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RECENZIA

rozprawy doktorskiej pana mgr Wojciecha Dziggielewskiego
,Funkcje chromatyny w transkrypcji, odpowiedzi na stres oraz rekombinacji mejotycznej
u Arabidopsis thaliana”
Wykonane] pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra Ziétkowskiego
W Laboratorium Biologii Genomu
Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pana Wojciecha Dziggielewskiego wykonana pod opieka
prof. Piotra Zitkowskiego jest absolutnie wyjatkowym osiagnieciem, zaréwno pod wzglgdem
merytorycznym, jak i technologicznym. Juz na poczatku recenzji chce podkreslic, ze jest najlepsza
rozprawa doktorska, jaka miatam okazje ocenia¢. Tematyka zwigzana z rola chromatyny w regulacji
transkrypcyjnej genéw w odpowiedzi na stres u roslin, a takze badania nad rekombinacja mejotyczng u
Arabidopsis, to obszary nie tylko fundamentalne dla zrozumienia mechanizméw genetycznych adaptacji
roélin, ale réwniez niezwykle ztozone. Imponujacy zakres prac, taczacych eksperymenty molekularne z
analizami danych uzyskanych z wysokoprzepustowego sekwencjonowania RNA i DNA oraz opracowaniem
autorskich narzedzi bioinformatycznych, $wiadczy o absolutnie wyjatkowej interdyscyplinarnosci,
gtebokiej wiedzy i niezwyktej kreatywnosci Doktoranta. Publikacje sktadajace si¢ na czes¢ wynikow
doktoratu, w tym trzy prace oryginalne opublikowane w prestizowym czasopismie Nature
Communications, jedna publikacja metodyczna w Methods in Molecular Biology oraz artykut przegladowy
w czasopiémie Frontiers in Plant Science, jednoznacznie potwierdzajg znaczenie naukowe badari Pana
Wojciecha Dziegielewskiego oraz pokazuja niezwykle wysoki poziom migdzynarodowego uznania dla jego
osiagnie¢. Trudno nie wyrazi¢ gtebokiego podziwu dla tej pracy doktorskiej oraz dla Zespotu, w ktérym
powstaty i zostaty wykonane badania. Ta dysertacja nie tylko spetnia wszystkie wymagania ustawowe
stawiane pracom doktorskim i zastuguje na szczegélne wyrdznienie, ale wyznacza nowe standardy w
badaniach molekularnych nad roslinami. ;

Oceniana praca doktorska sktada sie z cyklu pigciu artykutéw naukowych oraz niepublikowanych jeszcze
wynikéw. Dla kazdej z publikacji Autor wyraznie okreélit zakres wykonanych przez siebie badan. Do
dysertacji dofagczono stosowne o$wiadczenia, ktére jednoznacznie potwierdzajg i precyzyjnie okreslaja
jego wktad we wszystkie wtaczone do pracy artykuly. Zaangazowanie Autora pracy nie budzi watpliwosci.

Praca zostata napisana w jezyku angielskim w sposéb niezwykle klarowny. taczy w sobie elementy
klasycznej dysertacji doktorskiej oraz podrozdziaty w skrécie przedstawiajace wyniki opublikowanych juz
prac. We wstepnej czesci znajduja sig podzigkowania, spis tresci, informacje o Zrédtach finansowania oraz
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, ktére pomimo ogromu prezentowanych wynikéw, jest krétkie
i przejrzyste. Ta cze$¢ pracy doskonale podkresla najwazniejsze osiggnigcia Doktoranta. W poczatkowej
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czesci dysertacji znajduje sie réwniez lista publikacji wchodzacych w sktad pracy doktorskiej, wykaz
skrétéw i symboli, a takze zyciorys naukowy Doktoranta.

