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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Moronczyk
pt. ,,Rola acetylacji histonéw w epigenetycznej regulacji somatycznej embriogenezy u
Arabidopsis thaliana”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani Joanny Moronczyk dotyczy szeroko
badanego w zespole Pani Prof. Gaj zagadnienia regulacji ekspresji gendéw zwigzanych z
somatyczng embriogenezg roslin. Zrozumienie mechanizméw rzgdzacych regulacjg tego
procesu ma duze znaczenie aplikacyjne, poniewaz metoda ta jest z powodzeniem
wykorzystywana m.in. w propagacji roslin ozdobnych, niektérych gatunkow drzew iglastych,
czy regeneracji roslin transgenicznych. Whnikliwe poznanie przebiegu embriogenezy
somatycznej (ES) moze przyczynic sie do obnizenia kosztéw jej stosowania a co za tym idzie,
dalszej komercjalizacji tej metody. W szczegolnosci, Kandydatka do stopnia naukowego
doktora podjeta sie zbadania wptywu acetylacji histonow H3 i H4 na zachodzenie ES.
Dotychczasowa wiedza na ten temat jest stosunkowo uboga, biorgc wiec pod uwage fakt, ze
acetylacja histonéw jest waznym elementem ko-aktywaciji transkrypcyjnej genow, wybranie
takiego wiasnie zagadnienia jako tematu rozprawy doktorskiej uwazam za bardzo celne i
naukowo intrygujgce.

Rozprawa ma postaé zbioru czterech prac oryginalnych, w ktérych Pani Moronczyk odgrywa
role pierwszego, drugiego (dwukrotnie) lub trzeciego autora. Prace ukazaly sie w
czasopismach naukowych z listy filadelfijskiej: dwa z nich w Cells, jeden w International Journal
of Molecular Sciences oraz jeden we Frontiers in Plant Science. Poniewaz publikacje sg
wieloautorskie, Kandydatka opatrzyta catg rozprawe autoreferatem, w ktérym opisane i
pokrétce przedyskutowane sg wyniki uzyskane w trakcie doktoratu. Autoreferat obejmuje takze
wprowadzenie, klarownie zdefiniowane cele pracy, a takze, co jest dos¢ nietypowe w
przypadku rozpraw bedacych zbiorami publikacji, opis materiatéw i metod. Uwazam zresztg
takie rozwigzanie za bardzo dobre, poniewaz w samych publikacjach uwzglednione sg réwniez
te metody, ktore nie byly osobiscie stosowane przez Doktorantke; pozwala wiec to
recenzentowi na lepsze poznanie warsztatu metodycznego, z ktéorym Kandydat do stopnia
doktora sie zapoznat w trakcie swojej pracy. Ponadto autoreferat zawiera podsumowanie wraz
z perspektywami oraz odrebnie opisane wnioski. Ogolnie autoreferat napisany jest bardzo
dobrze i przejrzyscie, tadnym jezykiem i z duzg dbatoscig o styl wypowiedzi. Z racji mojej roli
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recenzenta rozprawy pozwole sobie wypunktowac kilka elementow, do ktérych mam pewne
zastrzezenia:

1. Definicja pojecia ,epigenetyka”, znajdujgca sie na stronie 6, jest niekompletna. O ile
istotnie, epigenetyka dotyczy mechanizmdw regulacji ekspresji gendw nie wynikajgcych ze
zmian w sekwencji DNA, to nalezy dodaé, ze zmiany epigenetyczne mogg byc¢
przekazywane w kolejnych pokoleniach komorek; bez tego uszczegétowienia réwniez
dziatanie czynnikdéw transkrypcyjnych nalezatoby traktowac jako elementy regulaciji
epigenetycznej, a przeciez w powszechnym rozumieniu tak ich nie klasyfikujemy. Warto
by takze dodac, ze zmiany epigenetyczne, w przeciwienstwie do zmian genetycznych,
moga by¢, i czesto sa, w petni odwracalne.

2. We wprowadzeniu opisane zostaty dos¢ szczegotowo czynniki transkrypcyjne istotne w
kontroli ES, zabrakto mi natomiast cho¢by pobieznej charakterystyki uzywanych w pracy
mutantéw genow acetylotransferaz histonowych z przypisaniem do poszczegodlnych
rodzin.

3. O ile wigkszos¢ wnioskow nie budzi u mnie powazniejszych zastrzezeh merytorycznych,
to wniosek 3.2., w ktérym Autorka stwierdza, ze ,Specyficzny dla genu mechanizm
dziatania HAT/HDAC w SE wymaga badan” jest truizmem, mogtby wiec by¢ smiato
pominiety.

