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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Rafala Kreli pt.: ,Molekularna i funkcjonalna
charakterystyka nukleaz zaangazowanych w programowang $mier¢ komorki u roslin”

Uwagi wstepne i formalny opis rozprawy

Oceniana rozprawa doktorska wykonana zostata w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Komorkowej
Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod kierunkiem pana dr hab.
Krzysztofa Lesniewicza. Praca zostala przygotowana w jezyku polskim oraz ma typowy uklad
rozprawy doktorskiej. Na 113 numerowanych stronach autor rozprawy zamiescit Streszczenie w
wersji polskiej i angielskiej, Wstep, Cel Pracy, Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusje,
Podsumowanie i Bibliografi¢. Zgodnie z zasadami praca zostata zaopatrzona roéwniez w Spis tresci.
Udostepniono mi zarowno wydrukowang oprawiong kopie jak i wersje elektroniczng.

Rozprawa dotyczy grupy enzyméw biorgcych udzial w konserwowanym ewolucyjnie, genetycznie
regulowanym mechanizmie programowalnej $mierci komorki (PCD). Odgrywa on wazng role
zarowno w trakcie rozwoju roslin (w réznych wegetatywnych i generatywnych tkankach) jak i w
odpowiedzi na biotyczne i abiotyczne bodZzce srodowiskowe. Mechanizm PCD w roslinach jest
stabiej scharakteryzowany niz u zwierzat. Réznice w budowie komorki roslinnej i zwierzecej
wymuszaja réznice w przebiegu PCD. Z drugiej strony, wiele elementow, ogdlna zasada procesu i
efekt koncowy ($mier¢ komorki po wykorzystaniu elementéw budulcowych) sa podobne. W
roslinach wyréznia si¢ kilka form PCD ale mechanizmy regulujace ich przebieg nie sa doktadnie
znane. Do degradacji zawartosci komorki wykorzystywane sa m.in. proteazy, lipazy i nukleazy.
Mgr Krela koncentruje si¢ na tej ostatniej grupie enzymow, zaktadajace, ze na roznych etapach PCD

w degradacj¢ DNA zaangazowane bedg nukleazy o réznych wlasciwosciach i wymaganiach.

Opis czesci rozprawy i ocena merytoryczna

Wstep: Jest to bardzo zwigzte wprowadzenie do tematyki. Autor ograniczyt sie tylko do elementow
niezbednych. W dodatku opisat je bardzo oszczednie. Uktad Wstepu jest jednak logiczny. Na
poczatku opisano ogdlnie czym jest PCD, jakie procesy wewnatrzkomorkowe charakteryzujg PCD i
jakie elementy sygnalne oraz biatka enzymatyczne zaangazowane sag w PCD. Autor zwrocit uwage,

ze odpowiednikami kaspaz zwierzecych (kaspazy to proteinazy kluczowe w PCD) sg metakaspazy




roslinne. W kolejnej czgsci Wstgpu pan mgr Krela opisal wystgpowanie mechanizmu PCD w
trakcie rozwoju roslin, w tym w rozwoju organéw generatywnych, w zarodku, lisciach, trichomach,
tkance przewodzacej i korzeniach oraz w odpowiedzi obronnej. Nastgpnie, opisal molekularny
mechanizm PCD z podzialem na rozwojowa i srodowiskowa. Nie jestem pewna czy taki podziat
jest wystarczajacy i dlatego ponizej stawiam dodatkowe pytania. P6Zniej skoncentrowat sie na
glownym przedmiocie swoich badan — nukleazach. W tej czgsci pokazal najpierw hipotetyczny
schemat dziatania nukleaz podczas PCD, nastgpnie omowit nukleazy z dwdch rodzin S1/P1 i SNe,
uznajac je za najbardziej prawdopodobne elementy PCD u roslin. Generalnie, uktad Wstepu jest

akceptowalny i dos¢ logiczny ale zbyt skrotowy.