Wstep dysertacji umiejetnie wprowadza czytelnika w tematyke pracy, przedstawiajac kluczowe
informacje dotyczace struktury chromatyny oraz jej podstawowych biatek. Szczegélng uwage poswiecono
znaczeniu biatek modyfikujagcych chromatyne i waznych dla regulacji genéw odpowiedzi na stres. W
dalszej czesci omowiono znaczenie struktury chromatyny w procesie rekombinacji mejotycznej. Autor
wyraznie podkreslit istotnos¢ struktury chromatyny w kontekscie badawczym, co stanowi solidne
fundamenty dla dalszych sktadowych pracy doktorskiej. Nastepnie rozprawa zawiera jasno sformutowane
dwa cele i dwie hipotezy badawcze. Taki podziat zapewnit przejrzystq strukture pracy oraz jej spéjnosc.

Pierwsza cze$¢ wynikdw poswiecona jest analizom dynamiki zmian chromatynowych, ze szczegdélnym
uwzglednieniem roli wariantu H2A.Z i jego acetylacji w regulacji genéw odpowiedzi na stresy oraz
wybranych modyfikacji histonu H3 w rekombinacji mejotycznej. Autor przypisat do tej czesci trzy
publikacje, ktére zostaty skrétowo omdwione w kontekscie ich zatozenri oraz uzyskanych wynikéw. Na
koricu dysertacji dotgczono PDFy opublikowanych artykutéw. Ta czes$¢ pracy zawiera takze obszerng czes¢
z niepublikowanymi dotgd danymi, w formie dwéch gotowych manuskryptéw. Pierwszy obejmuje badania
nad rolg deacetylazy histonowej HDA19 w regulacji gendw odpowiedzi na stres Arabidopsis w kontekscie
modyfikacji histonu H3 i H2AZ. Drugi manuskrypt zawiera wyniki badari dotyczace funkcji modyfikacji
chromatynowych i procesu tranksrypcji w zachodzeniu crossing-over podczas mejozy u Arabidospsis.

Lista publikacji wiaczonych do pierwszej czesci dysertacji Pana Wojciecha Dziegielewskiego obejmuje 3
publikacje:

Publikacje metodyczng — Doktorant wystepuje jako wspétautor.

Bieluszewski, T., Szymanska-Lejman, M., Dziegielewski, W., Zhu, L., & Ziolkowski, P. A. “Efficient
Generation of CRISPR/Cas9-Based Mutants Supported by Fluorescent Seed Selection in Different
Arabidopsis Accessions” Methods Mol Biol 2484, 161-182 (2022).

Praca metodyczna wiaczona do rozprawy doktorskiej zawiera niezwykle precyzyjnie opracowany protokét
generowania mutantéw w réznych odmianach Arabidopsis thaliana z wykorzystaniem nowoczesnej
technologii inzynierii genetycznej CRISPR-Cas9. Opracowany system umozliwia efektywne tworzenie
mutantéw typu knock-out w genach Arabidopsis, a jednocze$nie pozwala na szybkie i dokfadne
identyfikowanie uzyskanych mutantéw, co znaczaco zwieksza wydajno$é oraz praktycznoéé catego
procesu. W ramach pracy uzyskano az 15 mutantdw w genach kodujgcych deacetylazy histonowe
Arabidopsis. Opracowana metoda, jest juz teraz wykorzystywana w projektach prowadzonych w ramach
Zespotu, co stanowi wyrazne $wiadectwo jej praktycznego zastosowania i efektywnosci. Jestem gteboko
przekonana, ze opublikowana metodyka znajdzie szerokie zastosowanie réwniez w pracach badawczych
innych grup naukowych, przyczyniajac si¢ do dalszego rozwoju badan z zakresu biologii molekularnej
roslin.
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Publikacja oryginalna opublikowana w Nature Communications — Doktorant, wspélnie z dwoma innymi
osobami, jest réwnorzednym pierwszym autorem, co podkresla jego kluczowy wktad w badania.