W dalszej czesci swojej pracy Kandydatka do stopnia doktora zamie$cita kopie artykutow,
ktére wchodzg w sktad jej pracy doktorskiej. Nie do konca rozumiem, dlaczego Doktorantka
zdecydowata sie na uporzgdkowanie prac stanowigcych jej dorobek zaczynajgc od najnowszej
pracy a nastepnie przedstawiajgc prace wczesniejsze. Bardziej logiczny dla mnie wydawatby
sie uktad chronologiczny, gdyz jak to z reguly w takich sytuacjach bywa, pézniejsze prace
opierajg sie na wczesdniej uzyskanych wynikach; w takiej tez kolejnosci oméwie pokrétce te
publikacje.

W pracy Woéjcikowska i in. (2018) autorzy badajg wptyw trychostatyny A (TSA), specyficznego
inhibitora deacetylaz histonowych, na ES u Arabidopsis. Najpierw przeprowadzajg wnikliwe
doswiadczenia z wykorzystaniem techniki SEM by potwierdzi¢ stymulujacy efekt tego czynnika
w ES pod nieobecno$¢ auksyn. Poprzez testy enzymatyczne pokazuja, ze efekt ten jest
zwigzany ze spadkiem aktywnosci zaréwno acetylotransferaz histonowych, jak i deacetylaz.
Dalsze analizy wykazaty, ze TSA powoduje wzrost poziomu indoli, ktory z reguty jest zwigzany
z produkcjg auksyn. Na tej podstawie wyciggnieto wniosek, ze TSA dziata w embriogenezie w
sposob zalezny od auksyn. Zgodnie z tg hipotezg, zaobserwowano zwiekszong ekspresje
genow syntezy auksyn. Wyniki zawarte w tej pracy dos¢ zgodnie wskazujg na wtasnie taki
mechanizm indukcji SE w probach traktowanych TSA.
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W pracy pokazano, ze jednoczesne traktowanie eksplantatéow auksyng i TSA powodowato
inhibicje embriogenezy, i ze byto to zwigzane z represjg transkrypcji genéw kluczowych dla
SE. Poniewaz auksyna jest fitohormonem kluczowym dla indukcji SE, wydawacé by sie mogto,
ze jednoczesne traktowanie eksplantatow zaréwno TSA jak i 2,4-D w pewnych zakresach
stezen powinno stymulowa¢ SE, a przynajmniej jej nie hamowaé. Prositbym zatem
Doktorantke o zaproponowanie wyjasnienia tej obserwacji.

Kolejne dwie publikacje, Nowak i in. (2020 i 2022), koncentrujg sie na opisaniu regulacji SE na
poziomie specyficznych czynnikdéw transkrypcyjnych oraz modulacji tego procesu przez
microRNA. W pierwszej z nich autorzy zbadali zaleznos¢ pomiedzy czynnikiem
transkrypcyjnym AGL15 a miR156 w kulturach embriogenicznych Arabidopsis. Wykazano, ze
AGL15 stymuluje ekspresje genu kodujacego miR156 a jednoczesnie hamuje transkrypcje
genow kluczowych dla biogenezy miRNA. W przypadku tego drugiego aspektu aktywnosci
AGL15 autorzy udowodnili réwniez jego wspotdziatanie z elementami kontrolujgcymi
aktywnos¢ deacetylaz histonowych, wigzac w ten sposob rézne poziomy kontroli indukcji
embriogenezy somatycznej. W drugiej pracy studiowana jest szerzej rola innej rodziny
microRNA, mianowicie miR172, w regulacji genéw bezposrednio zwigzanych z odpowiedzig
embriogeniczng. W szczegdlnosci opisano szlak, w ktorym miR172 wptywa na poziom
czynnika transkrypcyjnego AP2, a ten z kolei odpowiada za represje transkrypcyjng jednego z
kluczowych dla ES gendw, tj. WUS. Dzieki zastosowaniu mutantéw deacetylaz histonowych
oraz analizom ChIP-gPCR autorzy pokazali réwniez, ze w miR172/AP2-zaleznych zmianach
ekspresji WUS uczestniczg réwniez zmiany poziomu acetylacji H3 w promotorze tego genu.

W przypadku tej pracy autorzy proponujg model, w ktérym regulacja WUS obejmuje zalezng
od AP2 rekrutacje komponentéw kompleksu SIN3/HDAC, co skutkuje deacetylacjg histonow
w obrebie genu. Hipoteza ta opiera sie jednak jedynie na obserwacjach podobnego kierunku
zmian w ekspresji WUS pod wptywem zmian ekspresji AP2, mutacjach komponentow
SIN3/HDAC i pozioméw acetylacji H3 w obrebie genu WUS. Czy zatem nie jest mozliwe, ze
opisany przez autoréw szlak regulacyjny opiera sie na wczesniej scharakteryzowanym
mechanizmie, w ktérym uczestniczg ko-represory TPL (na co, notabene, dowody
przedstawiajg w swej pracy autorzy), a zmiany acetylacji histonédw w obrebie genu WUS
zachodzg wprawdzie rownolegle, lecz niezaleznie od opisanego szlaku?

