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Recenzja pracy doktorskiej pana mgr Wojciecha Dziegielewskiego

pt. ,, Functions of chromatin in transcription, stress response and meiotic recombination in
: Arabidopsis thaliana”
(“Funkcje chromatyny w transkrypcji, odpowiedzi na stres
oraz rekombinacji mejotycznej u Arabidopsis thaliana”)

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala przygotowana na Uniwersytecie im Adama
Mickiewicza w Poznaniu na Wydziale Biologii w ramach Szkoly Doktorskiej Nauk Przyrodniczych
Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii i wykonana pod kierunkiem naukowym Pana prof.
Piotra Ziétkowskiego w Laboratorium Biologii Genomu.

Struktura i forma rozprawy oraz udzial Doktoranta

Rozprawa zostala napisana w jezyku angielskim i liczy 281 stron druku. Struktura pracy doktorskiej
jest przejrzysta, spdjna i zawiera wszystkie czg¢$ci wymagane w tego typu pracach. Znaczna czg¢§¢é
wynikow zostala opublikowana w czterech oryginalnych pracach, ktére ukazaly si¢ w wysoko
punktowanych czasopismach zagranicznych w latach 2022- 2023, w tym trzy z nich w Nature
Communication (IF=14,7; 2023). Na rozprawe sklada si¢ takze jedna praca typu ‘review’. Kopie
wszystkich pieciu publikacji skladajacych si¢ na rozprawe, 4. prac oryginalnych i jednego
artykulu typu ‘review’, Autor dolgczyl do manuskryptu. W jednej publikacji badawczej mgr. W.
Dziggielewski jest pierwszym ko-autorem, w pozostalych jest drugim (2 prace) lub trzecim
wspotautorem (1 praca). Praca przegladowa jest dwuautorska; Doktorant jako pierwszy autor
wspolpracowat przy jej tworzeniu ze swoim promotorem, prof. Piotrem Zidtkowskim.

Pozycja Doktoranta na liscie wspolautoréw opublikowanych prac, oraz zamieszczony w
manuskrypcie szczegélowy opis analiz i prac w jakie byl On zaangazowany oraz o§wiadczenia innych
wspotautoré6w wskazuja na znaczacg role mgr Dziggielewskiego w powstawaniu tych artykuléow.

Nieopublikowane wyniki badan przedstawione sa3 w dwoch tematycznie spdjnych rozdziatach
wchodzacych w sklad manuskryptu i maja struktur¢ artykuléw badawczych zawierajgcych
Introduction, Results ilustrowane figurami i tabelami, Discussion oraz Material and Methods.
Referencje do badan oméwionych w tej czesci manuskryptu Autor zebrat w zbiorczym rozdziale (str.
91-108)

Biorac pod uwage mnogos¢ i réznorodnos¢ przeprowadzonych eksperymentéw i uzyskanych w
ramach doktoratu wynikéw, nalezy doceni¢ przejrzystos¢ struktury, jak i tre$ci manuskryptu
ulatwiajacy recenzentowi poruszanie si¢ po licznych i réznorodnych metodycznie badaniach i ich
wynikach.
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Przygotowujac rozprawe Autor zadbal o syntetyczne wprowadzenie w zakres wiedzy zwigzanej z
przeprowadzonymi badaniami, oraz czytelne przedstawienie najwazniejszych wynikéw i wnioskow
uzyskanych zar6wno w toku opublikowanych, jak i nieopublikowanych jeszcze badan.

Jezyk pracy jest klarowny i spdjny a terminy wilasciwe. Zapewne przygotowanie rozprawy w j.
angielskim bylo tu znacznym utatwieniem, co nie umniejsza jednak wkladu Autora.

Badania finansowano z 4. zewnetrznych grantéw badawczych pozyskanych przez promotora prof. P.
Zidtkowskiego.

Przedmiot i cel rozprawy

Mechanizmy epigenetyczne pozwalajace komoérkom bardzo réznie, zaleznie od s$rodowiska i
kontekstu, odczytywac i interpretowaé zakodowang w ich genomach informacje genetyczng sg coraz
lepiej poznawane. Jednakze odkrywana wielos¢ i réznorodnos¢ czynnikéw zaangazowanych w
epigenetyczng regulacj¢ procesOw oraz skomplikowane zaleznosci migdzy tymi czynnikami i
réznymi procesami epigenetycznymi otwieraja ciggle nowe obszary badan i sklaniajg do kolejnych
pytan. W te trudng i bardzo fascynujaca dziedzine epigenomiki wpisuja si¢ prace Zespotu pana prof.
Ziotkowskiego. Rozprawa mgr W. Dziggielewskiego przedstawia badania z zakresu epigenetyki
roslin, intensywnie rozwijanej w ostatnich latach dziedziny badan w wyniku postepu w adoptowaniu
metod epigenetyki do analizy komoérek roslinnych.

