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Recenzja rozprawy doktorskiej
pt.:
»Badania zaleznosci metylacji DNA oraz uszkodzen i naprawy DNA w

komérkach Brachypodium distachyon”

autor rozprawy:
mgr Adrianna Halama

Przedmiotem badar recenzowanej rozprawy jest poréwnawcza analiza zmian metylacji DNA
w jadrach komérkowych Brachypodium distachyon traktowanych dwoma mutagenami tj.
hydrazydem kwasu maleinowego (MH) oraz N-nitrozo-N-metylomocznikiem (MNU).
Metylacja DNA, jako jedna z modyfikacji epigenetycznych genomu, ma istotny wptyw na
przestrzenng strukture chromatyny, a ta m.in. odgrywa kluczowa role w odpowiedzi komorki
na stresy zewnetrzne. Tym samym architektura jadra komdrkowego, obejmujaca
epigenetyczne modyfikacje chromatyny, pefni istotng role funkcjonalng w odpowiedzi
komdrek na dziatanie mutagenow. Jednoczesénie stopier kondensacji chromatyny, ktéry zalezy
m.in. od metylacji DNA, odgrywa waing role w powstawaniu i naprawie uszkodzeri DNA. W
ten ciekawy i aktualny nurt badan nad organizacjg przestrzenng chromatyny i jej zwigzkow z
mutageneza wpisuje sie praca Pani Adrianny Halama.

OCENA ROZPRAWY

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi cykl trzech spdjnych tematycznie
artykutéw naukowych opatrzonych wspélnym opracowaniem. Artykuty zostaty opublikowane
w latach 2021-2022, w miedzynarodowych czasopismach naukowych z zakresu nauk o zyciu i
charakteryzujacych sie znaczacymi wskaznikami bibliometrycznymi tj.: Plants (IF2021=4,658;
pktwmein=70) oraz International Journal of Molecular Sciences (IF2021=6,208; pktmein=140). Ich
sumaryczny Impact Factor wg Journal Citation Reports wynosi 17,074 a suma punktow wg
punktacji MEiN to 350.

Artykuty wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej sg 2-3 autorskie. Doktorantka jest
pierwszym autorem w pierwszym i trzecim artykule, ktére sa eksperymentalne oraz drugim
autorem w drugim artykule, ktéry jest przegladowy. Wigczone do dokumentacji oswiadczenia
wspoétautoréw artykutéw eksperymentalnych wskazuja na dominujacy wktad Doktorantki w
ich powstanie. Doktorantka przygotowata (1) materiat badawczy, (2) wykonata wszystkie
analizy laboratoryjne tj.: traktowanie siewek mutagenami, przygotowanie preparatow



mikroskopowych, immunocytochemiczng detekcje 5-metylocytozyny (5mC), przygotowanie
sond do FISH, przeprowadzenie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, (3) przeprowadzita
wszystkie analizy mikroskopowe wraz z przygotowaniem dokumentacji fotograficznej,
uczestniczyta w: (4) przygotowaniu rycin, (5) przygotowaniu oryginalnego manuskryptu oraz
(6) korekcie manuskryptu po recenzjach. Oéwiadczenie Doktorantki dotyczgce artykutu
przegladowego oraz jej druga pozycja na liscie wspétautoréw $wiadcza o jej mniejszej roli w
przygotowaniu tego artykutu.

Rozprawa oprocz artykutdw, obejmuje: (1) wstep stanowiacy wprowadzenie do
prowadzonych badan, (2) hipotezy i cele pracy doktorskiej, (3) rozdziat poswiecony
wykorzystanym materiatom i metodom, (4) omoéwienie wynikéw i ich dyskusje oraz (5) spis
wykorzystanej literatury. Catos¢ zamyka siedem wnioskéw podsumowujacych badania oraz
streszczenia w j. polskim i angielskim. Opracowanie to jest podsumowaniem tresci zawartych
w cyklu trzech artykutéw. Badania bedace przedmiotem rozprawy byly finansowane ze
srodkow projektu doktorskiego i Rezerwy Dziekariskiej WNP US i zostaty wykonane w Zespole
Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Roslin Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska US pod kierunkiem Pani dr hab. Jolanty Kwasniewskiej, prof. US.

