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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Tomasza Bieluszewskiego pt. ,,Budowa i

funkcja roslinnego kompleksu acetylotransferazy histonowej NuA4”

Praca doktorska mgr Tomasza Bieluszewskiego zostala wykonana w Zaktadzie
Biotechnologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
pod kierunkiem prof. dr hab. Jana Sadowskiego i dr hab. Piotra Zidtkowskiego jako
promotora pomocniczego. W pracy tej mgr Bieluszewski bada mechanizmy
posttranslacyjnych modyfikacji histonow. Jest to wazne i intensywnie badane

zagadnienie, dlatego temat pracy nalezy uzna¢ za ambitny, wazny i aktualny.

Rozprawa jest poswigcona kompleksowi biatkowemu NuA4, ktory jest
odpowiedzialny za acetlyacj¢ histonu H4. Budowa i funkcja kompleksu NuA4 jest dos¢
dobrze poznana w drozdzach i niektorych organizmach zwierzgcych. Natomiast w
roslinach kompleks ten pozostaje praktycznie weale nieznany. Mgr Bieluszewski
zidentyfikowat niektore podjednostki NuA4 w Arabidopsis i zastosowat podejscia

genetyczne do ich charakteryzacji.

Rozprawa zawiera wstep, zalozenia i cele, material i metody, wyniki, dyskusje oraz
podsumowanie i wnioski. Praca jest napisana bardzo starannie. Dotyczy to przede
wszystkim jezyka — autor plynnie operuje terminami naukowymi w jezyku polskim i

ustrzega si¢ zargonu. Rownie dobra jest szata graficzna pracy.

Wstep doskonale wprowadza w skomplikowane mechanizmy regulacji ekspresji
genéw na poziomie modyfikacji i struktury chromatyny. Zaczyna od objasnienia szeregu
znanych mechanizmoéw wyciszenia transkrypcji, nastgpnie przechodzi na wyzszy poziom
szczegOtowoscei opisujac mechanizmy i znaczenie acetylacji histonéw i w koncu bardzo
doktadnie i trafnie przedstawia literature¢ poswigcona kompleksowi NuA4 w réznych

organizmach. Jesli wstep bedzie bezposrednio wykorzystany w publikacji sugeruje
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wieksza konsekwencje w wyborze literatury, zwlaszcza gdy istniejaca literatura jest
obszerna i nalezy wybra¢ tylko jedna lub dwie pozycje. Proszg, aby w czasie obrony
-doktorant bardziej jednoznacznie odnidst si¢ do kwestii czy acetylacja histonow wptywa
na transkrypcje przez zmiang fizycznych wiasciwosci chromatyny, czy tez przez kontrole

wigzania biatek odczytujacych modyfikacje histonow (reader proteins).

Z uznaniem trzeba przyja¢ jednoznaczne wyodrgbnienie zalozen i celéw pracy i
pozniejsze przedstawienie wnioskow. Jednoczesnie warto si¢ zastanowi¢, czy
ogolnikowe pojecia takie jak ,.potwierdzenie”, ,,sprawdzenie wptywu na fenotyp™ i

poréwnanie” da si¢ zredefiniowa¢ w kontekscie konkretnych hipotez.

Metody sa opisane szczegdtowo i precyzyjnie. Rozdziat ten bedzie stanowit
doskonate zrodlo informacji dla 0sob zainteresowanych wykorzystaniem
zaprezentowanych podej$¢. Dotyczy to zwlaszcza mutagenezy z zastosowaniem systemu

CRISPR/Cas9.

Najwazniejsza czes¢ rozprawy, czyli wyniki rozpoczyna sig od identyfikacji
podjednostek kompleksu NuA4 w Arabidopsis. Trafnie wybrane dwie podjednostki
zostaly uzyte do immunoprecypitacji oddziatujacych bialek, ktore nastepnie
zidentyfikowano spektrometria masowa. Uzyskana lista oddzialujacych bialek stanowi
fundament calej rozprawy i po potwierdzeniu oddzialywan innymi metodami bedzie
kluczowym zrodlem informacji dla badajacych kompleks NuA4. Doktorant skupia si¢
nastepnie na dwdch wezesniej nieznanych podjednostkach NuA4 (AtEAF1A i AtEAFIB)
i dokonuje ich szczegdtowej charakteryzacji. Skupienie si¢ na tych dwach biatkach jest
niewatpliwie trafna decyzja, gdyz dzigki temu autor moze odkry¢ nowe i nieznane
aspekty dzialania NuA4. Analiza sekwencji bialek AtEAF1 i oddziatywan mig¢dzy nimi a
wybranymi podjednostkami kompleksu NuA4 prowadzi do wniosku, ze AtEAF1
stanowig platforme¢ kompleksu NuA4. W czasie obrony prosze, aby doktorant
przedyskutowat co rozumie pod pojeciem platformy kompleksu biatkowego i jakie
kryteria eksperymentalne powinny zosta¢ spetnione, zeby méc uznac¢ biatko za platforme

kompleksu.

