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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Tomasza Bieluszewskiego pt. ,,Budowa i funkcja

roslinnego kompleksu acetylotransferazy histonowej NuA4”

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Recenzowana praca doktorska, dotyczy jednego z najbardziej aktualnych i waznych dzi$
obszaréw badan nad mechanizmami regulacji genéw u organizméw eukariotycznyéh. Chodzi
o system znakowania loci genowych w chromosomach, okreslany jako epigenetyczny, ktory
umozliwia elastyczne sterowanie ich funkcja bez koniecznosci wprowadzania zmian w
sekwencji DNA. Systemy regulacji epigenetycznej graja kluczowa role w trakcie rozwoju
ztozonych organizméw wielokomérkowych — roélin i zwierzat, a takze w ich interakcjach ze
srodowiskiem, w szczegblnosci w sytuacjach wymagajacych adaptacji do niekorzystnych
warunkéw. Duza ztozonos¢ systemow epigenetycznych sprawia, ze wiedza o nich jest wciaz
fragmentaryczna. Dotyczy to szczeg6lnie roslin ktére, w przeciwienstwie do drozdzy S.
cerevisiae 1 zwierzat, przez dtugi czas nie byty liczacym si¢ obiektem w badaniach
molekularnych i genetycznych nad strukturg i funkcja chromosoméw. Nalezy tez pamigtac,
ze pomimo znaczacego zakresu ewolucyjnej konserwatywnosci mechanizméw
epigenetycznych dziatajacych u eukariontéw, wnioskéw z badan nad grzybami i zwierzetami
nie mozna automatycznie przenosi¢ na rosliny. Dwie dominujace dzi$ grupy organizméw
wielokomdrkowych - zwierzeta i rosliny, wydzielily si¢ ze wspdlnego pnia okoto miliarda lat
temu, i od tego czasu ewoluuja osobno, a ich ,,bauplany” organizacyjne i funkcjonalne sa
optymalizowane w kontekscie catkowicie odmiennych strategii zyciowych. Te same
pierwotnie mechanizmy molekularne podlegaty w nich zatem wielu niezaleznym od siébie
zmianom i modyfikacjom dostosowujacym je do specyficznych dla kazdej z tych grup
wymagan. W wypadku roslin, taka catkowicie niepowtarzalna w odniesieniu do organizméw

wielkokomérkowych specyfike od poczatku narzucita symbioza z sinicami i pojawienie si¢



procesu fotosyntezy. W poréwnaniu do sytuacji u zwierzat, wymusito to dramatycznie
odmienne warunki brzegowe w odniesieniu do niemal wszystkich aspektéw funkcjonowania
organizmu. Wsrdd biologéw powszechne jest przekonanie, ze poznanie sposobu, w jaki w ten
szczégélny uktad autotrofii energetyczno-pokarmowej wprzegnigte zostaty systemy
epigenetyczne, jest niezbedne dla petnego zrozumienia ewolucji molekularnego
instrumentarium umozliwiajacego funkcjonowanie roslin.

Praca doktorska mgra Tomasza Bieluszewskiego dotyczy generalnie acetylacji histondw,
jednej z najwczesniej odkrytych, najpowszechniejszych i najwazniejszych z potranslacyjnych
modyfikacji w chromatynie. Z uwagi na neutralizowanie przez grupy acetylowe dodatnich
tadunkéw histonéw, co prowadzi do ostabiania ich interakcji z DNA i udostepniania go dla
oddziatywan z r6znymi regulatorami, acetylacja kojarzona jest z aktywna transkrypcyjnie
chromatyna. Jej efekty sa jednak daleko bardziej ztozone i specyficzne nizby to wynikato z
dziatania wytacznie na poziomie oddzialywan elektrostatycznych. Przyczyna lezy w
réznicach w specyficznosci kodowanych w genomach acetylotransferaz histonowych w
odniesieniu do bezposrednich substratéw, ale takze w ich zdolnosci do tworzenia
wielobiatkowych kompleks6w nadajacych im dodatkowa specyficzno$é w odniesieniu do
miejsca i sposobu dziatania w chromatynie, a takze mozliwosci sprz¢zenia z r6znymi
systemami sygnalowymi dziatajacymi w komérkach.

Celem badan doktoranta byta préba odpowiedzi na pytanie, czy u roslin,
reprezentowanych tu przez modelowy organizm Arabidopsis thaliana, zachowany jest stary
ewolucyjnie system sprz¢zenia miedzy acetylacja histonu H4 przez acetylotransferaze z
waznej podrodziny zwanej MYST (od pierwszych liter biatek MOZ, YbF2, Sas2 i Tip60),
dziatajaca w homologicznych kompleksach NuA4 u drozdzy i TIP60-p400 u cztowieka, i
wymiang wariantéw histonowych w nukleosomie, katalizowana przez kompleks
remodelujacy chromatyng, znany u drozdzy jako SWR1-C.