Rozdziat Wstep, obejmujacy 8 stron tekstu, jest syntetycznym opisem
przedstawiajgcym zagadnienia zwigzane z podjetym przez Doktorantke problemem
badawczym. Autorka zwraca uwage na konformacje chromatyny i jej modyfikacje pod
wplfywem dziatania mutagenéw. Przybliza pojecie mikrojadra, przedstawia okolicznosci
powstawania mikrojader oraz przedstawia techniki wykrywania mikrojagder w komérkach
roslinnych. Wprowadza pojecie testu mikrojagdrowego jako techniki stosowanej do
wykrywania klastogennych efektow dziatania mutagenéw. W kontekscie identyfikacji frakgji
genomu wystepujgcych w mikrojadrach przybliza technike fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ oraz charakteryzuje sondy DNA najczesciej stosowane w technice malowania
chromosomoéw. Przytacza inne techniki wykorzystywane do badania frakcji chromatyny
wystepujacych w mikrojadrach. W ostatniej czesci tego rozdziatu Doktorantka krétko
charakteryzuje zastosowane w pracy mutageny. Treéci przedstawione w tym rozdziale
uwazam za wilasciwie dobrane i wyczerpujace w kontekscie tematyki rozprawy doktorskiej.
Tekst rozdziatu zostat przygotowany w oparciu o liczng, w tym najnowszg, literature
anglojezyczng opublikowang w uznanych czasopismach naukowych. Wynika z niego, ze
Doktorantka jest dobrze zorientowana o stanie aktualnej wiedzy w zakresie poruszanej
tematyki.

W kolejnym rozdziale Doktorantka sformutowata pie¢ hipotez badawczych odnosnie
metylacji DNA pod wptywem dziatania mutagendéw i jej roli w powstawaniu i naprawie
uszkodzern DNA. Gtéwnym celem podjetych badan byto okreslenie roli metylacji DNA w
odpowiedzi komérek roslinnych na stres wywotany zastosowaniem dwéch mutagenow.
Postawione hipotezy byly weryfikowane w oparciu o dwa zadania badacze obejmujace: (1)
poréwnawczg analize zmian metylacji DNA w jadrach komdérkowych i mikrojadrach oraz (2)
poréwnanie metylacji DNA w loci 55 i 35S rDNA. Zaréwno hipotezy jak cel prowadzonych
badan zostaty czytelnie nakreslone.
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Rozdziat Materialy i metody opisuje w skrécie materiat badawczy wykorzystany w
badaniach i stosowane metody, facznie dla wszystkich badar opisanych w dotaczonym cyklu
dwoch artykutéw eksperymentalnych. Rozdziat pozwala wstepnie zapoznaé sie ze
stosowanymi metodami w sposéb wystarczajacy dla zrozumienia przebiegu prowadzonych
doswiadczen i wykonanych analiz. Niemniej jednak prosze Doktorantke o doprecyzowanie
nastepujacych zagadnien:

1. zakfadajac, ze preparat cytologiczny wykonano z jednego merystemu (tak wynika z opisu
na str. 14 "merystem korzeniowy ... przenoszono na szkietko”) ile siewek
przeanalizowano  na kazdy ~ wariant  doswiadczenia tj. mutagen/czas
postinkubacji/powtdrzenie

2. publikacja 3 — skoro w metodyce tej publikacji podano, ie traktowanie siewek
hydrazydem kwasu maleinowego wykonano w dwdch powtérzeniach (tozsama
informacja jest w polskim opisie metodyki) to dlaczego wyniki w publikacji 3 nie poddano
analizie statystycznej? Jak powtarzalne byty otrzymane wyniki wyrazone w wartoéciach
procentowych?

Kolejny rozdziat rozprawy poswigcony jest oméwieniu wynikéw zawartych w
dotgczonych dwéch artykutach eksperymentalnych i ich dyskusji. W ramach badari opisanych
w pierwszym artykule przedstawiono analize korelacji miedzy modyfikacjami epigenetycznymi
a niestabilnosciag genomu Brachypodium distachyon w odpowiedzi na dziatanie hydrazydu
kwasu maleinowego i N-nitrozo-N-metylomocznika. Charakter i czestotliwo$¢ zmian genomu
okreélano poprzez oszacowanie liczby mikrojader w badanych preparatach cytologicznych
oraz analize poziomu metylacji DNA w jadrach komoérkowych i mikrojadrach poprzez
immunochemiczng detekcje 5-metylocytozy (5mC). Otrzymane wyniki wskazujg, ze (1) poziom
metylacji DNA w jadrach traktowanych mutagenem (zaréwno z mikrojgdrami, jak i bez) jest
inny w poréwnaniu z kontrolg oraz (2) poziom metylacji DNA w jadrach traktowanych
mutagenem zalezy od rodzaju zastosowanego mutagennego. Ponadto wykazano, ze MH i
MNU indukujg mikrojgdra o réznym poziomie 5 mC.

