
mechanizmy degradacji DNA angazuja rézne nukleazy wspoldziatajace ze sobg w trakcie
PCD. Przeprowadzone analizy fenotypowe roslin z mutacjami insercyjnymi w genach nukleaz
z obu wyzej wspomnianych rodzin biatkowych potwierdzily, ze kluczowe dla przebiegu
procesu PCD u roslin sa nukleazy wymagajace neutralnego pH oraz obecnosci jonow Ca®*.
Biorac pod uwage uzyskane wyniki, udalo si¢ w znacznym stopniu poszerzy¢ wiedze na
temat zaangazowania i mechanizmu dziatania réznych nukleaz degradujacych w procesie

programowanej $mierci komorki.

Ocena formalna rozprawy

Formalna strona pracy nie budzi zastrzezen. Rozprawa skonstruowana zostala w
sposob tradycyjny. Otwieraja ja poza technicznymi informacjami (spis tresci) streszczenia w
jezyku polskim i angielskim. Oba teksty w sposdb zwarty i rzeczowy opisuja zalozenia,
sposob realizacji oraz znaczenie badan. Wstep szczegétowo i bardzo dobrze wprowadza
czytelnika w zagadnienie definiujac podstawowe pojecia, takie jak: proces programowanej
smierci komorki, jej molekularny mechanizm czy model udzialu w nim nukleaz. Ta cze$é
tekstu uzupetniona jest pogladowymi ilustracjami oraz schematami (str. 18, 20, 21, 24).
Nastepny rozdzial to cel pracy z podzialem na zadania czastkowe. Kolejne sekcje to:
materialy i metody oraz wyniki i dyskusja. Cato$¢ zamyka jednostronicowe podsumowanie, z

wypunktowanymi wnioskami oraz bibliografia. Do pracy dotaczono wersje elektroniczna.




Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca napisana jest oszczednie, z zachowaniem wlasciwych proporcji pomiedzy
poszczegdlnymi rozdzialami. Tekst zawiera sporo skrétéw. Niektore z nich sg rozwijane inne
nie. Niekiedy rozwinigcia sg wielokrotnie powtarzane np. VND6 i VND7 (ang. VASCULAR
NAC DOMAIN) str. 13,14, czasem s3a one nieoczywiste np. opadanie jako (ang. abscission)
str. 13 czy Programowana $mier¢ komorki (PCD) str. 7. Mysle, ze dobrym zabiegiem
edytorskim byloby zadbanie np. o wykaz skrotow. Nie ma razacych bledow stylistycznych.
Autor czasem dos$¢ swobodnie postuguje si¢ zargonem piszac np. ,,Krazki torfowe poddawano
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specznieniu..” str. 29, ,.Selekcja pozytywnych kolonii bakteryjnych” str. 35 czy ,,prazek o
wlasciwej wielkosci oczyszczano.” str. 42. Trafne wykorzystanie ilustracji we wstepie cho¢
np. Ryc. 1 mogtaby by¢ w calosci w jezyku polskim. Niezrozumiaty jest zabieg zostawienia
na rycinie opisOw w jezyku angielskim i tlumaczenie ich w legendzie. W sekcji wyniki
uzasadniona jest informacja o grupowaniu ENDO3-5 w jednym klastrze ale przywolywanie
Ryc. 29 w tym momencie wprowadza troch¢ zamieszania, tym bardziej, ze jej
znaczenie/forma jest wazna dalej w tekscie (rozdziat 4.3). W rozdziale 7.1.1 sekcji materialy i
metody opis sktadowej Matryca mogltby by¢ uzupetniony np. okresleniem - odpowiednio do
potrzeb. Drobne literowki np. ,,Gléwng funkcjg trichom..” str. 14, ,,Wlasciwosci katalityczne
oby tych bialek..” str. 25, ..”w wyniku dodanie jondéw..” str. 48, ,...proces degradacja DNA
podczas PCD roslin angazuje..” str. 98. Brak kursywy w odniesieniu do nazw gatunkow str.
34. Trudne w interpretacji jest oznaczenie ilosci aminokwaséw w rzedach zestawionych ze
sobg nukleaz na Ryc. 12. Do czego odnosi si¢ wartos¢ 29 przy wszystkich? Warta
podkreslenia jest dbatos¢ o jakos¢ fotografii. Sg one wartosciowym dodatkiem do pracy takze

w sensie estetycznym. Calo$¢ rozprawy to 113 stron tekstu (jedna 99 jest zdublowana), 52

ryciny, 13 tabel oraz 145 cytowanych publikacji.

