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Chromatyna zbudowana przede wszystkim z DNA i zasadowych bialek histonowych to podstawowa
forma organizacji eukariotycznego genomu, o kluczowym znaczeniu dla regulacji ekspresji genow.
Fundamentalna funkcja struktury chromatyny w regulacji transkrypcji, pierwszego etapu ekspresji
gendéw, stawia tematyk¢ zwigzang z ustaleniem roli poszczegélnych sktadowych chromatyny w
procesach komérkowych w centrum zainteresowania naukowcéw. Wiadomo, ze ten nukleoproteinowy
kompleks podlega dynamicznej przebudowie w odpowiedzi na sygnaly ptynace z wnetrza komorki
oraz na zmiany $rodowiska zewngtrznego. Efektem tych modyfikacji struktury chromatnyny jest
czgsto przeksztatcenie profilu transkrypcyjnego komoérki. Na strukturg chromatyny wpltywa wiele
elementéw, a jednym z najwazniejszych sa histony rdzeniowe budujgce wraz z DNA jej podstawowa
jednostkg - nukleosom. Oprécz kanonicznych histonéw rdzeniowych w komérkach wystepuja takze
inne warianty, ktére nadaja wybranym obszarom chromatyny szczegélne wiasciwosci. Choé wiemy o
istnieniu tych wyspecjalizowanych biatek histonowych od wielu lat, nasza znajomos¢ roli wariantow
histonéw rdzeniowych w regulacji transkrypcyinej jest nadal niepena.

Rozprawa doktorska Pani Weroniki Sury dedykowana jest ustaleniu roli jednego z wariantow
histonowych w regulacji transkrypcyjnej genéw. Doktorantka wybrata do badan histon H2A.Z, jest to
Jeden z najsilniej konserwowanych ewolucyjnie wariantéw. Sekwencja biatka H2A.Z jest silniej
zachowana w ewolucji niz kanonicznego histonu H2A. Co warte podkreslenia stanowi on blisko 10%
catkowitej ilosci histonu H2A w jadrze komérkowym. Prace wielu badaczy wskazuja, ze H2A.Z jest
konieczny dla zycia wigkszosci eukariontéw. To biatko jest elementem regulatorowym réznych
procesow komorkowych, w tym takich, ktére maja przeciwstawne dzialanie jak np.
heterochromatynizacja powigzana z wyciszaniem genéw oraz aktywacja genéw. Pomimo, ze wiele juz
wiadomo na temat H2A.Z jego rola w regulacji transkrypcji jest nadal nie w pelni zdefiniowana. Do
ustalenia funkcji H2A.Z w regulacji aktywnosci transkrypcyjnej Pani Weronika Sura wybrata rogline
modelowg Arabidopsis thaliana, w ktorej badata wptyw wariantu H2A.Z na transkrypcie genow
regulowanych w odpowiedzi na stres suszy. Wybor Arabidopsis pozwolit na wykorzystanie




dostgpnych mutantéw insercyjnych Arabidopsis oraz narzedzi badawczych wczesniej stworzonych dla
tej rosliny w Instytucie Biologii Molekularnej i Biotechnologii. Do badari Doktorantka wykorzystata
migdzy innymi zoptymalizowang przez siebie dla Arabidopsis metode precypitacji chromatyny (ChAP
od ang. chromatin affinity purification) oraz metody wielkoskalowe pozwalajace na globalng analize
transkryptomiczng i analizg lokalizacji H2A.Z w chromatynie,

Formalny opis rozprawy doktorskiej

Praca doktorska Pani Weroniki Sury ma uklad klasyczny i liczy 160 stron. Rozpoczyna si¢ spisem
tresci i wykorzystanych w pracy skrotéw. Zwigzle streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
zawiera dokladnie zdefiniowany cel, zarysowane metody badawcze oraz opis najwazniejszych
wynikow i ostateczny wniosek plynacy z uzyskanych przez Doktorantke danych. Szczegélowy wstep
liczacy 60 stron oraz czgé¢ obejmujaca zalozenia i szczegélowe cele badawcze poprzedzaja
podrozdziaty opisujace wykorzystane w pracy materiaty i metody oraz uzyskane wyniki. Po wnikliwej
dyskusji zamieszony jest rozdziat zawierajacy najwazniejsze wnioski z pracy. Na koficu znajduje sig
bardzo bogaty spis literatury. Obszerniejsze czgsci pracy podzielone sg na mniejsze podrozdziaty, a
niektére jak cze$¢ dotyczaca wynikéw oraz dyskusja zawierajg zrozumiate i dobrze opisane ryciny.
Mimo obszernosci niektérych podrozdzialéw praca jest klarownie i przejrzyscie napisana.

