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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr ADRIANNY HALAMY
pt. ,Badania zaleznos$ci metylacji DNA oraz uszkodzen i naprawy DNA
w komorkach Brachypodium distachyon”

Rozprawa doktorska Pani mgr Adrianny Halamy przedstawiona do recenzji zostata wykonana
w Zespole Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Roslin, w Instytucie Biologii, Biotechnologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Promotorem pracy jest Pani
dr hab. Jolanta Kwasniewska, prof. US, promotorem pomocniczym — Pani dr Agnieszka
Braszewska. Badania zostaly czgsciowo sfinansowane z Rezerwy Dziekanskiej WNP
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach oraz w ramach programu ‘Inicjatywa Doskonatosci
Badawczej’ Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

Podstawg rozprawy jest zbior trzech publikacji, ktorych wspotautorka jest Doktorantka. Prace
te zostaly zrecenzowane w ramach procesu zatwierdzania do druku, celem recenzji jest wigc
ocena formalna rozprawy oraz wartosci i spojnosci badan.

Praca doktorska Pani mgr Adrianny Halamy dotyczy roli metylacji DNA w reakcji komorek
Brachypodium  distachyon, gatunku modelowego dla traw strefy umiarkowanej,
na traktowanie mutagenami o réznym mechanizmie dzialania. Efekty tych oddzialywan
w postaci tworzenia tzw. mikrojgder byly analizowane z uzyciem zaawansowanych metod
cytogenetycznych. Problematyka rozprawy jest dobrze osadzona w obszarze badan Zespotu,
ktére od szeregu lat obejmujg zagadnienia zwigzane z wptywem czynnikéw mutagennych
na uszkodzenia i procesy naprawcze oraz na replikacie DNA w komdrkach ro$linnych.
Molekularne mechanizmy tych proceséw pozostajg jeszcze w duzej mierze niewyjasnione.
Znaczenie ich badan ma wiec istotng wage ze wzgledu na powigzanie poziomu metylacji
i upakowania chromatyny ze stabilno$cia genomu i z ekspresja genow.

Na cato$¢ rozprawy przedstawionej do recenzji sktada si¢ sze$¢ rozdziatéw. Pierwszy z nich,
Autoreferat, zawiera podrozdzialy: Wstep, Hipotezy i cele pracy, Materialy i metody, Wyniki
i dyskusja, Literatura.



Rozdziat drugi to Publikacje wchodzace w sklad rozprawy:

[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 tDNA Foci in Mutagen-Induced Brachypodium distachyon Micronuclei.
International Journal of Molecular Sciences 23(12); 6797,
https://doi.org/10.3390/ijms23126797.

Kolejne rozdziaty to: Podsumowanie i wnioski, Streszczenie, Summary oraz O$wiadczenia
autorow.

We wstepie do Autoreferatu, liczagcym ponad siedem stron, Doktorantka wyczerpujaco
i kompetentnie oméwilta stan wiedzy z zakresu tematyki pracy. Przedstawita kwestie zmian
organizacji chromatyny i modyfikacji epigenetycznych w odpowiedzi komorek
eukariotycznych na czynniki $rodowiskowe, badanych na réznych poziomach organizacji
genomu. Skupila si¢ na testach cytogenetycznych, stosowanych do analizy efektow dziatania
mutagenéw, a szczegllnie tzw. tescie mikrojader i mozliwosciach wykorzystywania go
do wykrywania i ilosciowego badania zmian wywotanych w genomie. Zostaly tez oméwione
wyniki dotychczasowych badaf Zespotu, ktére obejmowaly m.in. zastosowanie testu
mikrojader wraz z technikg FISH oraz biblioteki BAC genomowego DNA do okreslenia
pochodzenia mikrojader i wrazliwosci roéznych regionéw chromatyny B. distachyon
na niektére mutageny.