Objete rozprawa doktorska badania mgr Dziggielewskiego koncentrowaly si¢ na funkcji chromatyny
w regulacji transkrypcji genéw oraz w rekombinacji genetycznej warunkujgcej zjawisko crossing-
over. Ze wzgledow oczywistych dla biologa molekularnego obiektem badan byta roslina modelowa
genomiki, Arabidopsis thaliana (L.). W badaniach objetych rozprawg doktorska Autor zastosowal
dwie strategie badawcze wspolczesnej genomiki: eksperymentalng i analizy in silico. Eksperymenty
laboratoryjne zmierzaly to opisania funkcji chromatyny w regulacji ekspresji genéw stresu oraz
czestosci mejotycznej rekombinacji. Doktorant badatl dynamiczne modyfikacje histonow, w tym
acetylacj¢ i depozycje histonu H2A.Z towarzyszace transkrypcji gendw zwigzanych z odpowiedzig
roslin na stres oraz zalezno$¢ pomiedzy markerami chromatyny otwartej H2K4me3 i zamknietej
H3K27me3 a czgstoscig rekombinacji genetycznej. Druga zastosowana przez Doktoranta w
rozprawie strategia badawcza to analizy bioinformatyczne dostgpnych w bazach danych NGS celem
globalnego i precyzyjnego mapowania wystgpowania miejsc crossing-over w genomie Arabidopsis.
Zbudowane przez Doktoranta narzedzia bioinformatyczne i wykonane z ich uzyciem analizy in silico
zastosowane zostaty do okreslenia roli czynnikéw genetycznych, w tym polimorfizmu typu SNP and
biatka naprawy DNA - MSH2, w kontroli zjawiska CO (crossingover) podczas mejozy.

Podjete w rozprawie badania uwazam za bardzo aktualne, nowatorskie i niezmiernie
interesujace dla wspélczesnej nauki. W dobie postgpujacych zmian klimatycznych kreowanie
nowych odmian roslin uprawnych o cechach zwigkszajacych ich szanse plonowania przy niedostatku
wody i wzro$cie Sredniej temperatury jest priorytetem wspotczesnej hodowli. Stad tez badane w
rozprawie doktorskiej epigenetyczne mechanizmy kierujace odpowiedzig roélin na stres, w tym stres
termiczny, oraz czynniki genetyczne wplywajace na czestotliwos$¢ rekombinacji w mejozie mogg
mie¢ w perspektywie duze znaczenie praktyczne dla wyprowadzania genotypéw uzytecznych w
biotechnologii i hodowli roslin. :
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Nalezy podkreslié, ze Doktorant nie poprzestal w swych badaniach na wykorzystaniu publicznie
dostepnych i licznych mutantéw insercyjnych Arabidopsis lecz takze bral udzial w opracowaniu i
zastosowaniu efektywnej i nowatorskiej metody uzyskiwania nowych alleli Arabidopsis na drodze
edycji genomu technikg CRISP-Cas9. Opracowana i opublikowana metoda mutagenezy edycyjnej,
jak i wyprowadzone z jej udzialem mutanty delecyjne w genach réznych deacetylaz histonow
znacznie poszerzyly mozliwosci badawcze Doktoranta oraz wzbogacily zasoby narzedzi genomiki
dostepne u Arabidopsis.

Uzyskane wyniki i ich znaczenie naukowe

W ostatnich latach rosnie liczba prac podkreslajagcych wage dynamicznych zmian wariantow
histonow w regulacji transkrypcji gendw odpowiedzi na stres. W mechanizmie tym aktywacja
transkrypcji genéw zalezy od $cistej koordynacji depozycji wariantu H3.3 i usuwania H2A.Z, co
wykazano dla genéw reagujacych na podniesienie temperatury w pracy Zhao i in., 2023. Procesy
dynamicznych przemian histondw kontroluja modyfikacje epigenetyczne, w ktdrych znaczacg role
majg kompleksy acetylujace histony z udzialem acetylotransferaz HAT i deacetylaz HDAC. Wiasnie
tymi gorgcymi i nielatwymi w analizie mechanizmami kontroli transkrypcji gendéw zajat si¢ w
badaniach przedstawionych w pierwszej czgsci rozprawy pan mgr W. Dziegielewski.