W drugiej pracy ekperymentalnej poddano analizie poziom metylacji DNA w obrebie
sekwencji rDNA zlokalizowanych w mikrojadrach po traktowaniu komérek Brachypodium
distachyon hydrazydem kwasu maleinowego. Do tego celu zastosowano sekwencyjna
immunodetekcje 5-metylocytozyny i fluorescencyjna hybrydyzacje in situ (FISH) z sondami
rDNA. Otrzymane wyniki wskazuja, ze: (1) rDNA 55 i 355 w MN moze by¢ metylowany lub nie;
(2) czestotliwo$é MN niosaca tylko 55 rDNA (bez 35S rDNA) bez sygnatéw 5mC w tym regionie
byta dwukrotnie wyisza niz czestotliwos¢ tych z sygnatem 5mC. Ponadto (3) nie
zaobserwowano roznic w czestotliwosci wystepowania MN z metylowanym lub
niemetylowanym 35S rDNA.

Przedstawione w tej czesci rozprawy omodwienie wynikdw powyzszych dwoch
artykutow eksperymentalnych i ich dyskusja w petni oddaje tresci w nich zawarte. Uwazam
jednak, ze zamieszczenie dodatkowych schematéw czy rysunkéw, innych niz w
opublikowanych artykutach, podsumowujgcym przeprowadzone badania bytoby twérczym
uzupetnieniem do omawianych tresci.
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Rozdziat Podsumowanie i wnioski to zbiér siedmiu dobrze sformutowanych punktéw
zestawiajacych najwainiejsze informacje z przeprowadzonych badar i odpowiadajacych
postawionym celom badawczym.

Streszczenia w j. polskim i angielskim wtasciwie podsumowuja zakres prac oraz
najwazniejsze obserwacje poczynione przez Doktorantke.

W kontekscie lektury recenzowanej rozprawy prosze Doktorantke o rozwiniecie ponizszych
zagadnien:

1. Hipermetylacja vs hipometylacja DNA — przyczyny i skutki.
Architektura jadra komérkowego — co jg determinuje?

3. Efekty dziatania czynnikdw mutagennych na genomy organizméw eukariotycznych.
Jakie inne techniki, oprdcz tych zastosowanych w rozprawie, mozna wykorzystaé¢ do
ich identyfikacji?

PODSUMOWANIE

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani Adrianny Halama jest wartosciowym
opracowaniem nt. identyfikacji poziomu i specyfiki metylacji DNA w komérkach roslinnych w
odpowiedzi na zwigzki mutagenne z wykorzystaniem technik cytogenetycznych, a otrzymane
wyniki s3 oryginalne i w mojej opinii maja duzg warto$é¢ poznawcza. Za szczegdlnie
wartosciowe w kontekscie tematyki rozprawy uwazam okreslenie poziomu globalnej metylacji
DNA w mikrojadrach, w tym regionalnej w obrebie loci rDNA. Przedstawiona rozprawa jest
wartosciowym opracowaniem naukowym stanowigcym oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego. Catos¢ badan jest logicznie zaplanowana i zrealizowana z uzyciem witasciwych
materiatéw i metod w celu uzyskania zaktadanych celéw i zweryfikowania postawionych
hipotez. Wyniki zostaly poprawnie opracowane, zaprezentowane, oméwione jak réwniez
zinterpretowane i poszerzaja dotychczasowq wiedze. Przedstawiona rozprawa wskazuje takze
na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne Doktorantki w zakresie prowadzonych badan
oraz na umiejetnosc samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Podsumowujac uwazam, ze ztozona dysertacja spetnia warunki stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(art. 187) —tekst jednolity: Dz. U. 2022 poz. 574 i wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Adrianny
Halama do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

G(Rekery

Krakéw, 27 stycznia 2023 dr hab. inz. Ewa Grzebelus, prof. URK
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