W dalszym ciggu Autoreferatu Kandydatka przedstawila hipotezy i cele pracy. Zostaty
sformutowane nastepujace hipotezy badawcze:

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

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

3. Zmiany w poziomie metylacji DNA zaleza od rodzaju zastosowanego mutagenu
i mechanizmu jego dzialania.

4. Loci tDNA w poszczegdlnych mikrojgdrach, indukowanych dzialaniem mutagenow réznia
si¢ poziomem metylacji DNA.

5. Udziat loci tDNA w tworzeniu mikrojgder zalezy od obecnosci zmetylowanego DNA w ich
obrebie.

Jako glowny cel rozprawy Kandydatka okreslita probe zrozumienia roli metylacji DNA
w odpowiedzi komorek ros$linnych na mutageny jako czynniki stresowe. Badania
dotyczyly dwoch zwigzkéw chemicznych o réznym dziataniu: MH (hydrazyd kwasu
maleinowego, o mechanizmie dziatania nie do konca znanym, hamujacy synteze DNA;
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czynnik klastogenny, prowadzacy do peknieé DNA, powstawania aberracji chromosomowych
i mikrojader) i MNU (N-nitrozo-N-metylomocznik, czynnik alkilujacy, indukujacy gltownie
mutacje punktowe). Efektem ich wplywu byla destabilizacja czesci jader komoérkowych
i powstawanie mikrojader.

Material badawczy stanowity nasiona Brachypodium distachyon (2n=10), genotyp Bd21.
Do badan wykorzystano metode immunocytochemicznego wykrywania S-metylo-cytozyny
(5mC) z uzyciem przeciwciala Alexa Fluor 488 oraz fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH). Preparaty cytogenetyczne analizowano za pomoca mikroskopii fluorescencyjne;
i systemu rejestracji obrazu. Obliczano czgstos¢ wystgpowania jader i mikrojader
z odpowiednimi sygnatami, jak tez intensywno$¢ fluorescencji Alexa Fluor 488. Statystyczna
analize wynikéw przeprowadzono z uzyciem testu ANOVA oraz testu Tukey (publ. [1]).
Podrozdziat Materialy i metody obejmuje ponad cztery strony, jest podzielony na podpunkty.
Zostatl napisany doktadnie i jasno.

Publikacja [1] dotyczy badania korelacji pomiedzy modyfikacjami epigenetycznymi
pod wplywem traktowania MH i MNU a niestabilno$cia genomu B. distachyon, obserwowana
jako powstawanie mikrojgder. Poziom metylacji DNA byl oceniany metoda
immunocytochemicznego wykrywania SmC. Pozwolito to na przeprowadzenie pordwnawcze]
analizy zmian metylacji DNA w komorkach kontrolnych i traktowanych mutagenami,
w pojedynczych jadrach komoérkowych i utworzonych mikrojgdrach. Poziom metylacji
zalezat od mutagenu i mechanizmu jego dziatania. Na podstawie wykrytego zréznicowania
Autorzy wnioskuja, ze metylacja DNA moze by¢ czynnikiem aktywnie uczestniczacym
w odpowiedzi genomu B. distachyon na dzialanie mutagendéw, a nie tylko markerem
wylaczenia czedci chromatyny do mikrojader. Jest to pierwsza publikacja dotyczaca wptywu
MNU na tworzenie mikrojader u B. distachyon .

W publikacji [3] przedstawiono analiz¢ metylacji DNA w loci 58 i 35S rDNA
w poszczegdlnych mikrojadrach B. distachyon, utworzonych pod wplywem traktowania MH.
Do analiz niedzielacych sie komorek wykorzystano sekwencyjnie  procedurg
immunocytochemicznego wykrywania 5SmC oraz technik¢ FISH z sondami 5S i 25S rDNA.
Stwierdzono obecno$¢ w mikrojadrach sekwencji 5S i 35S rDNA zardwno metylowanych, jak
niemetylowanych. Wéroéd mikrojgder zawierajacych tylko 5S rDNA dwukrotnie wigcej bylo
tych bez sygnalu 5mC niz z sygnalem, natomiast czesto$¢ mikrojader z sekwencjg 35S rtDNA
z metylacja i bez byla jednakowa. Zlokalizowanie metylacji in situ, w konkretnych
sekwencjach DNA, byto nowatorskim aspektem tych badan w zakresie mutagenezy roslin.
Autorzy podkreslajg znaczenie analiz metylacji DNA w obrebie specyficznych sekwencji,
ze wzgledu na wplyw tego procesu na zmiany ekspresji genow.