Uwagi do Wstepu: Przyznaje, ze poczutam niedosyt informacji po przeczytaniu Wstepu. Nasuwa
si¢ mnostwo pytan, na ktore lektura wstgpu nie data odpowiedzi a ktére nalezatoby uporzadkowac.
Na przyktad chciatabym si¢ dowiedzie¢ czegos wigcej na temat roznych form PCD wystepujacych
w roslinach. Podziat na PCD rozwojowa i srodowiskowa jest tylko jednym z mozliwych podziatow.
Czy apoptoza to tez forma PCD i czym rézni si¢ od innych form? Jaki mechanizm odpowiedzialny
jest za $mier¢ starych czgsci roslin (szczegolnie lisci)? Ponadto, autor kilkakrotnie wspomniat
autofagi¢, bez wyjasnienia powigzan pomiedzy autofagia i PCD. W trakcie obrony chciatabym
poprosi¢ autora o uporzadkowanie relacji pomiedzy wyzej wspomnianymi procesami. Nukleazy to
dos¢ szeroka grupa enzymow ale tym bardziej przydataby sie jakas klasyfikacja i by¢ moze wiecej
informacji dotyczacych nukleaz roslinnych, co stanowiloby tlo dla omawianych p6zniej nukleaz
typu S1/P1 i SNc. Poza tym, za niezbyt dobry pomyst uznaj¢ wstawienie ‘archaicznego’ (z 1991 r.)
schematu przedstawiajacego strukture nukleazy P1 na Ryc. 2 i Ryc. 3. Nie jestem, co prawda,
specjalista od modelowania struktur biatkowych ale zaktadam, ze bazie PDB istniejg modele 3D
nukleaz S1/P1, za pomoca ktorych z wigkszym powodzeniem datoby sie zilustrowac te strukture a
uzycie odpowiednich programéw (np. Yasara, Chimera) mogloby utatwi¢ pokazanie modelu

struktury biatek i ich centrow aktywnych.

Cel Pracy: Ogolny cel badan jest zrecznie okreslony. Celem jest poznanie funkcji wybranych
nukleaz z rodziny S1/P1 i SNc w procesie PCD u roslin. Wybrane nukleazy sa aktywowane w
tkankach roslinnych, w ktérych zachodzi PCD. Okreslenie pieciu szczegétowych zadan majacych
doprowadzi¢ do zrealizowania celu jest zbiezne z zagadnieniami przedstawionymi w Wynikach.

Nie mam uwag krytycznych do tej czesci.

Materialy i Metody: Ten rozdzial zajmuje 18 stron szczegétowych opiséw metod, w tym takze

skfadu buforéow i sekwencji starteréw. Opis obejmuje zaréwno metody specyficzne dla roslin




(uprawa, transformacja, analiza) jak i metody biologii molekularnej (klonowanie, reakcja PCR,
wprowadzanie mutacji), test aktywnosci nukleolitycznej, mikroskopi¢ fluorescencyjng i barwienie
GUS. Nie mam watpliwosci, ze pan mgr Krela poznat i stosowal opisane metody oraz, ze potrafit
opisac je w sposob pozwalajacy na powtorzenie wykonanych przez niego eksperymentow. Ta czesé
jest opisana bardzo szczegotowo. Uznaj¢ to za duzy atut rozprawy. Nie zauwazylam tutaj istotnych

bledoéw ani niedociagniec.

