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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Adrianny Halamy pt.:
»Badania zaleznosci metylacji DNA oraz uszkodzen i naprawy DNA
w komorkach Brachypodium distachyon”

Prace doktorska wykonano Zespole Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Roslin, na
Wydziale Nauk Przyrodniczych w Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, a jej promotorem jest Pani dr hab. Jolanta
Kwasniewska, prof. US oraz dr Agnieszka Braszewska jako promotor pomocniczy. Recenzje
pracy wykonano na podstawie uchwaty Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska, na posiedzeniu w dniu 04.11.2022 r. (pismo z dnia 14 listopada 2022 r.),
zawierajacej informacje o powotaniu mojej osoby na recenzenta rozprawy doktorskiej, zgodnie
z wymogami ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.— tekst jednolity: Dz. U. 2022 poz. 574.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi zbidr opatrzonych komentarzem
trzech artykutéw naukowych, opublikowanych w prestizowych czasopismach z listy
filadelfijskiej, ktore sa spdjne tematycznie i stanowig podstawe dysertacji, co dopuszcza artykut
187 wspomnianej wyzej Ustawy z dnia 20 lipca 2018 1.

Prezentowane badania zostaty czesciowo sfinansowane z Rezerwy Dziekanskiej WNP,
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach oraz w ramach programu ‘Inicjatywa Doskonatosci
Badawczej’ Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Prace naukowe bedace przedmiotem
niniejszej rozprawy doktorskiej:

1) Bara A.W., Braszewska A., Kwasniewska J. 2021. DNA methylation — an epigenetic
mark in mutagen-treated Brachypodium distachyon cells. Plants 10, 1408.
https://doi.org/10.3390/plants10071408;

2) Kwasniewska J., Bara A.W. 2022. Plant Cytogenetics in the Micronuclei Investigation
- The Past, Current Status, and Perspectives. International Journal of Molecular Sciences
23, 1306. https://doi.org/10.3390/ijms23031306;

3) Bara-Halama A.W., Idziak-Helmcke D., Kwasniewska J. 2022. Unraveling the DNA
Methylation in the rDNA Foci in Mutagen-Induced Brachypodium distachyon
Micronuclei. International Journal of Molecular Sciences 23(12): 6797.
https://doi.org/10.3390/ijms23126797,

zostaly opublikowane w latach 2021-2022 a ich sumaryczny wskaznik wplywu Impact Factor
wg Journal of Citation Reports wynosi 10,403 punktéw. Suma punktéw Ministerstwa Edukacji
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1 Nauki wynosi 380. Niestety Doktorantka nie okreslita procentowego wkiadu w powstanie
przedstawionych prac naukowych wynosi, co utrudnia recenzentowi ocen¢ rzeczywistego
udziatu w opisanych badaniach. Jednakze z o§wiadczen zamieszczonych na stronach 84-86
wynika, ze Pani mgr Adrianna Halama brata udziat zarowno w przeprowadzeniu czg¢$ci
eksperymentalnej badan, jak i w analizie i interpretacji wynikow, a takze w opracowaniu
pierwotnych wersji manuskryptow oraz partycypowata w korektach tekstow prac po
recenzjach.

Artykuty naukowe wchodzace w sklad niniejszej rozprawy doktorskiej zostaly juz
zrecenzowane na etapie zatwierdzania publikacji do druku. Moja rola jako recenzenta niniejszej
rozprawy doktorskiej sprowadza si¢ do oceny formalnej rozprawy doktorskiej a takze oceny
merytorycznej badan zawartych w rozprawie oraz ich spojnosci a takze oceny tekstu rozprawy
doktorskiej, ktory zostal przygotowany samodzielnie przez Autorkg.

