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Wprowadzenie

Historia cech, ktorych dziedziczenie nie podlega prawom Mendla jest prawie tak dluga jak
sama genetyka mendlowska. Termin epigenetyka byl uzywany od potowy XX wieku, ale
obecna definicja 1 wspolczesne rozumienie zostato doprecyzowane dopiero na przetomie XX i
XXI wieku. Zgodnie z nig, epigenetyka jest nauka o zmianach dziedzicznych, ktore sa
warunkowane zmianami innymi niz zmiana sekwencji DNA. Tak sformutowana definicja jest
bardzo pojemna 1 na pewno bedzie uwzgledniala nieodkryte jeszcze rodzaje zmian
molekularnych warunkujgcych dziedziczenie niemendlowskie. Rosnace zainteresowanie ta
dziedzing przeklada si¢ na bardzo duzg liczbe publikacji w szczeg6lnosci dotyczacych
epigenetyki cztowieka.

Z wielu wyrdznikow tej dziedziny najwazniejsze jest to, ze zwigzek przyczynowo skutkowy
zmiany epigenetycznej i1 okreSlonej cechy fenotypowej wymaga w kazdym przypadku
szczegolowe] analizy molekularnej. Bez takiej wiedzy zmiana epigenetyczna moze by¢
uwazana za najwyze] marker danej cechy. Nawet w odniesieniu do dobrze opisanej i
najprostszej ze zmian epigenetycznych tj. metylacji cytozyny nie mozemy przewidzieé czy i
w jakim zakresie zmiana ta bedzie oddzialywala na ekspresje okreslonego genu a w dalszej
kolejnosci na fenotyp.

Opis i recenzja dysertacji

Strukture dysertacji, liczacej 147 stron, charakteryzuje podzial na Streszczenie, Wstep, Cel
pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie i Literature. Dodatkowo
Autorka wykonala Wykaz skrotow i symboli oraz Spis rycin, tabel i wykresow.

W  kolejnych podrozdzialach Wstepu Doktorantka opisata wszystkie zagadnienia
bezposrednio zwigzane z dysertacjg. Autorka zaczeta wstep od opisu gatunku rosliny
wybranego jako obiekt badan. Zebrala wiedze z dziedzin bezposrednio zwigzanych z
dysertacja. Bylo to indukowanie zmian epigenetycznych, rola niekodujacych RNA, proceséw
RNAi 1 RNAa, metylacji DNA, zmian struktury chromatyny, wszystko w kontekscie
dziedziczenia epigenetycznego. W kolejnej czesci Doktorantka przyblizyla strategie
wykorzystania oligonukleotydow do generowania zmian w roslinach.

Prositbym Doktorantke o wymienienie rodzajow zmian, ktore mogg by¢ indukowane w
roslinach traktowanych zawiesing oligonukleotydow. Czy znane sg przyktady komercjalizacji
roslin uzyskanych przy wykorzystaniu tej strategii?



Dobrze napisane sa podrozdzialy na temat syntazy chalkonu, genéw kodujacych ten enzym
oraz jego roli w reakcji na stres. Informatywny jest opis szlaku fenylopropanoidowego, grupy
zwigzkow flawonoidowych, ich roli w procesach biologicznych i ich wtasciwosci
prozdrowotnych. W tym zestawieniu podrozdzial 1.3 poswiecony transgenezie jest bardziej
niz niepetny. Rosliny transgeniczne to znacznie wigcej niz zloty ryz, transgeniczna papaja,
szczepionki 1 bioplastiki. Podrozdzial dotyczacy sprzeciwu wobec GMO jest 2 x dluzszy. W
jednym, i drugim przypadku cytowane sa 3 gtéwne zrodla Key i in 2008. Journal of the Royal
Society of Medicine, de Santis i in., 2018 Food and Chemical Toxicology, Kamthan, i in.,
2016 Theor Appl Genet. W pierwszym akapicie rozdzialu 1.3.2 Autorka napisata, ze komorki
genetycznie zmodyfikowane mozna uzyska¢ poprzez ,.embryo rescue”, selekcje komorek,
fuzje protoplastéw czy zmiennos$¢ somaklonalna.