Ocena merytoryczna rozprawy

W pracy doktorskiej pana Rafala Kreli wyodrebni¢ mozna siedem zasadniczych
czescl. Otwiera jg zwiezle, ale dobrze zbalansowane 1 kompletne streszczenie. Skupia si¢ ono
bardzo krotko na definicji PCD, roli kinaz w tym procesie jak i pewnych zalozeniach co do
jego przebiegu wynikajacych z ich roznych wlasciwosci. Kolejny rozdziat to wstep. To w nim
Autor rozwija definicj¢ procesu programowanej $mierci komorki, skupiajac si¢ glownie na
roli tego procesu podczas rozwoju roslin (5 stron) i w mniejszym stopniu (zaledwie 'z strony)
na samobdjczej $mierci komodrek indukowanej jako mechanizm obronny. Ta ostatnia to

gtownie kontekst reakcji nadwrazliwosci (ang. hypersensitive response, HR), w wyniku
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infekcji komorki przez wirusy, bakterie. Mniej jest o np. PCD wywolanej przez
nekrotroficzne patogeny dla ktérych obumieranie komoérek gospodarza jest korzystne, gdyz
odzywiaja si¢ one ich skladnikami. Bardzo dobrze natomiast sa rozwiniete opisy
molekularnych mechanizméw programowanej $mierci komorki zarowno rozwojowej jak i
srodowiskowej. Zawieraja one informacje o kazdym ich etapie, zaangazowanych czynnikach
transkrypcyjnych, kaskadach sygnatlowych oraz skutkach. W dalszych czgsciach wstepu
Autor szczegdlny nacisk kladzie na opis nukleaz typu S1/Ploraz SnC. Jest w nim aspekt
historyczny (nukleaza P1 Penicillium citrinum) wazny dla zrozumienia mechanizmu katalizy,
oraz obecny stan wiedzy o nukleazach roslinnych. Autor ciekawie buduje w nim w oparciu o
m.in. historie do$wiadczen réznych zespotow w identyfikacji/okresleniu wlasciwosci
katalitycznych nukleaz S1/P1 u Arabidopsis dalsza potrzebe rozwiklania wymagan
katalitycznych dla tych biatek. Zaskakujacy jest mimo wszystko kontekst stosunkowo starych
cytowan dotyczgcych badan nad ich struktura. Kolejna czg$¢ rozprawy to cel pracy. Tutaj
zabraklo precyzji. Po tak skonstruowanym wstepie dodatkowy opis dlaczego chce sie pewne
rzeczy robi¢ jest niepotrzebny. Wystarczy opisa¢ co chciatoby si¢ osiagnaé. Mysle tez, ze
punkty 3-5 mozna by byto spig¢ jednym stowem kluczowym analiza funkcji w oparciu o wzor
ekspresji, lokalizacj¢ oraz badania fenotypowe mutantow.

Dalszg czgs¢ rozprawy stanowi opis materialdw i metod wykorzystanych podczas
realizacji prezentowanych badan. Ten fragment pracy to 18 stron. W duzej mierze opis ten
dotyczy klonowan r6znych wariantéw badanych biatek, transformacji mikroorganizmoéw oraz
materiatu ro$linnego, a takze specjalistycznych testow jak zymografia oraz parametrow
obrazowania.

Tradycyjnie, gléwny trzon pracy stanowia rozdziaty, w ktérych przedstawione i
omowione zostaly wyniki. Wyboér organizmoéw do proponowanych badan wydaje sie bardzo
arbitralny. Zaskakujacy troche jest fakt mocnego zaakcentowania Acanthamoeba castellanii a
pominigcia np. przy analizach porownawczych Ryc. 7 czy Ryc. 10 innych modelowych roslin
chociazby takich jak Oryza sativa czy Medicago truncatula reprezentujacych rézne
ewolucyjnie strategie rozwojowe/adaptacyjne. Te ostatnie odzwierciedlone np. poprzez
amplifikacje genéw kodujacych nukleazy S1 u Medicago. Poprositbym o dodatkowa
argumentacje takiej decyzji. W podrozdziatach 1.1-1.2 Autor bada wymagania katalityczne
nukleaz S1/P1 z mszaka Physcomitrella patens oraz pelzaka Acanthamoeba castellanii. To
catkowicie nowe wyniki. Pokazujg réznice w aktywnosci, zarowno w réznych pH jak i
obecnosci jondw metali. W ich konteks$cie chcialbym zapyta¢ o rozréznienie pomiedzy