Praca doktorska Pani mgr Adrianny Halamy zawiera 91 stron i jest uporzadkowana
wedlug nastepujacego podziatu:

e Autoreferat rozprawy, w ktérego sktad wchodza nastepujace podrozdziaty: Wstep,
Hipotezy i Cele pracy, Materiat i metody, Wyniki i Dyskusja oraz Literatura;

e Publikacje wchodzace w skiad rozprawy;

e Podsumowanie i wnioski;

e Streszczenie w jezyku polskim i angielskim;

e Os$wiadczenia autorow.

Rozdziat ,,Wprowadzenie” zawarty na dziewigciu stronach tekstu prezentuje stan
wiedzy bedacej podstawa przedmiotowej pracy badawczej. Ta cze$¢ pracy napisana jest bardzo
w sposOb poprawny i przejrzysty. Na poczatku Autorka dos¢ krotko, ale za to zwigzle opisata
proces metylacji, ktory jest gldwnym przedmiotem badan tej pracy doktorskiej. Genomowy
DNA mozna by¢ modyfikowany przez metylacje cytozyny (rzadziej adeniny). Miejsca
metylacji nie sa przypadkowe, a wzdr ich wystepowania jest cechg charakterystyczng dla
danego gatunku, tkanki, a nawet typu komorki i ulega silnym zmianom w trakcie trwania
rozwoju. Poziom metylacji zmniejsza si¢ rowniez wraz z rozwojem organizmu. W dorostych,
somatycznych tkankach, jest ona typowa dla rejondw CpG i zachodzi symetrycznie na obu
niciach. W tym miejscu chcialbym zadaé nastepujace pytania:

1) Jaka jest przyczyna oraz mechanizm prowadzacy do metylacji DNA.
2) Czy zmieniajac profil metylacji mozemy regulowaé¢ wrazliwos¢ organizmu na
dzialanie czynnikow stresowych?

W tek$cie wprowadzenia Autorka w sposéb umiejetny wykazuje, ze proces metylacji,
a doktadniej hipermetylacja oraz hipometylacja, sa zaangazowane w odpowiedZ na stresy
srodowiskowe (W tym mutagenezy) i moga prowadzi¢ do zmian w ekspresji genéw. W dalszej
kolejnosci Autorka wymienia poziomy organizacji genomu, na ktorych mozna obserwowac
dziatanie czynnikdw mutagennych. W tym miejscu Autorka pos§wigca duzo uwagi metodom
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wykrywania efektéw dziatania ww. czynnikOw na poziomie chromosomowym (tzw. efekt
klastogenny) w szczegodlnoSci powstawaniu mikrojader. W tym miejscu automatycznie
nasuwaja si¢ dwa pytania o:

1) definicje¢ i opis efektu klastogennego oraz

2) motywy, ktore sklonily Doktorantk¢ do badan zaleznosci metylacji DNA
oraz uszkodzen na poziomie chromosomowym a w szczegdlnosci
w mikrojadrach.

Podsumowujac pierwsza cze$¢ rozprawy doktorskiej nalezy stwierdzi¢, ze Autorka
kompleksowo 1 zwarcie przyblizyta czytelnikowi tlo rozprawy doktorskiej, cho¢ rozdziat ten
moglby w sposob bardziej klarowny przyblizy¢ przestanki jakimi kierowata si¢ Autorka w celu
analizy zwigzku pomi¢dzy procesem metylacji a efektem dzialania mutagenow.

W kolejnym podrozdziale (,,Hipotezy i Cele Pracy’”) Doktorantka zauwaza, ze wazna role
w powstawaniu uszkodzen DNA odgrywa stopien kondensacji chromatyny, ktory to zalezny
jest miedzy innymi od metylacji. Autorka stwierdzila, ze indukowany stresem wzrost poziomu
metylacji DNA moze stanowi¢ mechanizm chronigcy genom jadrowy przed rearanzacjami.
Hipotezy badawcze zostaty okreslone przejrzy$cie w postaci czterech punktow:

1. Poziom metylacji DNA zmienia si¢ w odpowiedzi genomu jadrowego Brachypodium
distachyon na dziatanie wybranych mutagendw chemicznych, a tym samym moze
odgrywac rolg¢ w powstawaniu i naprawie uszkodzen DNA.