Bieluszewski, T.*, Sura, W.*, Dziegielewski, W.*, Bieluszewska, A., Lachance, C., Kabza, M., Szymanska-
Lejman, M., Abram, M., Wlodzimierz, P., De Winne, N., De Jaeger, G., Sadowski, J., Coté, J., & Ziolkowski,
P. A. “NuA4 and H2A.Z control environmental responses and autotrophic growth in Arabidopsis” Nat
Commun 13, 277 (2022)

Praca w znakomity sposéb integruje analizy pojedynczych i wielokrotnych mutantéw Arabidopsis
(uzyskanych zaréwno metodami klasycznymi, jak i z wykorzystaniem precyzyjnej edycji genomu za
pomocg systemu Cas9-gRNA) z zaawansowanymi analizami molekularnymi skoncentrowanymi na
interakcjach miedzybiatkowych oraz szczegétowymi i na bardzo wysokim poziomie przeprowadzonymi
analizami wysokoprzepustowymi, takimi jak RNA-seq oraz ChIP-seq. Publikacja obfituje w wyniki naukowe
o wysokiej wartosci merytorycznej. W mojej ocenie jednym z najwazniejszych osiggnie¢ pracy jest
wykazanie kluczowej roli kompleksu acetylotransferazy NuA4 w aktywacji transkrypcyjnej gendw
zwigzanych ze wzrostem Arabidopsis. Mechanizm ten opiera sig na acetylacji histonéw H4 oraz H2A.Z w
+1 nukleosomie. Jednoczes$nie praca pokazuje istotno$¢ NuA4 w depozycji acetylowanego wariantu
H2A.Zac w ciatach gendéw odpowiedzi na stres, co, po usunieciu grup acetylowych, skutkuje represja tych
gendéw. To odkrycie rzuca nowe $wiatlo na mechanizmy epigenetycznej regulacji genéw zaréwno w
kontekscie rozwoju, jak i odpowiedzi na stres srodowiskowy.

Niejako uzupetnieniem opublikowanej juz pracy o acetylotransferazie histonowej NuA4 s3
zaprezentowane wyniki, jeszcze nie opublikowane, a dotyczace roli deacetylacy histonowej HDA19.
Wyniki majg forme manuskryptu.

Celem przedstawionych w tej czesci badan byta identyfikacja deacetylazy wariantu H2A.Z, ktéra wspdlnie
z acetylotransferazag NuA4 uczestniczy w regulacji genéw odpowiedzi na stres. Wsréd mutantéw
uzyskanych za pomocg metody CRISPR-Cas9 w genach kodujgcych kilkanascie deacetylaz histonowych
poszukiwano fenotypéw przypominajgcych mutanta z zaburzeniami w depozycji H2A.Z do chromatyny
(arp6-1). Na podstawie analizy fenotypowej do dalszych badar wytypowano mutanta w genie kodujagcym
enzym HDA19 (hda19-5). Analizy transkryptomiczne hdal19-5 wykazaty podwyzszong ekspresje genow
zwigzanych z odpowiedzig na stres. Rosliny te charakteryzowaty sie réwniez zwiekszong acetylacja
wariantu H2A.Z, podobnie jak rosliny dzikiego typu Arabidopsis hodowane w warunkach stresu cieplnego.

Wyniki analiz molekularnych potwierdzity obserwowane podobieristwa fenotypowe pomigdzy mutantem
hda19-5 a roslinami dzikiego typu hodowanymi w podwyzszonej temperaturze. Integracja danych z RNA-
seq i ChiP-seq dla wybranych modyfikacji histonowych pozwolita sformutowa¢ wniosek, ze aktywacja
genéw zalezy od poziomu H3K9ac, H2A.Zac oraz obecnosci wariantu H2A.Z w obregbie ciata genu.
Poréwnanie wynikéw analizy transkryptomicznej oraz danych ChiP-seq roslin hda19-5 i mutanta Atepl/1-2
w genie kodujagcym podjednostke katalityczng kompleksu acetylotransferazy NuA4 wykazato wysoki
poziom zgodnosci zmian. Na tej podstawie sformutowano wniosek, ze geny zwigzane ze stresem s3
wspotregulowane przez oba enzymy — NuA4 oraz HDA19.