Wyniki zostaly przedstawione na 50 stronach rozprawy i zilustrowane 46 rycinami. Podzielone
zostaly na pig¢ czegsci. Cze$¢é pierwsza dotyczy sprawdzenia wymagan katalitycznych nukleaz
S1/P1 u organizméw z innych grup systematycznych niz rosliny wyzsze. Wybrano dwa gatunki:
Physcomitrella patens i Acanthamoeba castellanii. W kazdym z nich zidentyfikowano po dwa rdzne
geny kodujace nukleazy typu S1/P1. Stwierdzono, ze w przeciwienstwie do P. patents, w ktorym oba
biatka z sg aktywne w neutralnym pH i negatywnie regulowane przez Zn”', nukleazy z A. castellanii
maja rézne wlasciwosci — jedna jest aktywna zarowno w pH 8 jak i w pH 5,5 a druga wylgcznie w
niskim pH; obie sa aktywowane w niskim pH jonami cynku. Badania tej czgsci potwierdzity jedynie
wczesniejsze obserwacje, ze nukleazy S1/P1 moga wykazywaé duze zrdéznicowanie wymagan
katalitycznych. W cze$ci drugiej autor, porownujac sekwencje aminokwasowe 5 nukleaz typu S1/P1 z
Arabidopsis thaliana (ENDOI1-ENDOS) z wcze$niej scharakteryzowanymi nukleazami o znanych
wilasciwosciach katalitycznych, wytypowal a nastepnie potwierdzil mutageneza celowang aminokwasy
odpowiedzialne za odmienne wymagania katalityczne. Konkretnie, zamiana R46 na A w ENDO2 (ktéra
wykazuje aktywnos$¢ zalezng od Ca®>" i nieco stabsza aktywno$é zalezng od Zn>") spowodowala
znaczacy spadek aktywnosci zaleznej od Ca**. Z kolei, zamiana H49 na K w ENDO4 powodowata
uzyskanie dodatkowej wiasciwosci trawienia DNA w obecnosci Zn®" (obok posiadanej wczesniej
wihasciwosci trawienia w obecnosci Ca®"). Ta czes¢ wynikow wskazuje na mozliwos¢ przesunigcia
katalitycznych wilasciwosci za pomocg pojedynczych mutacji. W czeSci trzeciej mgr Krela badat
lokalizacj¢ komoérkowa nukleaz ENDO2-ENDOS5. ENDOI1 byla juz wczesniej pod tym wzgledem
scharakteryzowana jako aktywna w neutralnym pH w obecnosci jonéw Ca®* oraz hamowana w
kwasnym pH i jonami Zn®". Do tego celu wykorzystat uktad heterologiczny - stabilnie stransformowane
tytoniowe linie komoérek BY-2 konstruktami kodujacymi biatka (z niewielkimi delecjami C-koncow) w
fuzji z biatkiem zielonej fluorescencji EGFP. Na wczesnym etapie hodowli komérek wszystkie badane
biatka lokalizowaly si¢ w ER, w starzejacych si¢ komérkach ENDO2, 3 and 4 wykazywaty takze
kumulacje w wakuoli, natomiast ENDO4 nie zmienita lokalizacji. W trakcie procesu PCD, ENDO2
lokalizowata si¢ w jadrze, ENDO3 byta takze w wakuoli, ENDO4 raczej pozostawata w ER ale takze w
niewielkich wypustkach z ER na terenie jadra. ENDOS5 pozostawata raczej w wakuoli. Autor badat

takze wptyw kwasu salicylowego na zmiang lokalizacji ENDO2-5. Celem badan przeprowadzonych w




czeSci czwartej bylo ustalenie wzoru ekspresji gendw kodujagcych ENDO2-ENDOS oraz genow
kodujacych dwie nukleazy z rodziny SNc¢, CANI i CAN2. Wykorzystano konstrukty genetyczne
zawierajace gen reporterowi GUS pod kontrolg regionéw promotorowych poszczegdlnych gendw.
Konstrukty wykorzystano do uzyskania stabilnie stransformowanych linii Arabidopsis thaliana. Analizy
wykazaly, ze w przypadku ENDO4 uzyta sekwencja promotorowa byta nieaktywna. W przypadku
ENDO2, ENDO3 i ENDOS oraz CAN1 i CAN2 przesledzono za pomocg histochemicznego barwienia
GUS ekspresje poszczegdlnych gendow w rdznych czgsciach roslin. Cze$é pigta zawiera analize roznic
fenotypowych mutantéw insercyjnych w genach kodujacych nukleazy. Badano mutanty we wszystkich
genach z wyjatkiem CAN2. Mutanty endol, endo3 i canl mialy mniejsze rozety niz linia typu dzikiego.
Jednak istotne réznice morfologii kwiatow i tuszczynek wykazywaty jedynie mutanty endo1. Mutanty te
wykazywaly takze inng cechg, ich korzenie wykazywaty fototropizm dodatni.