pojgciami ostabienie aktywnosci a inhibicja. Czy ostabienie wynika tylko z kompetycji o
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miejsce aktywne w warunkach reakcji czy moze zalezy takze od wlasciwosci/roli kofaktora?
Jak nalezy interpretowaé zdanie ,,W mniejszym stopniu aktywnos¢ tej nukleazy przywracata
obecnosci Ca?’,, (str. 48) dotyczace PpNucl oraz Ryc. 8B. Z ryciny tej nie mozna
wywnioskowa¢ o przywracaniu aktywnosci. Ciekawe obserwacje dotycza AcNucl i AcNuc2.
Zwlaszcza braku efektu EDTA uzytego do wigzania metali dwuwartosciowych na aktywnos¢
AcNucl. Rodzi to naturalnie pytanie o potencjalne przyczyny tej obserwacji ale wyjasnienia
wymaga przede wszystkim dos$¢ zawily tekst bedacy nastepstwem eksperymentow z EDTA:
.»Test ten wykazal jednak, ze aktywnos$¢ AcNuc2 ulega inhibicji w wyniku dodania jonow
Mn?* i Ca?* do bialek poddanych uprzednio dziataniu EDTA. Z tego powodu do identyfikacji
jonow aktywujacych AcNuc2 postuzono si¢ biatkami poddanymi inaktywacji przy uzyciu
EDTA oraz Ca**. Jak wida¢ na (Ryc. 9C) w tych warunkach dodanie jonéw Zn?* w pehi
reaktywuje aktywno$¢ biatka AcNucl.” Nie do konca ma on odzwierciedlenie w rycinach do
ktorych si¢ odwoluje. W podrozdziale 2 wynikow Autor pochyla si¢ nad motywami
aminokwasowymi centrum aktywnego nukleaz S1/P1. Przeprowadza analizy podobienstw
szeregu bialek z ich podzialem na dwa klady o rdéznym grupowaniu na réznych
chromosomach i ré6znych wymaganiach katalitycznych. Analizujac cztery domeny budujace
centrum katalityczne tych enzymow znajduje réznice pomiedzy nukleazami roéznych grup
katalitycznych w II domenie a przeprowadzone punktowe mutacje w wybranych pozycjach
zmieniaja ich aktywno$¢ katalityczng. Ciekawi mnie jak Autor skomentuje efekt
zaobserwowany dla ENDO4 po zamianie H49/K tj. nabycie aktywacji w obecnosci jondéw
Zn** i utrzymanie dotychczasowej w obecnosci jonéw Ca®* (Ryc. 13). Kolejne podrozdziaty
to obserwacje lokalizacji i jej zmian dla badanych nukleaz w trakcie procesu starzenia, PCD
oraz dzialania kwasu salicylowego z wykorzystaniem heterologicznej ekspresji w liniach
tytoniu BY2. Lokalizacja komdrkowa w réznych scenariuszach wyraznie pokazuje, ze
poszczegdlne nukleazy SI1/P1 lokuja w zréznicowanych fizjologiczne przedziatach
komdrkowych korelujacych z ich wymaganiami katalitycznymi, jednoczes$nie najbardziej
réznorodna katalitycznie ENDO2 wykazuje szerokie spektrum obecnosci co umozliwia jej
hydrolize¢ DNA w roéznych warunkach fizjologicznych. Warto takze podkreslié, iz czynniki
zewnetrze takie jak np. kwas salicylowy, wplywaja na transport niektorych nukleaz w obrgbie
komorki. W dalszej czesci pracy Autor ilustruje badania nad aktywnoscig promotorow genow
poszczegbdlnych nukleaz z wykorzystaniem genu reporterowego GUS u A. thaliana. To
obszerny (22 strony) i wazny fragment rozprawy, ktory probuje odpowiedzie¢ na pytanie w
jakim stopniu poszczegélne nukleazy z rodziny S1/P1 wspotdziataja/sa wspotobecne podczas