Dodatkowo, zidentyfikowano mechanizm rekrutacji deacetylazy HDA19 do chromatyny za posrednictwem
czynnika transkrypcyjnego WRKY. Zaproponowano model regulacji genéw przez kompleks NuA4 oraz
HDA19, ktéry w sposdb przekonujgcy wyjasnia mechanizm precyzyjnej regulacji odpowiedzi na stres u
Arabidopsis.
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Uwagi i pytania:

Wedtug mnie w tej czesci pracy brakuje badan potwierdzajacych bezposrednie oddziatywania in vitro
HDA19 z acetylowanym H2A.Z, i/lub dowodéw na aktywnosé¢ deacetylazy HDA19 wzgledem tego
wariantu histonowego. Czy mégtby Pan zaproponowa¢ doswiadczenia, ktérych wyniki uzupetnityby te
braki?

Mam réwniez pytanie natury ogélnej: czy na podstawie przedstawionych wynikéw oraz dostepnych
badafn dotyczacych modyfikacji chromatyny u Arabidopsis mozna przypuszczaé, ze struktura
chromatyny genéw zwiazanych z procesami wzrostu istotnie rézni sie od struktury chromatyny genéw
odpowiedzi na stres? Jesli tak, to czy, wedtug Pana, réznice te moga byé dziedziczone i utrzymywane w
trakcie podziatéw komérkowych? Poproszg o komentarz w tej sprawie podczas obrony.

Wiadomo, ze struktura chromatyny w chromosomach mejotycznych moze wptywac na zachodzenie
rekombinacji mejotycznej. Zaobserwowano zwigzki pomigdzy rekombinacja, transkrypcja i wybranymi
modyfikacjami histonowymi. W pierwszej czgsci pracy zamieszczono takze nieopublikowane dotad wyniki,
zaprezentowane w formie manuskryptu, dotyczace potencjalnego wptywu aktywacji transkrypcji i
zwigzanych z tym modyfikacji histonowych w tzw. goracym miejscu dla crossing-over (ang. crossover
hotspots), na zwiekszenie czgstosci zachodzenia rekombinacji mejotycznej. Do tego celu wykorzystano
zmodyfikowana technologig CRISPR-Cas9. W tym przypadku fuzja biatkowa enzymatycznie nieaktywnej
formy Cas9 (deadCas9, dCas9) z aktywatorem transkrypcyjnym VP64 pochodzacym z wirusa opryszczki
pospolitej zostata skierowana do promotora genu AT3G05605, kodujacego IncRNA. Docelowy promotor
dla dCas9-VP64 ulokowany byt w goracym miejscu dla crossing-over. W celu realizacji zadania
nadeksprymowano fuzje biatkowa dCas9-VP64 z odpowiednim gRNA w liniach Arabidopsis zawierajgcych
skonstruowane elementy genetyczne ESILs, flankowane sekwencjami kodujacymi biatka fluorescencyjne
dsRED i eGFP, ktdre sa wyrazane w naskdrku nasion. Takie markery pozwalaja na oszacowanie czestosci
zachodzenia rekombinacji. Pomiar rekombinacji oparty jest na segregacji tylko zielonych i tylko
czerwonych nasion.

Z sukcesem udato sie wykonaé zaplanowane eksperymenty, wykazujac podwyiszong czestotliwos¢
rekombinacji w wyznaczonym miejscu, zalezng od rekrutacji dCas9-VP64. Zaobserwowano zwiekszenie w
obszarze promotora trimetylacji lizyny 4 histonu H3, zwiekszenie poziomu transkryptu genu AT3G05605
oraz wyisza czestoéé zachodzenia rekombinacji w modyfikowanym miejscu. Niestety nie udato sie
rozdzieli¢ potencjalnego wptywu wigkszej ilosci transkryptu od zmian w poziomie H3K4me3.

Czy wprowadzenie dodatkowej kopii genu AT3G05605 do wykorzystywanej w badaniu linii Arabidopsis
i nadekspresja jego transkryptu moglyby poméc w odpowiedzi na pytanie, czy to chromatyna, czy
transkrypt?

Ostatnim elementem pierwszej czeéci wynikéw prezentowanej pracy byta praca przegladowa.

Artykut przegladowy dwuautorski — Doktorant jest pierwszym autorem, co $wiadczy o jego wiodacej roli
w opracowaniu publikacji.