Uwagi do czeéci Wyniki: Uktad tej czesci jest na ogot logiczny. Cheiatabym jednak dowiedzieé sie

dlaczego do sprawdzenia wymagan katalitycznych nukleaz wybrano obok mszaka (Physcomitrella
patens), co jest zrozumiale, takze pierwotniaka (Acanthamoeba castellanii). Rozumiem, ze jednym
z powodow wiaczenia tych wynikéw bylo wykazanie obecnosci dwoch typow aktywnosci nukleaz
w tym organizmie ale bardzo chetnie dowiedzialabym si¢ dlaczego autor zainteresowat si¢ w ogodle

tym organizmem. Za warto$ciowy wyniki tej rozprawy uwazam wykazanie za pomocg mutagenezy,

ze pojedyncze zmiany aminokwasow w centrum katalitycznym nukleaz S1/P1 wplywaja na zmiany
preferencji jonowych. Analiza lokalizacji subkomoérkowej biatek ENDO2-ENDOS5 zostata
przeprowadzona dos¢ starannie ale watpliwosci budzi heterologiczny uktad (biatka z rzodkiewnika
badano w tytoniu) oraz potencjalny wplyw odcigecia C-koncowych aminokwaséw nukleaz na ich

lokalizacje. Prosze¢ o skomentowanie tych uwag w czasie obrony. Analiza ekspresji promotoréw z

wykorzystaniem GUS jako genu reporterowego to kolejna seria wartoSciowych wynikdéw,

ilustrowanych fadnymi zdj¢ciami. Nasuwa si¢ jednak pytanie, czy lokalizacja transgenu z kasetg

ekspresyjng promotor-GUS mogtaby wptynaé na profil ekspresji badanego promotora. W zwigzku z
tym chcialabym dowiedzie¢ si¢ czy autor porownat kilka niezaleznych transformantow dla kazdego
konstruktu. Brak aktywnosci promotora ENDO4 nasuwa kolejne pytania: Czy promotory innych
badanych genéw byty wystarczajaco diugie aby zachowany zostat poziom ekspresji wiasciwy dla
‘naturalnej’ lokalizacji? Czy poziom ekspresji tych gendw badany byl za pomoca innych metod a
jesli tak to czy korelowat z wynikami barwienia GUS w transformantach?

Pewnym niedociagnigciem w tej czgsci pracy jest brak markeréw wielkosci w wigkszosci zdjeé
makroskopowych i przekrojach. W koncowej czgsci wynikow autor stwierdzit brak wyraznych
fenotypéw pojedynczych mutantow. Wielka szkoda, ze autor nie pokusil si¢ o uzyskanie i

scharakteryzowanie mutantéw wielokrotnych.




Dyskusja: Ta cze$¢ miesci si¢ w obrgbie pigciu i pot strony. Pomimo zwieztosci, kandydat omawia
w Dyskusji kolejne grupy Wynikow wykazujac si¢ znajomoscig literatury i umiejetnoscia
krytycznego spojrzenia na uzyskane przez siebie wyniki. Dyskusja zostala przeprowadzona

wystarczajaco zrecznie i kompetentnie. W tej czedci zabraklo mi jednak graficznego modelu

prezentujacego uzyskane wyniki. Schemat taki w istotny sposob utatwitby odbidr pracy.

Uwagi dotyczgce strony edytorskiej rozprawy

Rozprawa jest przygotowana dos¢ przejrzyscie ale zawiera szereg drobnych bledéw edytorskich,
gramatycznych, nieprecyzyjnych i niezrgcznych okreslen oraz literowek, ktére moglyby zosta¢
usunigte przy wykazaniu si¢ przez autora nieco wigkszg starannoscia. Dodatkowo, w mojej wersji
wydrukowanej dwie ostatnie strony Dyskusji zostaly zdublowane — to kolejny btad edytorski. Btedy
te nie wpltywajg na mojg jednoznacznie pozytywna ocen¢ rozprawy. Na szczegdlne podkreslenie
zashuguja dobrej jakosci starannie przygotowane fotografie z mikroskopu konfokalnego oraz zdjecia

tkanek roslin z histochemicznym barwieniem GUS.

Podsumowanie

Wyniki przedstawione w rozprawie uznaj¢ za wartosciowy wklad do zrozumienia
mechanizmu programowanej $mierci komoérki w roslinach. Pomimo sformulowanych powyzej
pytan, watpliwosci i uwag krytycznych doktorat uwazam za bardzo dobry. Najwyzej oceniam
klarowna cze$¢ metodyczng oraz bardzo tadne fotografie mikro- i makroskopowe.

Podsumowujac, rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 20L6r, poz.882). W zwigzku z tym zwracam si¢ z wnioskiem do Rady
Naukowej Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o

dopuszczenie pana mgr Rafala Kreli do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ahiles

Prof. dr hab. Agnieszka Sirko