W publikacji Moronczyk i in. (2022) autorzy przedstawiajg wnikliwg charakterystyke zmian w
poziomie acetylacji histonéw H3 i H4 w trakcie indukcji SE w odpowiedzi na auksyne i
trichostatyne TSA. Do tego celu stosujg zaréwno podejscia categenomowe (ELISA i eseje
immunohistochemiczne), jak i specyficzne dla wybranych, kluczowych dla tego procesu genéw
(poprzez ChlP-gPCR). Uzyskane na obu tych poziomach wyniki pokazuja, ze proces SE jest
zwigzany z istotnymi zmianami w acetylacji obu histonow i w wiekszosci przypadkdéw indukcja
SE zasocjowana jest ze wzrostem acetylacji tych histonéw. Potwierdzeniem tego rezultatu w
oparciu o ,genetyke odwrotng” (ang. reverse genetics) jest charakterystyka wydajnosci i
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produktywnosci SE w tle mutantéw genéw kodujgcych wybrane podjednostki acetylotransferaz
histonowych: Sposrdod 13 przetestowanych mutantéw, az w szesciu zaobserwowano spadek
potencjatu embriogenicznego. Natomiast dla dwoch mutantéw, hag7-5 oraz gcnb-1,
zaobserwowano efekt odwrotny, tj. wzrost odpowiedzi embriogenicznej. W dalszej czesci
autorzy testowali udziat deacetylaz histonowych, ktore katalizujg reakcje odwrotng anizeli
acetylotransferazy. Co ciekawe, az siedem z 16 linii mutantdw deacetylaz histonowych
wykazywato obnizong produktywnos$¢ SE. Z kolei linia z obnizong ekspresjg deacetylaz
HDA19 wykazata zwiekszony potencjat embriogeniczny.

Wyniki uzyskane dla mutantow tych dwoch grup enzyméw o przeciwstawnych funkcjach
wydajg sie sprzeczne, poniewaz w obu przypadkach przewaza spadek potencjatu
embriogenicznego. Prositbym Doktorantke, by podczas obrony pracy przedstawita szerzej
SWojg interpretacje tej obserwacji.

Acetylacja histondw jest charakterystycznym i uniwersalnym elementem aktywacji
transkrypcyjnej gendéw u eukariontéw. Dlatego bardzo trudne jest jednoznacznie okreslenie, w
jakim stopniu wzrost acetylacji gendw jest kluczowy dla ich transkrypcji, a w jakim jest tylko
ko-aktywatorem dla precyzyjnych mechanizméw regulatorowych opartych na czynnikach
transkrypcyjnych. Acetylacja moze réwniez by¢ konsekwencjg, a nie przyczyng aktywacji
transkrypcyjnej. Prositbym Doktorantke o rozwiniecie tej mysli i przedstawienie swojego punktu
widzenia w odniesieniu do wtasnych badan nad regulacjg procesu embriogenezy somatyczne;j.

Nie mam watpliwosci, ze prezentowane przez Doktorantke prace stanowig spéjny tematycznie
i wartosciowy naukowo cykl. Na podstawie przedstawionych o$wiadczen autorow moge
stwierdzi¢, ze jej udziat w przygotowaniu tych publikacji byt bardzo znaczacy. Podsumowujgc
mojg recenzje chciatbym podkresli¢ bogaty i zaawansowany technicznie warsztat metodyczny
zastosowany przez Doktorantke w jej badaniach, szczegdlnie w odniesieniu do technik z
zakresu biologii molekularnej. Duze wrazenie zrobit na mnie rowniez ogrom wykonanej pracy,
chocby liczba zbadanych mutantéw genéw HAC i HDAC jest porazajgca. Jest to szczegdlnie
warte podkreslenia w kontekscie trudnosci technicznych zwigzanych ze specyfikg samego
materiatu i pracochtonnoscig jego przygotowania na potrzeby doswiadczen.

Nie mam watpliwosci, ze w swojej rozprawie Pani mgr Joanny Moronczyk podjeta istotny
problem badawczy oraz przedstawita w sposob satysfakcjonujacy jego rozwigzanie. Dlatego
z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca Pani mgr Joanny
Moronczyk pt. ,Rola acetylacji histondw w epigenetycznej regulacji somatycznej embriogenezy
u Arabidopsis thaliana” spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim, w tym art.
14 ust. 2 pkt.2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jednolity Dz. U z 2017 r., poz. 1789) w zwigzku z
art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce, ktoéry stanowi, ze ,w okresie od dnia wejscia w zycie ustawy, o ktérej mowa
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w art. 1, do dnia 30 kwietnia 2019 r. przewody doktorskie (...) wszczyna sie na podstawie
przepisow dotychczasowych”. W zwigzku z tym wnosze do Rady Naukowej Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slgskiego o dopuszczenie mgr Joanny Moronczyk do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Z uwagi na wysokg warto$¢ rozprawy i oryginalnosé
zaprezentowanych wynikow wnioskuje o jej wyrdznienie stosowng nagroda.
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