Publikacja [2] jest natomiast pracg przegladowa. Dotyczy stosowania zaawansowanych
technik  cytogenetyki molekularnej 1 wizualizacji mikroskopowej w  badaniach
genotoksycznych efektow dzialania mutagenéw w komorkach, a takze perspektyw dalszych
badan w tym obszarze. Przedstawiono przede wszystkim wykorzystanie testu mikrojader,
badania mechanizméw ich powstawania, struktury i aktywnosci genetycznej. Podkreslono
przy tym, ze omoOwione metody byly dotychczas wykorzystywane do badan komoérek



ro$linnych w ograniczonym stopniu. Praca jest ciekawym kompendium wiedzy w obszarze
tematyki badawczej Doktorantki.

Istota rozprawy doktorskiej powinny byé¢ prace oryginalne, publikacja przegladowa moze
wchodzi¢ w sktad rozprawy jako uzupekienie czy poszerzenie. W tym przypadku pewne
watpliwosci budzi umiejscowienie pracy przegladowej jako drugiej w kolejnosci, poniewaz
tre$é zawiera w duzej mierze material omoéwiony we wstepie Autoreferatu. Z drugiej strony
publikacja chronologicznie pojawila si¢ w tym miejscu, a takze jest w niej juz cytowana
publikacja oryginalna [1]. Powoduje to pewna niezrgczno$é, jednak przedstawione trzy prace
sa powigzane tematycznie i tworza catos¢, ktéra moze by¢ podstawa rozprawy doktorskiej.

Pani mgr Adrianna Halama jest pierwszym (lecz nie korespondencyjnym) autorem publikacji
[1] i [3], ktore ukazaly sic w czasopismach Plants (IF1=4,658; 70 pkt. MEIN)
i International Journal of Molecular Sciences (IF2021=6,208; 140 pkt. MEiN), oraz autorem
drugim pracy przegladowej [2] opublikowanej rowniez w IJMS (jest to praca dwuautorska).
Wszystkie publikacje ukazaly si¢ wiec w uznanych czasopismach z obszaru biologii
molekularnej, z listy JCR, o znaczgcych wskaznikach bibliometrycznych. Na podstawie
o$wiadczen Doktorantki i wspolautoréw mozna stwierdzi¢, ze Doktorantka odegrata wiodacg
role w powstaniu dwoch prac oryginalnych oraz istotnag rol¢ w przygotowaniu publikacji
przegladowe;.

W poltaczonym podrozdziale Wyniki i dyskusja, liczacym ponad siedem stron tekstu
podzielonego na podpunkty, Autorka przedstawita rezultaty eksperymentéw calosci pracy
doktorskiej i w dojrzaty sposéb przedyskutowata je w odniesieniu do danych literaturowych.
Nawigzala m.in. do wczesniejszych badan czlonkéw Zespotu, dotyczacych wzorcow
metylacji DNA niektérych chromosoméw u B. distachyon, udziatu tych chromosomow
w mikrojadrach tworzonych pod wplywem mutagendw, jak réwniez obserwacji sekwencji
rDNA w procesie mutagenezy u innych gatunkéw roslin. W rozprawie Doktorantka wskazata
ponadto interesujgce Jej zdaniem kierunki dalszych badaf, m.in. wykorzystanie jako
mutagenéw kolejnych zwigzkéw chemicznych i fizycznych o innych mechanizmach
dziatania; analiza roli metylacji konkretnych sekwencji w procesie ich eliminacji z genomu
poprzez tworzenie mikrojader; badania ewentualnej zaleznosci dalszego losu mikrojgder
od poziomu metylacji DNA; wykorzystanie innych markeréw, takich jak poziom metylacji
histonéw. Problem dalszych loséw mikrojgder — ich pdzniejszej eliminacji i/lub ponownego
wiaczenia do jader komorkowych - wydaje si¢ szczegoélnie ciekawy, zwlaszcza, ze nie ma
jeszcze na ten temat doniesien dotyczacych komorek roslinnych.