Czy rzeczywiscie uzycie tych technik prowadzi do genetycznej modyfikacji?

Z ogolnych uwag dotyczacych Wstgpu wskazalbym na jedno — w wielu miejscach istotne
stwierdzenia ogdlne nie zostaty poparte cytowaniem zZrodtowym, zbyt czesto jest to cytowanie
jedne; 1 tej samej pracy.

Cel pracy zostat opisany w oddzielnym rozdziale. W przysztosci, sugerowatbym redagowanie
celow pracy tak, zeby kolejne zdania, najlepiej krotkie i oznajmujace, odnosily sie do zadan
zaplanowanych i realizowanych. Np. czy gtéwnym celem prezentowanych badan moze by¢
~-modulacja ekspresji genu (...) na wzdér zmian (...) uzyskanych w wyniku transformacji
genetycznej” (str. 60)? Glownym celem jest raczej sprawdzenie czy uzyskane, przy uzyciu
odpowiednich metod, rodliny Inu beda charakteryzowaly sie wzorem ekspresji CHS
podobnym do zalozonego, oraz czy zmiany te beda dziedziczone w kolejnych pokoleniach.
Zdaniem Doktorantki, pozytywny wynik takiej weryfikacji pozwolilby uznaé strategic ODN
za potencjalng alternatywe transformacji genetyczne;.

Materialem badawczym byly rosliny Inu wybranych odmian oraz linie transgeniczne tego
gatunku z transgenem z cDNA genu Petunia hybrida kodujacego syntaze chalkonu CHS.
Zaprojektowano 1 uzyto 11 czasteczek oligonukleotydéw o dlugosci od 16 do 21nt w tym 3
czgsteczki zostaly zmodyfikowane chemicznie w celu podniesienia ich stabilnosci i
przediuzenia czasu poltrwania w komoérkach. Autorka charakteryzujae oligonukleotydy pisze,
ze sg one ,homologiczne” do okreslonych regionéw genu CHS. Termin homologia,
homologiczne odnosi si¢ do genéw lub bialek o podobnej sekwencji nukleotydow lub
aminokwasow. Czasteczki jednoniciowego DNA, jakim sg oligonukleotydy moga byé
komplementarne (a nie homologiczne) do nici wiodacej (forward) lub op6znionej (reverse)
okreslonego genu, w tym przypadku LuCHS (str. 66). Dopiero taki opis pozwolitby
jednoznacznie wskaza¢ na relacje okreslonego oligonukleotydu z genem docelowym.
Sekwencje nukleotydowe oligo zostaty przez Doktorantke dobrane tak, aby ich struktura
drugorzedowa oraz energia wigzan z komplementarna nicia DNA byly optymalne.

Prositbym o wyjasnienie, dlaczego Doktorantka opisujgc oligo najpierw wskazuje na
homologi¢ do docelowego genu (czyli do DNA) a nastepnie analizuje energie wigzania tego
oligo z ,,docelowg czgsteczkg RNA” (str. 77)?

Czy zaklada, Zze mechanizm dzialania oligo jest efektem tworzenia hetorodupleksu
DNA:RNA?



W roélinach Inu traktowanych okreSlonymi czasteczkami oligo obserwowano zmiany
ekspresji gendow CHS6 i CHS7. Szczegblowa analiza ilosciowa 24 godziny po traktowaniu
(gpt) wykazala rozny, dla 3 wybranych oligo, efekt zmian ekspresji (rys. 3 str.81).
Sugerowatbym nie uzywac terminu ,,geny izoform CHS”. Obserwowano zmiany ekspresji
genow paralogow LuCHS6 1 LuCHS?7.

Prositbym Doktorantke o wyjasnienie terminow homolog, ortolog i paralog oraz izoforma.