PCD. Z szesciu badanych nukleaz udato si¢ okresli¢ profile ekspresji dla pigciu z nich. Jak
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pokazano, kazda z nukleaz posiada specyficzny dla siebie wzér ekspresji. Profile te
pokrywaja si¢ jednak w przypadku niektérych tkanek. Autor analizuje je, co uzasadnione, w
tych czesciach rodlin w ktérych przebiegaja rozne typy PCD. W korzeniu np. koreluje
ekspresje nukleazy ENDO3 i ENDOS z rozwojem tkanek przewodzacych. Te dwie nukleazy
wraz z CANI z rodziny SNc takze ulegaja silnej koekspresji w komorkach budujace
czapeczke korzenia. Liczne przyktady ekspresji nukleaz z rodzin S1/P1 oraz SNc
obserwowano takze na réznych etapach rozwoju kwiatéw oraz w powstajacych tuszezynach.
W kontekscie tej pracy uwage w tych organach zwracajg trzy nukleazy ENDO2, ENDO3 i
CANI1 wystepujace w obszarze pylnikéw. Ekspresj¢ ich mozna powigza¢ z dobrze opisanym
procesem PCD jaki zachodzi w tapetum pylnika. Szczegdlnym przykladem organow
podlegajacym starzeniu sag liscienie i1 liscie. Z przeprowadzonych badan wynika, ze w
liscieniach A. thaliana dochodzi do ekspresji az pieciu nukleaz ENDO2, ENDO3, ENDOS3,
CAN1 oraz CAN2. Z kolei w lisciach w organie o wysokiej redystrybucji sktadnikow
budulcowych, ktora nastepuje w efekcie ich starzenia oprocz opisanej dotychczas ENDOI
znaleziono takze ENDO3, ENDOS5 oraz CANI1. Z uwagi na fakt, iz nukleazy S1/P1 u
poznanych gatunkow roslin i ameb wystepuja w rodzinach wielogenowych, chciatbym poznaé
pana opini¢ dotyczaca nie tylko ich plastycznosci katalitycznej ale takze potencjalnej
redundancji funkcjonalnosci. Analiz¢ ekspresji uzupelniajg przeprowadzone badania
fenotypowe mutantéw pozbawionych poszczegdlnych nukleaz. Zaskakujaco mato wyraziste
wyniki jak na enzymy uczestniczace w programowanej $mierci. Wtasciwie tylko rosliny ze
zniesiong ekspresja nukleaz ENDOI1 i CANI1 charakteryzowaly si¢ mniejsza powierzchnig
lisci niz rodliny typu dzikiego. Ciekawi mnie pomyst Autora na rozwiniecie tych badan
eksperymentalnych w dedykowany sposob, aby uwypukli¢ znaczenie poszczegdlnych nukleaz
czy tez potencjalne interakcje migedzy nimi.

Rozprawe zamyka rozdzial dyskusja i krotkie podsumowanie. Dyskusja jest
rozdzialem zwartym, nie ,,przegadanym”, bardzo dobrze uzupelniajgcym catos¢ dysertacji.
Zawiera informacje o niemalze kazdym aspekcie pracy (moze z wyjagtkiem badan
dedykowanych wymaganiom katalitycznym - a szkoda bo te sg intrygujace). Nie jest to
Jjednak tylko opis. Autor wysuwa hipotezy np. dotyczace szczegdlnej roli ENDO1 i CAN1 w
hydrolizie kwasow nukleinowych pochodzacych z komérek podlegajacych PCD w lisciach
jako zrédta takich pierwiastkow jak azot czy fosfor, ktorych niedobdr ogranicza mozliwosci
wzrostu czy tez aktywnosci niektorych z nich w tkankach niepodlegajacych PCD. Co wiecej
odnosi si¢ do trudnych w interpretacji wynikéw np. ENDO2 lokalizujacej w jadrze

komoérkowym a takze proponuje dalsze badania w innych warunkach eksperymentalnych.
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Praca stanowi zwartg logiczng cato$é. Zarowno sposdb przygotowania, jak i zawartos¢
merytoryczna rozprawy pozwalaja sadzi¢, Zze jej Autor jest sprawnym badaczem
posiadajacym ugruntowang wiedzg¢. Uwazam, Ze praca spelnia wymogi stawiane rozprawom

doktorskim, stad wnosz¢ o dopuszczenie mgr. Rafata Kreli do dalszych etapow przewodu.
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