Ze wzgledu na kluczowa role acetylacji histonéw w systemie epigenetycznej kontroli
rozwoju roslin i ich adaptacji do $rodowiska, brak szczegétowych danych o potencjalnych
roslinnych kompleksach — homologach dobrze opisanych komplekséw NuA4 o TIP60-p400,
stanowi zasadniczg luke¢ w wiedzy na temat chromatyny i jej regulacyjnej roli u rolin.
Uzyskanie odpowiedzi na pytanie postawione przez doktoranta, uwazam nie tylko za bardzo
istotne poznawczo, ale takze za otwierajace droge dla wielu r6znych badan, w tym takze, w
obszarze szeroko pojetej biotechnologii roslin. Z tych powodéw, tematyke rozprawy uznaje

za aktualna i nadzwyczaj wazng merytorycznie.



Szczegotowe cele rozprawy i zastosowane metodyki badawcze

U Arabidopsis zidentyfikowano homologi wigkszos$ci podjednostek kompleksu NuA4, z
wyjatkiem jednak kluczowego biatka EAF1A, ktére stuzy jako platforma organizacyjna
calego systemu, umozliwiajac $cigganie i strukturalno-funkcjonalna integracje pozostatych
podjednostek. Pierwszym i gléwnym celem autora byta zatem préba wykazania, ze
odpowiednik tego biatka (lub jego homologa u ludzi — biatka P400) wystepuje w Arabidopsis
i pelni podobna funkcje. Drugim, wynikajacym logicznie z pierwszego, celem pracy byto
rozszerzenie dos¢ skapej wiedzy na temat zakresu oddziatywan domniemanego ro$linnego
kompleksu NuA4 na fenotyp Arabidopsis, zaréwno na poziomie organizmalnym, jak i
molekularnym.

Do realizacji tych celéw doktorant wykorzystat szeroka palete r6znorodnych i bardzo
nowoczesnych metod bioinformatycznych, molekularnych, biochemicznych i biofizycznych,
cytologicznych i genetycznych. Dla ilustracji ich zakresu i stopnia technicznego
zaawansowania, wymieni¢ tu nastgpujace:

1) Bioinformatyczna identyfikacja i charakterystyka motywéw i domen strukturalnych biatek;
2) Przejsciowa nadekpresja bialek w protoplastach uzyskanych z komérek roslinnych;

3) Ilo$ciowe analizy poziomu transkrypcji;

4) Analiza oddziatywan biatek metoda ko-immunoprecypitacji;

5) Identyfikacja biatek za pomoca spektrometrii mas (we wspétpracy);

6) Edytowanie genomu Arabidopsis za pomoca technologii CRISPR/Cas9;

7) Konstrukcja, wyprowadzanie i genetyczna komplementacja linii Arabidopsis z mutacjami
w konkretnych obszarach genomu;

8) Techniki mikroskopowe i ilo§ciowa analiza obrazu;

9) Ilosciowa analiza cech fenotypowych.

Zastosowane w pracy metody doswiadczalne byty w petni odpowiednie dla realizacji celéw
rozprawy. Doktorant opisat je w pracy bardzo szczegétowo, a sposéb w jaki je stosowat,
$wiadczy o jego bardzo wysokich umiejgtnosciach, jako eksperymentatora, i zawodowym

profesjonalizmie.

Najwazniejsze uzyskane wyniki
Rozprawa przedstawia rezultaty kilkudziesigciu obszernych, starannie zaplanowanych i

poprawnie wykonanych doswiadczen. Najistotniejsze uzyskane wyniki to:



1. Bezsprzecznie najwazniejszym osiagnigciem byto zidentyfikowanie i charakterystyka
nieznanego do tej pory biatka AtEAF1 (kodowanego w genomie Arabidopsis przez dwa scisle
sprzezone paralogi AtEAF1a i AtEAF1b), o cechach podjednostki platformowej catego
komi)leksu NuA4. Na silne przestanki potwierdzajace domniemana role tego biatka w
roslinnym odpowiedniku NuA4 sktadaja si¢ wyniki wykazujace, ze wraz z AtEAF1 ko-
precypituja si¢ dwa inne znane wczesniej roslinne homologi drozdzowych podjednostek
komplekséw NuA4 i SWIRI1-C, biatka ARP4 i SWC4, oraz ze AtEAF1 oddziatuje réwniez z

dwoma roslinnymi homologami biatka Y AF9, sktadnika kompleksu u drozdzy.

2. Komplementarne do wynikéw opisanych powyzej sa dane z analizy fenotypowej mutantéw
w genach kodujacych AtEAF1. Tu, na silne pokreslenie zastuguje wykorzystanie z sukcesem
technologii CRISPR/Cas9 do obejscia trudnosci, jaka dla uzyskania podwéjnego mutanta w
obu paralogach AtEAF1 stanowito silne sprzezenie ich genéw. Wykazanie, ze jednoczesna
inaktywacja obu paralogéw jest najprawdopodobniej letalna, wskazuje na fundamentalna rolg
kompleksu NuA4 w procesach rozwoju u Arabidopsis. Podobnie letalna okazata si¢

jedoczesna eliminacja paralogéw podjednostki Arp4.