Zestawienie Literatury obejmuje 60 pozycji pismiennictwa od wczesniejszych, lezacych
u podstaw kierunku badan, do najnowszych. Tres¢ wstepu, dyskusji oraz dobdr literatury
$wiadczg o dobrym teoretycznym przygotowaniu Doktorantki do realizacji rozprawy.

W rozdziale Podsumowanie i wnioski znalazlo si¢ siedem wnioskdéw. Sposrdéd nich
stwierdzenia nr 1. i 4. dotyczg trafno$ci wyboru metod. Natomiast pozostate oddajg istote
osiagni¢¢ badawczych 1 wskazujq; 7ze postawione w rozprawie hipotezy znalazly
potwierdzenie w otrzymanych wynikach.



Ostatnie rozdzialy to Streszczenia rozprawy, w jezyku polskim i angielskim, napisane
zwiezle i przejrzyécie, oraz O§$wiadczenia Doktorantki i wspotautorow publikacji
sktadajacych si¢ na rozprawe.

Mam kilka zastrzezen do przedstawionej rozprawy. Pierwsze dotyczy kolejnosci
zestawionych publikacji, co omoéwilam juz powyzej. Drugie zastrzezenie dotyczy
sformutowania tytutu pracy. Stowo ,,zalezno$¢” jest zwykle uzywane w wyrazeniu ,,zalezno$¢
o0d”, wskazujagcym na kierunek relacji. Natomiast analizowane oddziatywania, jak sugerujg
badania, to w zasadzie procesy wplywajace na siebie wzajemnie. Proponowalabym wigc,
ze moze bardziej trafne byloby uzycie w tytule stowa ,,wspolzalezno$¢”. Bledne jest
wyrazenie ,,w tym loci” (str. 79), jak tez ,.at this loci” (str. 81); liczba pojedyncza to ,,locus”.
Zachecatabym do uzywania zwrotu ,,zmetylowany DNA” zamiast potocznego ,,zmetylowane
DNA” (str. 21). Odnotowatam tez powszechnie spotykany blad edycyjny, jakim jest
stosowanie litery ,,x” zamiast znaku ,,x”, zwlaszcza w opisie metod badawczych;
w niektérych tekstach moze to powodowaé nieporozumienia. Ponadto, zauwazytam kilka
nieistotnych pomylek (m.in. ,,Technika BrdU zostalo zastgpiona...”, str. 9; hypometylacja,
str. 10, hypometylowane, str. 12; ,,Celem pracy doktorskiej bylo proba zrozumienia...”,
str. 79). Uwazam jednak, Ze rozprawa jest napisana jasno, poprawnie i starannie zredagowana.
Powyzsze uwagi nie obnizaja jej wartosci.

Podsumowujac, prace doktorskg Pani mgr Adrianny Halamy oceniam wysoko, biorgc pod
uwage osiagniecia badawcze, rolg Doktorantki w powstaniu publikacji sktadajgcych sig
na rozprawe, jak tez poziom opracowania rozprawy. Oryginalne wyniki stanowig znaczacy
postep w badaniach nad procesami dynamicznych oddziatywan mutagendéw chemicznych
imetylacji DNA w komorkach roslinnych, ich wplywu na stabilno$¢ genomu.
Na podkreslenie zastuguje przeniesienie obserwacji tworzenia mikrojader na poziom analizy
konkretnych sekwencji DNA. Nalezy doceni¢ wykorzystanie wymagajacych metod z zakresu
cytogenetyki molekularnej i immunocytochemii. Moim zdaniem Doktorantka wykazata si¢
umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa Pani mgr Adrianny Halamy spelnia ustawowe
warunki wymagane dla rozprawy doktorskiej [Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. (art. 187) —
tekst jednolity: Dz. U. 2022 poz. 574.]. Przedstawiam zatem wniosek do Rady Naukowej
Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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