Biorac pod uwage wyniki wezesdniejszych prac, w tym macierzystego Zespolu badawczego,
Doktorant sformufowal hipoteze twierdzaca, ze:

e W represji gendw odpowiedzi na stres zaangazowane sa deacytelazy histondéw, ktére
usuwajgc grupy acetylowe z histonu H2A.Zac deponowanego w obszarze ‘gene-body”
blokujg transkrypcj¢ tych genéw w warunkach nieindukcyjnych.

Drugim bardzo interesujagcym zagadnieniem badawczym podjetym w rozprawie jest zwigzek
pomigdzy aktywnoscia transkrypcyjng chromatyny a czgstoscia rekombinacji genetycznej. Autor
postawil hipotezg, ze:

e Ektopowo indukowana w obszarze podwyzszonej frekwencji CO (tzw. CO hotspot)
aktywacja transkrypcji genu zwigksza czestos¢ rekombinacii.

Dla zweryfikowania postawionych hipotez w pracy zastosowano réznorodne materialy, w tym
wyprowadzone zmodyfikowang metodg CRISP-Cas mutanty, i r6znorodne genetyczne, molekularne
1 bioinformatyczne metody badawcze.Ppo raz pierwszy w badaniach czestotliwosci rekombinacji
genetycznej zastosowano fuzyjne biatko dCas9-VP64.

Rozprawa doktorska dostarczyla licznych nowych i cennych dla wspétczesnej genomiki i epigenetyki
wynikéw wzbogacajacych wspoélczesna wiedza na temat mechanizméw epigenetycznej kontroli
ekspresji gendow i rekombinacji genetycznej u roslin. Za szczegélnie wartoSciowe dla nauki
uwazam:

e Poszerzenie wiedzy o mechanizmie dziatania acetyltransferazy histonowej NuA4, mato dotad
zbadanej u roslin, w regulacji gendw zwiazanych z fotosynteza i rozwojem chloroplastéw oraz
odpowiedzi na stres. Badania te pokazaly, ze mechanizmy regulacji transkrypcji z udziatem
enzyméw HAT, w tym NuA4, oraz HDAC, s3 znacznie bardziej skomplikowane niz sg obecnie
postrzegane.
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e Zaproponowanie modelu regulacji gendéw stresu opartego o Dbalans pomigdzy
acetylotransferazami HAT i deacetylazami histonow, HDAC. Istotnymi elementami tego
modelu sg acetyltrasferaza NuA4 i HDAC oraz histon H2A.Z .

e Wykazanie, ze aktywno$¢ NuA4 jest niezbedna dla deponowania histonu H2A.Z w formie
acetylowanej, w obszarze ,,gene body” genoéw stresu; deacetylacja gpH2A.Z skutkuje represja
genow stresu w warunkach nie-indukcyjnych. Wyniki badan nad NuA4 przedstawiono w pracy
Bieluszewski et al. 2022; ktéra ukazala si¢ w prestizowym Nature Commun. W powstawanie
tej obszernej, wieloautorskiej i waznej dla nauki pracy Doktorant mial znaczny wkiad;
przeprowadzil On eksperymenty zwigzane z RNA-seq i ChIP-qPCR oraz analizowat ich wyniki,
jak rowniez wspotuczestniczyt w powstawaniu manuskryptu publikacji;

o Wykazanie zaangazowania deacetylazy HDA19 w deacetylacje histonu H2A.Z. Wynik ten jest
nowatorski bo wczesniej deacetylazy specyficzne dla tego histonu nie zostaly opisane u roslin.
Nalezy podkresli¢, ze aby zidentyfikowaé powiazane z H2A.Z deacetylazy, Autor rozprawy
wyprowadzil metoda CRISP/Cas9 mutanty edycyjne w 15 genach HDAC Arabidopsis; nowe
mutanty znacznie poszerzajg mozliwosci badan nad zjawiskiem deacetylacji histonéw u roslin.

e Pokazanie, ze modyfikujac chromatyne i aktywujac transkrypcje genu zlokalizowanego mozna
w obszarze genomu o zwigkszonej rekombinacji (,,recombination hotspot™) mozna stymulowaé
poziom crossingover (CO). Pragne podkresli¢, ze dla zbadania wplywu modyfikacji chromatyny
na czgstos¢ rekombinacji genetycznej Doktorant zaprojektowat i przeprowadzit wieloetapowe i
nowatorskie eksperymenty, w ktorych zaadoptowat system CRISP z uzyciem biatka fuzyjnego
Cas9-VP64 do celowanej aktywacji transkrypcji wybranego genu Arabidopsis zlokalizowanego
w obszarze hotspotu (,,Coco”) dla rekombinacji. Ponadto, dla detekcji zdarzen
rekombinacyjnych Doktorant wyprowadzit transformanty rekombinacyjne Arabidopsis w stanie
hemizygotycznym pod wzgledem genu reporterowego RG warunkujacego fluorescencje
epidermy nasion.