Ocena merytoryczna

Na poczgtku swojej oceny pragne zaznaczy¢, ze wyniki otrzymane przez Doktorantke i przedstawione
mi w formie pracy dyplomowej do recenzji zostaly juz opublikowane w prestizowym czasopi$mie
naukowym o migdzynarodowym zasiggu - Plant Cell, a Pani Weronika Sura jest pierwsza autorkg tej
pracy. To wyrdzniajace osiagnigcie naukowe $wiadczy o jakosci wynikéw i wysokiej wartosci
naukowej wnioskow zaprezentowanych w rozprawie.

Pierwsza czes¢ Wstgpu swojej rozprawy Doktorantka poswieca przedstawieniu elementéw i zjawisk
komérkowych regulujgcych u organizméw eukariotycznych proces transkrypcji. Najwiecej miejsca w
tej czgsci dedykuje omoéwieniu znaczenia struktury chromatyny dla transkrypcji i funkcjonowania
gendw. Ten fragment wstgpu doskonale prezentuje rolg takich elementéw jak metylacja DNA, budowa
nukleosomu czy modyfikacje histonowe w regulacji transkrypcyjnej i dostarcza czytelnikowi
niezbednych wiadomosdci o zjawiskach zwigzanych z chromatyng waznych dla pierwszego etapu
ekspresji genow. Druga zdecydowanie obszerniejsza czgé¢ wstgpu drobiazgowo prezentuje wiedzg na
temat poznanej roli wariantu H2A.Z u roéznych organizméw, genéw kodujacych ten szczegdlny
wariant histonowy, charakterystycznej lokalizacji H2A.Z w genomach eukariotycznych. Bardzo
wazny fragment wstgpu zostal poswigcony oméwieniu komplekséw remodelujacych chromatyne
odpowiedzialnych za wprowadzanie i usuwanie wariantu H2A.Z z chromatyny. Pozwala to na
wiladciwe zrozumienie doboru mutantéw wykorzystanych w pracy. Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka
zastanawia si¢ nad przyjetymi "prawdami" naukowymi, zestawia wyniki réznych grup badawczych,
ktére czgsto nie w pelni sg ze sobg zgodne. To wskazuje na wyjatkowo gleboka znajomoéé tematu
oraz ogromne zaangazowanie naukowe,

Wstep zostat napisany bardzo szczegétowo jednak klarownie, zawiera wszystkie niezbedne informacje
i doskonale wprowadza czytelnika w podjeta przez Doktorantke tematyke badawcza.



Zatozenia i cele pracy s3 jednoznacznie i precyzyjnie wyznaczone, obejmujg zbadanie odpowiedzi na
stres na poziomie transkryptomicznym mutantéw Arabidopsis o obnizonym poziomie H2A.Z w
chromatynie, wyjasnienie loséw H2A.Z w obszarze zidentyfikowanych gendéw o zaburzonej ekspresji,
ustalenie czy istnieje zalezno$¢ pomigdzy lokalizacja H2A.Z na genie, a jego ekspresjg i ostatecznie
probe przedstawienia uniwersalnego modelu podsumowujacego role wariantu H2A.Z w regulacji
transkrypcji gendéw u Arabidopsis thaliana. Do zrealizowania wytyczonych celéw Doktorantka uzyta
roznorodnych metod badawczych. Zastosowala wiele podstawowych technik biologii molekularnej,
genetyki, a takze doskonale przeprowadzita analizy wielkoskalowe obejmujace badania
transkryptomiczne oraz struktury chromatyny. Kluczowym elementem byta integracja otrzymanych
wynikéw z analiz wielkoskalowych, ktéra ostatecznie pozwolita na uzyskanie odpowiedzi na czeséé
postawionych pytan badawczych. Uzyte materialy i metody sa nalezycie opisane przez Doktorantke
Zastosowanie wielorakich technik oraz wykonanie réznorodnych i skomplikowanych analiz
bioinformatycznych wymagato pracy zespotowej, ktora jest nieodzowna w nowoczesnych naukach
eksperymentalnych. W podrozdziale prezentujacym materialy i metody zastosowane do realizacji
celow badawczych Pani Weronika Sura doktadnie wyjasnia kto ze wspétpracujacych naukowcow jest
autorem poszczegdlnych analiz. W mojej ocenie wybrane i zastosowane techniki badawcze pozwolity
na zrealizowanie wszystkich wytyczonych przez Doktorantke celow.