2. Metylacja/demetylacja DNA prowadzaca do zmian w kondensacji chromatyny moze
stanowi¢ czynnik decydujacy o odpowiedzi genomu jadrowego B. distachyon na
traktowanie mutagenami.

3. Zmiany w poziomie metylacji DNA zalezag od rodzaju zastosowanego mutagenu
1 mechanizmu jego dziatania.

4. Loci tDNA w poszczegélnych mikrojadrach, indukowanych dzialaniem mutagenow
r6znig si¢ poziomem metylacji DNA

5. Udziat loci rDNA w tworzeniu mikrojader zalezy od obecnos$ci zmetylowanego DNA
w ich obrgbie.

Tre$¢ pierwszej hipotezy sktania mnie do zadania nast¢pujacego pytania: Jakie bylo
kryterium doboru mutagenow tj. hydrazydu kwasu maleinowego (MH) oraz N-nitrozo-
N-metylomocznika (MNU), ktore zostaly zastosowane w pracy badawczej Autorki?

Rozdziat ,,Materiaty i Metody” jest opisany w sposdb wyczerpujacy i pozwalajacy
w pelni na odtworzenie opisanych badan. Doktorantka w sposéb trafny dobrala zaréwno
material ro$linny jak i metody indukcji mutagenezy oraz obserwacji. Szczegotowy sposob opisu
metodyki pozwala sadzi¢, iz Autorka ma rozlegla wiedzg oraz umiejetnosci w prowadzeniu
doswiadczen naukowych w zakresie mutagenezy oraz cytogenetyki molekularne;.
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Do tej cz¢$ci pozwolilem sobie zada¢ dwa pytania natury technicznej:

1) W analizach FISH wykorzystano sekwencje 5S i 35S rDNA jako sondy
molekularne. Czy byly to sekwencje pochodzace z komercyjnych klonow BAC, czy
tez zostaly pozyskane w ramach wlasnych badan lub wspélpracy?

2) Czy podjednostke 5S rDNA za pomoca NickTranslacji, czy uzyto innej metody
(np. PCR)?

,»Wyniki 1 dyskusja” zostaty potaczone przez Autorke w jeden podrozdziat sktadajacy
si¢ z trzech czgéci. Jego tres¢ w pelni oddaje istot¢ opublikowanych badan, ktore przedstawiaja
analiz¢ metylacji DNA w komoérkach B. distachyon, poddanych dziataniu dwoch mutagenow:
MH i MNU. Analizy metylacji przeprowadzono w oparciu o immunocytochemiczne
wykrywanie SmC w jadrach komorkowych, a dla materialu traktowanego mutagenem rowniez
w mikrojadrach. Ponadto wykorzystano metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
z sekwencjami powtarzalnymi DNA w charakterze sond molekularnych w celu analizy
metylacji DNA w loci 5S i1 35S rDNA w komorkach Brachypodium distachyon traktowanych
MH. Badania wykazaty r6znice w obecnosci i poziomie metylacji DNA w jadrach komorek
kontrolnych oraz po traktowaniu mutagenami. Intensywnos¢ fluorescencji S-metylocytozyny
(5mC) w jadrach komérkowych zmieniata si¢ po traktowaniu mutagenami i zalezata od rodzaju
mutagenu oraz zastosowanego czasu postinkubacji. Autorka zasugerowata, ze demetylacja
DNA w mikrojadrach moze by¢ zwigzana z aktywnymi procesami replikacji DNA. Mam
prosbe o wyjasnienie nastepujacego fragmentu ze str. 21, cyt.: ,,Obecnos¢ sygnatow EdU
w MN wykazana przez Kwasniewskq iinnych (2018) moze rowniez wskazywaé na
inkorporowanie jej w jgdrze komorkowym w fazie S, a nastepnie utworzenie z tej chromatyny
MN.” Co jest inkorporowane? Co to jest inkorporacja?