3. Wykazanie, ze zaklécenie integralnosci kompleksu NuA4 w Arabidopsis prowadzi do
powaznych defektow w rozwoju i funkcjonowaniu aparatu fotosyntetycznego. Szczegétowa
analiza efektéw fenotypowych mutacji w innych podjednostkach AtNuA4 ujawnita, ze
prawidtowy sktad i funkcjonowanie kompleksu sa niezbedne do normalnego dziatania

jadrowych genéw kodujacych biatka aparatu fotosyntetycznego.
Znaczenie wynikow

Wyniki uzyskane przez mgra Bieluszewskiegio maja oczywisty walor odkrycia naukowego.
Dobrze przemyslane podejscie badawcze oparte na starannej analizie wlasciwosci
zawierajacego acetylotransferazg histondw kompleksu NuA4, w szczeg6lnosci struktury
domenowe;j jego kluczowego sktadnika architektonicznego, wraz z umiejgtnym
zastosowaniem odpowiednich metod eksperymentalnych, doprowadzity do identyfikacji
prawdopodobnego roslinnego homologa drozdzowego biatka EAF1. Wykonane nastgpnie
charakterystyki oddziatywan i znaczenia funkcjonalnego tego biatka w Arabidopsis, w petni
zweryfikowaty postulat takiej wiasnie jego roli. Drugim znaczacym odkryciem byto

wykazanie zwiazku miedzy funkcja kompleksu NuA4 w Arabidopsis, a dziataniem aparatu
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fotosyntetycznego — w ten sposéb otwarta zostata nowa $ciezka eksploracji ekscytujacego
obszaru badawczego dotyczacego powiazan metabolizmu i bilansu energetycznego roslin z

systemem epigenetycznej regulacji genomu.

Komentarze i uwagi krytyczne

Nie mam zadnych powazniejszych zastrzezen do jakosci przedstawionych wynikow, a takze
do sposobu ich prezentacji, ktéry jest dogtebny, wyczerpujacy i wyjatkowo jasny. Autor
przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej ma doskonatg orientacj¢ nie tylko w
odniesieniu do tematu swojej pracy, ale takze znacznie szerszego zagadnienia dotyczacego
skomplikowanych relacji migdzy genami a srodowiskiem. Doskonale ilustruje to dyskusja,
ktéra jest wnikliwa, interesujgca i krytyczna, zawiera takze ciekawa oceng mozliwosci na
przysztos¢ i sugestie kierunkéw dalszych badan w oparciu o ustalenia rozprawy. Po raz
pierwszy mam do czynienia z pracg doktorska, w ktdrej tak skutecznie wykorzystano
mozliwosci nowej i przetomowej technologii edycji genoméw. Opublikowanie istotnej czesci
wynikéw rozprawy w renomowanym czasopismie BMC Plant Biology w 2015r. jest
dodatkowym i niezaleznym od tej recenzji argumentem na rzecz jej wysokiej wartosci
naukowej. Nie mogg tez nie podkresli¢, ze praca napisana zostata znakomita polszczyzng, w
sposob, jak juz wyzej wspomniatem, wyjatkowo klarowny i przejrzysty. Czyta si¢ ja z
prawdziwa przyjemnoscia.

Pewien niedosyt, jesli idzie o szerszy kontekst dyskusji wynikéw, odczuwam w
odniesieniu do dwdéch kwestii. Pierwsza to problem interpretacji opisanego w literaturze
fenotypu podwdjnej mutacji w blizniaczych genach Ham1 i Ham?2 kodujacych
acetylotransferazy MYST w Arabidopsis. Fenotyp polega na zaburzeniu gametogenezy,
szczegolnie zenskiej, przy czym zakidcenie, o ile moge si¢ zorientowac z danych
literaturowych, ma dotyczy¢ przebiegu pierwszej mitozy post-mejotycznej. O co tu moze
chodzi¢, gdyz troche trudno mi sobie wyobrazi¢ by ten raczej strukturalny problem wiazat si¢
z bezposrednia regulacja transkrypcji? Druga, posrednio wiazaca si¢ z tym kwestia, to
prawdopodobny udzial wymienionych acetylotransferaz w modyfikacji biatek
niechromatynowych. Jaka moze by¢ skala tego zjawiska, i czy moze ono wptywaé na

warunki funkcjonowania kompleksu NuA4?



Whiosek koncowy:

Rozprawa mgra Tomasza Bieluszewskiego zawiera wlasciwie zaprojektowane i starannie
wykonane doswiadczenia naukowe, w ktérych uwzgledniono wszystkie niezbedne kontrole.
Wyniki sa w petni oryginalne i zawieraja element prawdziwego odkrycia naukowego. Zostaty
zaprezentowane w sposéOb pelny i przejrzysty, a wyciagnigte na ich podstawie wnioski sg
catkowicie uzasadnione. Zasadnicze osiggniecie pracy zostalo opublikowane w
renomowanym czasopismie naukowym, w publikacji, w ktérej mgr Bieluszewski jest
pierwszym autorem. Ze wzgledu na powyzsze oraz, wedtug mnie, wybitng wartosé
merytoryczng rozprawy, wnosz¢ do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Adama
Mickiewicza:

o dopuszczenie mgra Tomasza Bieluszewskiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego i rozwazenie mozliwosci wyrdznienia jego rozprawy.
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