Uwazam, ze opisane w pracy dod$wiadczenia zostaly bardzo starannie wykonane i1 wilasciwie
skontrolowane oraz opatrzone przejrzystymi Rycinami. Chce podkreslié jeszcze raz, ze wyniki
przedstawione w pracy sa opublikowane w wysoko cenionym czasopi$émie naukowym, przeszly wigc
skrupulatng i wnikliwg oceng najlepszych specjalistéw z dziedziny co jest §wiethym wyznacznikiem
jakosci i warto$ci otrzymanych przez Doktorantke danych.

W obszernej dyskusji Doktorantka szczegotowo omawia wnioski oparte o wiasne wyniki oraz
obserwacje innych naukowcéw. Dyskusja i Wstep rozprawy nie pozostawiaja watpliwosci, ze Pani
Weronika Sura dysponuje szeroka wiedza i doskonata znajomoscia literatury w obszarze zwigzanym z
rolg chromatyny i wariantu H2A.Z w regulacji genéw. Dyskusja konczy si¢ zaproponowanym
modelem, ktory przedstawia mozliwy wplyw histonu H2A.Z na transkrypcj¢ u modelowej rosliny
Arabidopsis thaliana.

Wazng czgéé pracy stanowi podrozdzial Wnioski, w ktérym Doktoranta prezentuje plynace z pracy
wnioski i wskazuje na podwdjng funkcje wariantu H2A.Z w transkrypcji u rzodkiewnika. W jej ocenie
wariant H2A.Z pelni dwojaka role w regulacji transkrypcji, jest represorem lub moze pozytywnie
wplywacé na transkrypcje zaleznie od swojej lokalizacji na chromatynie regulowanych genow.

Taki wynik wskazuje na istnienie roznych mechanizméw molekularnych, ktére bedg zaangazowane w
we wbudowywanie wariantu H2A.Z w nukleosomy odktadane na chromatynie, a ich skutkiem bedzie
rézny sposéb regulacji genéw. Zastanawia mnie jak to jest mozliwe, ze wariant H2A.Z moze by¢
wazny zarowno dla ogdlnej regulacji transkrypcyjnej oraz moze peti¢ funkcje w specyficznej
regulacji genéw odpowiadajacych na stres. Prosz¢ Doktorantke o przedstawienie swojej opinii na ten
temat w ramach obrony.

Pod koniec Wstgpu w oparciu o wyniki innych grup badawczych Doktorantka wskazala na
prawdopodobna role badanego wariantu H2A.Z w procesie skiadania genéw. Czy wyniki uzyskane z
wielkoskalowych analiz sugeruja zaangazowanie tego histonu w splicing u Arabidopsis thaliana?



Podsumowanie

Przede wszystkim cheg wyrazi¢ uznanie dla doktorantki oraz promotora rozprawy, Pana dr hab. Piotra
Zidtkowskiego. Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani Weroniki Sury wniosta wiele
nowych i cennych informacji na temat wariantu histonowego H2A.Z i poszerzyta wiedzg na temat roli
chromatyny w regulacji transkrypcji u Arabidopsis.

Doktorantka przeprowadzila szereg $wietnie zaplanowanych i skomplikowanych do$wiadczen, a
Jako$¢ otrzymanych wynikéw $wiadczy o doskonatym opanowaniu warsztatu naukowego. Pani
Weronika Sura jest nie tylko pierwsza autorka artykutu podsumowujacego wyniki pracy doktorskiej,
ale takze autorka opublikowanej metody zoptymalizowanej dla Arabidopsis - Chromatin Affinity
Purification (ChAP), ktéra byta kluczowa dla ustalenia lokalizacji H2A.Z w chromatynie Arabidopsis.

Stwierdzam, ze oceniane badania reprezentujg doskonaly poziom naukowy, a praca doktorska Pani
Weroniki Sury spetnia wszystkie wymogi formalne, zawarte w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r.
"0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz.
595 z p6zniejszymi zmianami). W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Wydziatu Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o przyjecie pracy i dopuszczenie mgr Weroniki
Sury do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. W mojej ocenie osiggnig¢cia naukowe Doktorantki
nie tylko uzasadniajg nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych, ale takze zastugujg na
dodatkowe uznanie. W zwiazku z tym wnioskuj¢ o wyr6znienie tej pracy stosowng nagrodg.
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