Dziegielewski, W., & Ziolkowski, P. A. “License to Regulate: Noncoding RNA Special Agents in Plant Meiosis
and Reproduction” Front Plant Sci 12, 662185 (2021).
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Przegladéwka w sposéb kompleksowy i klarowny przedstawia wiedze na temat roli niekodujgcych
czasteczek RNA w procesie mejozy. llustracje sg przystepne i dobrze obrazujg omawiane zagadnienia, co
czyni te prace cennym Zrédtem wiedzy zaréwno dla doswiadczonych naukowcéw, jak i dla studentéw
rozpoczynajacych swojg przygode z tg tematyka.

Pierwsza czes$¢ wynikéw zostata bardzo dobrze i zwigzle podsumowana przez Autora.

Podsumowujgc, pierwsza czes¢ dysertacji zostata zrealizowana w sposdb bardzo rzetelny, pomystowy i z
dbatoscia o szczegdty. Prezentowane zaréwno opublikowane, jak i niepublikowane wyniki wnoszg istotny
wktad w poszerzenie naszej wiedzy na temat mechanizméw regulacji transkrypcyjnej oraz proceséw
rekombinacji mejotycznej, stanowigc cenne Zrédto nowych informaciji.

Dwie publikacje oryginalne opublikowane w Nature Communications stanowia drugg czes¢ dysertacji,
dotyczg zagadnien zwigzanych z rekombinacja mejotyczng u Arabidopsis. W obu witgczonych do dysertacji
pracach Doktorant jest drugim autorem.

Szymanska-Lejman, M., Dziegielewski, W., Dluzewska, J., Kbiri, N., Bieluszewska, A., Poethig, R.S. &
Ziolkowski, P.A. “The effect of DNA polymorphisms and natural variation on crossover hotspot activity in
Arabidopsis hybrids” Nat Commun 14, 33 (2023).

Dluzewska, J., Dziegielewski, W., Szymanska-Lejman, M., Gazecka, M., Henderson I.R., Higgins, J.D.,
Ziolkowski P.A. “MSH2 stimulates interfering and inhibits non-interfering crossovers in response to
genetic polymorphism” Nat Commun 14, 6716 (2023).

W pierwszej z prac skoncentrowano sie na ustaleniu roli zmiennosci genetycznej w zachodzeniu crossing
over. Opracowana w ramach badan pomystowa i skuteczna metoda selekcji nasion, w ktérych doszto do
crossing-over w zdefiniowanym obszarze DNA, umozliwita precyzyjne mapowanie miejsc CO z
rozdzielczo$cig na poziomie par zasad. Stworzono linie zawierajace krotkie fragmenty DNA (Extremely
Short Interval Lines, ESILs), oflankowane genami kodujgcymi biatka fluorescencyjne dsRED i eGFP, ktdre
s3 wyrazane w epidermie nasion ekotypu Col. Jezeli pomiedzy markerami doszto do crossing-over,
zrekombinowane nasiona wykazywaty ekspresje wytacznie jednego z biatek fluorescencyjnych. Dzigki
temu mozliwe bylo reczne selekcjonowanie rzadkich nasion rekombinantéw sposréd tysiecy nasion
niezrekombinowanych. Pomystowo$¢ tego uktadu eksperymentalnego robi wrazenie. Nastepnie takie
linie krzyzowano z dwoma innymi ekotypami Arabidopsis — Ler i C24. W uzyskanych roslinach
analizowano czesto$¢ crossing-over. Z wykorzystaniem systemu opartego na Cas9 wygenerowano takze
rosliny z delecjami w obrebie gorgcych miejsc DNA w liniach zawierajgcych obszary ESILs. Dodatkowo,
poniewaz dynamika crossing-over (CO) w regionach zawierajgcych polimorfizmy SNP zalezy od biatka
MSH2, ktére jest kluczowym elementem systemu naprawy nieprawidtowo sparowanych zasad (MMR),
uzyskano odpowiednie linie krzyzéwkowe w celu zbadania, jak genetyczna inaktywacja gtéwnego
detektora niedopasowarn DNA wptywa na rekombinacje. W celu przeanalizowania zachodzenia crossing-
over w przygotowanych liniach krzyzéwkowych sekwencjonowano zdefiniowane fragmenty DNA.
Doktorant opracowat skuteczne narzedzie bioinformatyczne umozliwiajgce zautomatyzowang analize
sekwencji wytypowanych regionéw 1 172 rekombinantéw. Narzedzie jest dostepne na platformie GitHub.
Analiza bioinformatyczna stanowi bardzo wazng czes¢ tej pracy.