Nastepna czg$¢ wynikow poswigcona jest uzyskaniu kluczowego narzedzia
genetycznego do zbadania funkcji biatek AtEAF1, czyli podwdjnego mutanta w
AtEAF1A i AtEAF1B. Ze wzgledu na tandemowe ulozenie genéw na chromosomie, cel

ten jest bardzo trudny do osiagniecia przy uzyciu tradycyjnej mutagenezy insercyjnej. To



uzasadnia niezwykle ambitne podejscie do zmutowania obydwu genéw przy uzyciu
CRISPR/Cas9. Poniewaz ta metoda jest dostepna od bardzo niedawna, uzyskanie
‘podwojnego mutanta wymagato dugiej i dos¢ skomplikowanej optymalizacji i selekcji.
Jest to szczegdtowo opisane w tekscie rozprawy. Uzyskanie podwdjnego mutanta nalezy
uznaé za jedno z gléwnych osiagnie¢ tej pracy. Duzy naktad pracy zwiazany z
uzyskaniem tego mutanta moze prowadzi¢ do refleksji na temat podejmowania
ambitnych technicznych wyzwan oraz wad i zalet prostszych acz mniej doskonatych

podejs¢ jak wyciszenie przez amiRNA.

Trzecia cze$¢ wynikow przedstawia analiz¢ fenotypéw mutantow szeregu
podjednostek kompleksu NuA4. Przy uzyciu CRISPR/Cas9 i mutagenezy insercyjnej
doktorant zmutowat cztery dodatkowe podjednostki NuA4 (dla czesci istnieja po dwa
paralogi) i opisat ich fenotypy morfologiczne. Co ciekawe, wéréd fenotypow pojawit sig
wsp6lny motyw — zaburzenia rozwoju chloroplastow. Doktorant zaproponowal, ze jest to
spowodowane przez wptyw NuA4 na kodowane w jadrowym genomie biatka
chloroplastowe. Hipoteza ta jest wstepnie przetestowana przez testy akumulacji RNA
kodujacych szereg takich biatek. To prowadzi do kluczowego dla calej rozprawy pytania
— jaka jest funkcja roslinnego NuA4? Uzyskanie pelnej odpowiedzi na to pytanie
wykracza znaczaco poza zakres pojedynczej rozprawy doktorskiej, jednak prosze, aby w
czasie obrony doktorant poswigcil temu zagadnieniu sporo uwagi. Prosz¢ réwniez aby
doktorant przedyskutowat znaczenie technik genetycznych pozwalajacych z cala

pewnoscia przypisa¢ fenotyp do zamierzonej mutacji.

Ustalenie funkcji NuA4 w Arabidopsis bedzie wymagalo znalezienia loci na
ktorych kompleks ten acetyluje histon H4 i bezposrednio wplywa na ekspresjg genow.
Bedzie to wymagato metodologii nie przedstawionej w tej pracy, przede wszystkim
immunoprecypitacji chromatyny (ChIP). Warto zaznaczy¢, ze podejscie to zostato z
powodzeniem zastosowane przez wspétpracownikéw doktoranta i jest przedstawione w
doskonalej publikacji w BMC Plant Biology, ktérej pierwszym autorem jest doktorant.
Publikacja ta obejmuje cze$¢ wynikow z tej rozprawy i pokazuje, ze wyniki te zostaty
poddane weryfikacji przez srodowisko naukowe. Reszta wynikow zawartych w
rozprawie nie zostata jeszcze opublikowana, jednak nie ma watpliwosci, ze wyniki te,

zwlaszcza uzyskane z wykorzystaniem nowych mutantow, zostang dobrze opublikowane.



Dyskusja obszernie przedstawia kontekst literaturowy dla uzyskanych wynikow i
zawiera szereg istotnych elementow, w tym kwestig specyficznosci CRISPR/Cas9 i
- mozliwych efektéw posrednich NuA4. W konczacych rozprawe podsumowaniu i
wnioskach autor przestawia do$¢ odwazna interpretacje swoich wynikow. Zachgcam, aby
w czasie obrony doktorant wyraznie oddzielit mocne konkluzje od luznych spekulacji
(ktére sa jak najbardziej uprawnione i wazne). Praca konczy si¢ trafna puenta o znaczeniu
zalezno$ci miedzy czynnikami transkrypcyjnymi, roznymi modyfikacjami histonow i

kompleksami modyfikujacymi chromatyng.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa opisuje badania naukowe na
wysokim poziomie i stanowi wazny wktad w zrozumienie biologii chromatyny w
ro$linach. Przedstawione powyzej uwagi nie wplywaja na jednoznacznie pozytywna
oceng pracy. Uwazam, ze rozprawa spetnia warunki okreslone w ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i z petnym
przekonaniem stawiam wniosek o dopuszczenie pana mgr Tomasza Bieluszewskiego do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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