e Opracowanie zestawu narzedzi bioinformatycznych dla analizy danych NGS w poszukiwaniu
miejsc CO w genomie Arabidopsis oraz zaprojektowanie narzedzi internetowych
umozliwiajagcych latwe przegladanie zestawéw danych 2z genotypowania-poprzez-
sekwencjonowanie (GBS) pochodzacych z réznych mutantéw. Narzedzia te zostaly
wykorzystane w pracach opublikowanych w 2023 r w Nature Communication, co dowodzi ich
wysokiej jakosci i waloréw aplikacyjnych w genomice roslin.

Komentarze i pytania do wynikow

Uzyskane przez Doktoranta wyniki sg bardzo ciekawe i prowadza do wielu pytan. Przedstawione w
rozprawie badania zainspirowaty mnie do ponizszych komentarzy i pytan do Doktoranta.

e Z racji moich zainteresowan naukowych zwigzanych z genetycznymi i epigenetycznymi
mechanizmami kontrolujgcymi pluripotencj¢ somatycznych komoérek roslin szczegblnie
ciekawig mnie wyniki pokazujace role¢ HDA19 w deacetylacji H2A.Z podczas regulacji
ekspresji genéw odpowiedzi na stres. Deacetylaza HDA19 uczestniczy w procesach
reprogramowania transkryptomu komoérek podczas somatycznej embriogenezy i reguluje
geny TF uczestniczace w regeneracji roslin w kulturze in vitro tkanek somatycznych. Nowe
dane wskazujg takze na istotne funkcje wariantu histonu H2A.Z w regeneracji roslin w
kulturze in vitro. Pokazano bowiem, ze podwyzszona temperatura zwigksza regeneracje
pedéw u Arabidopsis thaliana, co jest zwigzane z usuwaniem H2A.Z z chromatyny
(Lambolez i in., Plant and Cell Physiology, 2022, 63 (5), pp.618-634. 10.1093/pcp/pcac017).

nICzZych
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Chciatabym pozna¢ Pana opinie, czy wylaniajaca si¢ rola H2A.Z w regulacji genéw
odpowiadajacych na warunki kultury in vitro wpisuje si¢ w znane dotad warunki i
mechanizmy dzialania tego wariantu? Czy poza represyjng oczekiwa¢ mozemy aktywujacej
roli tego wariantu w reprogramowaniu transkryptomu towarzyszacego regeneracji roslin in
vitro?

e Jaki molekularny mechanizm moze powodowaé niepowodzenie w uzyskaniu podwdjnego
mutanta hdal9-5 arp6-1 z mutacjami w genie deacetylazy HDA19 i biatka Actin-related
protein 6 (Arp6), istotnego komponentu kompleksu SWRI1 rekrutujagcego H2A.Z do
nukleosomow?

e Badania wykazaly pozytywny wplyw ekspresji genu kodujacego IncRNA na czgstotliwosé
rekombinacji w obszarze hotspotu dla CO zlokalizowanego w promotorze tego genu. Biorgc
pod uwage prace innych wykazujace, ze w przeciwienstwie do drozdzy, u roslin czegstos¢ CO
nie jest zwigkszona z genami o wysokiej ekspresji nie wykazuje CO nie koreluje pytanie o
zwigzek poziomu CO i transkrypcji pozostaje otwarty. Dla definitywnego rozstrzygnigcia tej
kwestii Doktorant zaplanowal zastosowanie mutantéw z delecjg obejmujacej TSS badanego
genu i dla uzyskania takich mutantéw proponuje zastosowanie innych bialek Cas9. Czy takie
proby sa juz w toku?

e Ciekawi mnie takze, jak zaawansowane sg prace zmierzajace do stworzenia opartego o dCas9
systemu umozliwiajacego specyficzne modyfikowanie chromatyny w obszarze CO hotspotu?
Doktorant proponowal zastapienie biatlka VP64 biatkami modyfikujgcymi chromatyne i np.
metylotransferaza histonowa, dlaczego wybor tego enzymu? Czy zasadne byloby takze
modyfikowanie poziomu acetylacji histonéw dla kontroli CO, np. z udziatem badanych w
rozprawie acetyltransferazy NuA4 i deacetylazy HDAC19? Czy tez inne enzymy z grupy
HAT/HDAC bylyby lepszym wyborem?