W drugim artykule wtgczonym do tej czesci dysertacji przedstawiono wyniki analiz mechanizméw regulacji
crossing-over przez biatko MSH2 w odniesieniu do dwdch klas crossing-over: klasy |, wrazliwej na
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interferencje (gdzie jedno zdarzenie CO ogranicza wystgpowanie kolejnego w poblizu), oraz klasy II,
nieinterferencyjnej, charakteryzujacej si¢ przypadkowym rozmieszczeniem CO na chromosomie.
Weczeéniejsze badania wykazaty, ze obecno$¢ polimorfizméw w DNA moze wptywaé na rozmieszczenie
crossing-over klasy |, stymulujac ich zachodzenie. Dzigki serii eksperymentéw wykorzystujacych linie
hybrydowe Arabidopsis, ich obserwacje fenotypowe oraz szczegétowe analizy DNA genomowego przy
uzyciu metody GBS (Genotyping-by-Sequencing) na duzej liczbie pojedynczych roélin, udato sie wykazac,
7e biatko MSH2 odgrywa kluczowa role jako regulator naprawy dwuniciowych peknigé DNA (DSB) podczas
mejozy u Arabidopsis. Stwierdzono, ze MSH2 wywiera antagonistyczny wptyw na crossing-over klasy i ll,
ksztaftujac rozmieszczenie miejsc rekombinacji mejotycznej. W ramach tej pracy Autor dysertacji
opracowat aplikacje internetowa RShiny, nazwana Arabidopsis Maps of Recombination (AMoR),
dedykowana analizie danych GBS. Aplikacja umozliwia wizualizacje i poréwnanie rozktadu crossing-over
na chromosomach  Arabidopsis  oraz  jest  dostgpna publicznie pod adresem:

https://genomebiol.shinyapps.io/AMOR PUBLIC/.

Badania zaprezentowane przez Doktoranta s szczegélnie wazne. Regulacja genéw odpowiedzialnych za
reakcje stresowe u rodlin oraz mechanizmy crossing-over w mejozie majg kluczowe znaczenie dla
zrozumienia podstawowych procesdw biologicznych oraz zwigkszaja mozliwoséi praktycznych zastosowan
w rolnictwie. Poznanie mechanizméw regulacji genéw stresowych daje szanse na identyfikacje szlakow
molekularnych warunkujacych adaptacje roélin do zmieniajacych sig warunkéw $rodowiskowych i w
efekcie podstawy dla opracowania bardziej odpornych odmian uprawnych. Z kolei zrozumienie
mechanizméw crossing-over, bedacych kluczowym elementem rekombinacji mejotycznej, umozliwia
precyzyjne mapowanie gendw i potencjalnie kontrole zmiennosci genetycznej, co moze przyczynic sie do
zwiekszenia wydajnosci produkcji rodlinnej.

Recenzujac te prace, zyskatam duzo gtebsze zrozumienie skomplikowanych mechanizméw molekularnych,
ktére reguluja odpowiedzi roslin na stresy oraz procesy rekombinacji mejotycznej. Pozostaje pod wielkim
wrazeniem osiaggnieé i dojrzatoéci naukowej Pana Wojciecha Dziggielewskiego.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji dysertacja Pana Wojciecha Dziegielewskiego spetnia
wymogi ustawowe zgodnie z wymaganiami okreslonymi 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.) i wnioskujg do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie
Pana Wojciecha Dziegielewskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jeszcze raz chce podkreélié, ze tak wyréiniajaca sie praca doktorska zastuguje na stosowne réznienie.

Marta Koblowska
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