W badaniach wykazano takze, ze intensywnos$¢ fluorescencji SmC w jadrach
matecznych dla mikrojader byta nizsza niz w jadrach komorek bez mikrojader. Zaobserwowano
takze roznice w obecnosci metylacji DNA w loci 5S 1 35S rDNA w mikrojadrach. Czgstosé
mikrojader z sygnatem 5S rDNA, z nieobecng metylacja DNA w tym rejonie, byta dwukrotnie
wyzsza niz czesto$¢ mikrojader z metylacja DNA obecng w tym loci. Podsumowujac, wyniki
badan pozwolily stwierdzi¢, iz poziom metylacji DNA w genomie jadrowym B. distachyon
zmienia si¢ po dzialaniu wybranych mutagenéw chemicznych, a tym samym moze odgrywac
role w powstawaniu inaprawie uszkodzen DNA, decydujac o utrzymaniu integralno$ci
1 stabilno$ci genomu.

Na podstawie otrzymanych wynikow sformutowano siedem wnioskéw, ktére w mojej
ocenie s3 trafnymi konkluzjami ptynacymi z zebranych danych badawczych. Mam drobne
zastrzezenia do wniosku nr 2, ktory ma charakter ogo6lny. Ponadto, wniosek nr 7 nalezy
traktowac jako przypuszczenie lub hipoteze do testowania w dalszych badaniach.

Streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim w sposdb syntetyczny oddaje tresé
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pracy. Autorka, zgodnie ze sztuka, zawarla w streszczeniu przestanki do podjecia badan,
hipotezy i cele pracy, metody, wyniki oraz wnioski.

Z obowiazku recenzenta przyjrzalem si¢ tekstowi pracy pod katem pod katem
interpunkcji, stylistyki i ortografii. Tekst pracy doktorskiej mgr Adrianny Halamy zostat
przygotowany w sposob dokladny i profesjonalny, a tre§ci w nim zawarte byty nie tylko
poprawne merytorycznie i rzetelne, ale takze pozbawione bledow stylistycznych czy
ortograficznych.

Podsumowujac, w mojej opinii podjety przez mgr Adrianng Halam¢ temat badawczy
majacy na celu zrozumienie zalezno$ci metylacji DNA oraz uszkodzen i naprawy DNA
w komorkach Brachypodium distachyon jest bardzo istotny z punktu widzenia zard6wno badan
poznawczych, jak i aplikacyjnych. Wszak metylacja DNA to proces indukujacy odwracalne
modyfikacje epigenetyczne (np. dotyczace reakcji na stresy $rodowiskowe), ktory reguluje
przestrzenng i czasowg ekspresje genow w krotkim i dlugim okresie. Uzyskane przez mgr
Adrianng Halame 1 wspolpracownikéw wyniki moga przyczyni¢ si¢ do doglebnego
zrozumienia wspomnianych mechanizméw co moze pomdc w przysztosci w opracowaniu
narzg¢dzi genetycznych do ulepszania roslin w kwestii odpornosci na stresy srodowiskowe.

Uwazam, ze rozprawa przedtozona przez mgr Adrianng¢ Halamg¢ stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim w Ustawie
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce — tekst jednolity: Dz. U. 2022 poz. 574.
Rozprawa stanowi w mojej ocenie $§wiadectwo, ze kandydatka posiada bogata wiedze
teoretyczng oraz osiagneta umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia prac naukowych. Pragne
zaznaczy¢, 1z wymienione przeze mnie w niniejszej recenzji uwagi oraz komentarze majg
charakter dyskusyjny i w Zadnym stopniu nie obnizajg warto$ci pracy, ktoérag oceniam bardzo
wysoko.

Whioskuje do Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie mgr Adrianny Halamy do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Poznan, dnia 5 stycznia 2023 roku
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