e Jak stusznie podkresla Doktorant, do wyjasnienia pozostaje mechanizm molekularny
odpowiedzialny za wzrost czgstosci CO w ,,Coco™ hotspocie— czy jest to (jak pisze Autor, str.
74) efekt bezposredniego zwigkszenia transkrypcji genu InRNA zlokalizowanego w obszarze
hotspotu, czy wynik lokalnych modyfikacji i remodelowania chromatyny w tym obszarze.
Prositabym takze o wyjas$nienie, jak Doktorant rozumie mechanizm opisany jako ,,an effect
of direct overexpression of the targeted InRNA gene”?

e Jaki mechanizm moze odpowiada¢ za letalno$¢ podwojnych mutantéw arp6-1 hdal9-5 (tzw.
efekt ,,synthetically lethal plants” -str. 44)? Czy w tuszczynach krzyzowki heterozygot hdal9-
5 +/- x arp6-1 -/- obserwowatl Pan wyzsza sterylnos¢ i np. zamieranie zamieranie zarodkoéw
lub nasion?

Na koniec, spelniajac zado$¢ oczekiwanym obowigzkom recenzenta, drobne uwagi

krytyczne:

e W analizie genetycznej, wielko$¢ analizowanej populacji roslin ma podstawowe znaczenie
dla stusznosci wnioskowania i stad powinna by¢ w wynikach podawana. Stad tez pytanie
dotyczy liczby roslin F2 zastosowanych do okreslenia czgstosci CO w rejonie o zwigkszonej
ekspresji IncRNA (str. 70; Fig. 12 D)? nie znalaztam w rozprawie tych informacji.

e Autor zamiennie stosuje terminy ,.gene expression”, “expression” i “gene transcription”,
jednak terminy te nie s synonimami

e Poza nielicznymi literéwkami nie znalaztam niedociagni¢¢ edycyjnych.
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Podsumowujgc, recenzowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
dowodzi takze znacznej ogdlnej wiedzy teoretycznej i swobodnego poruszania si¢ Autora w badanej
tematyce oraz umiejetnosci praktycznego stosowania nowoczesnych metod z zakresu genomiki,
epigenomiki i bioinformatyki. Opublikowane wieloautorskie prace oryginalne, w ktérych Doktorant
wykonywal istotng czgs¢ eksperymentéw dowodzi, ze posiada On zdolnosci do samodzielnej, jak i
zespolowej pracy naukowe;j.

Ponadto, wyr6zniajgca si¢ na tak wczesnym etapie kariery duza aktywnos¢ publikacyjna Doktoranta
dowodzi Jego znacznego potencjatu jako naukowca. W zgodzie z tg tezg, ukazata sie wlasnie (styczen
2025) kolejna bardzo dobra publikacja, w ktérej Doktorant byl zaangazowany zaréwno w czesé
eksperymentalna, jak i analizy danych. Praca Zhu et al. 2025 pt. ,,The kinase ATR controls meiotic
crossover distribution at the genome scale in Arabidopsis™ opublikowana zostata w bardzo dobrym
czasopismie naukowym, The Plant Cell, 2025, 37, koae292 (https://doi.org/10.1093/plcell/koae292).
Ponadto, wg. deklaracji Autora zawartej w manuskrypcie rozprawy na str. 84, w przygotowaniu sg
dalsze publikacje wynikéw badan, w ktére Doktorant mial wkiad.

Whioski koncowe

Podsumowujgc, recenzowana rozprawa dowodzi poglebionej wiedzy oraz zdolnosci do postugiwania
si¢ imponujagcym wachlarzem metod z zakresu genetyki i biologii molekularnej , jak i umiejgtnosci
poprawnej analizy i wnioskowania naukowego Doktoranta.

Wyrazona w recenzji analiza i ocena rozprawy doktorskiej p. mgr Wojciecha Dziggielewskiego,
uzasadnia, ze praca catkowicie spelnienia przewidziane prawem wymagania dla uzyskania stopnia
naukowego doktora okreslone w art. 187 ust. 1-2 i art. 190 ust. 3 Ustawy z dn. 20.07.2018 r. Prawo
o Szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571 ze zm.).

Tym samym, wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu im. A.
Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie magistra Wojciecha Dziggielewskiego ubiegajgcego si¢
o nadanie stopnia doktora nauk Scislych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie stawiam wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pana mgr Wojciecha
Dziegielewskiego zgodnie z obowigzujacymi w macierzystej jednostce procedurami.

Z powazaniem