Efektem traktowania ro$lin zawiesing oligo byly zmiany ekspresji LuCHS6 1 LuCHS7
obserwowane 24 gpt oraz zmiany poziomu S-metylocytrozyny obserwowane 48 gpt.
Interesujaca jest zgodno$¢ kierunku zmian poziomu 5-metylocytrozyny po traktowanych
wybranymi oligo ze zmianami ekspresji. W poréwnaniu z kontrolg w roslinach traktowanych
oligo1 i oligol1 obserwowano wyzszy poziom 5-metylocytrozyny 1 nizszg ekspresje¢ (rys. 1B,
2 i 4). Natomiast uzycie oligo6 wywolywalo skutek przeciwny tj. nizszy niz w kontroli
poziom metylacji cytozyny i wyzsza ekspresje (rys. 1A, 2 1 4). W dalszej czgsci szczegotowo
badano metylacje cytozyny w motywach CCGG w wybranych kombinacjach
eksperymentalnych tj. rodzaju oligo, lokalizacji regiony CCGG oraz czasu po traktowaniu.
Zmiany obserwowano juz 3 gpt, ale najsilniejsze byly 24 i 48 gpt i ten ostatni czas byl
wybrany do pozostatych analiz.

Jedna uwaga na temat wyboru czaséw probkowania w tym doswiadczeniu. Zmiany
epigenetyczne, w tym metylacja cytozyny, skutkuja zmianami ekspresji genow a nie
odwrotnie. Tak, wiec czas pomiaru ekspresji (24 gpt) nie powinien poprzedzac¢ czasu analizy
metylacji (48 gpt). Roéwniez czytelno$¢ opisu wynikéw bylaby lepsza, gdyby najpierw
przedstawiono wyniki zmian epigenetycznych a po nich zmiany ekspresji. Kolejnos¢ w
dysertacji jest najprawdopodobniej kolejnoscig chronologiczng wykonywania doswiadczen.

Po traktowaniu wybranymi czasteczkami oligo obserwowano duze istotne statystycznie
zmiany metylacji motywow CCGG w badanych genach LuCHS6 i LuCHS7. W roslinach tych
obserwowano rdéwniez zmiany ekspresji gendw uczestniczagcych w  procesach
epigenetycznych. Jakkolwiek na podstawie tych analiz trudno wnioskowa¢ o kierunku
okreslonych zmian epigenetycznych to wyraznie wida¢, ze obecnos¢ obcego DNA w komorce
powoduje aktywacje procesow zwigzanych z metylacja DNA i zmiang struktury chromatyny.

Wprowadzone modyfikacje chemiczne czasteczek oligo skutkowaly zmianami regulacji genu
docelowego. Jest to bardzo interesujgca obserwacja i warto byloby w dalszych badaniach
sprawdzié¢ zwigzek efektu biologicznego z okreslonym rodzajem modyfikacji. W odniesieniu
do tej analizy (rys. 8) wyniki nalezaloby poréwnac z kontrola tj. roslinami traktowanymi oligo
niemodyfikowanymi a nie kontrola w ogoéle nietraktowang oligo. Zmienng w tym
do$wiadczeniu byla modyfikacja czasteczki oligo a nie samo traktowanie roslin. Analiza
statystyczna wynikéw powinna by¢ zrobiona dla tak wybranej kontrol.

Wyniki dalszych eksperymentéw potwierdzily, ze modyfikacje chemiczne czgsteczek oligo
powoduja utrzymanie efektu zmian metylacji motywéw CCGG w roslinach 10 dni po
traktowaniu oligo. Analiza roslin pokolenia generatywnego F1 wykazala, ze zmiany ekspresji
genu CHS byly utrzymane po jednym cyklu rozmnazania generatywnego. Bardzo interesujgce
sa dane wskazujace, ze zmiany generowane przez oligol1 byly dziedziczone w 86% roslin
F1. Zmiany wywolane przez oligol1 z modyfikacjg PTO byty dziedziczone w 100% jednak
tutaj analizowano tyko 2 rosliny F1.



Dalsze badania potwierdzity stabilno$¢ wezesniej opisanych zmian w roslinach uprawianych
w warunkach polowych. W pokoleniu F2 indukcja ekspresji CHS, pierwotnie indukowane;j
przez oligoll byla obserwowana w 75 % roslin F2. Mimo iz zmiany indukowane przez
pozostate oligo byty dziedziczone w znacznie mniejszym stopniu lub nie byty dziedziczone to
ten pojedynczy przypadek oligoll wskazuje, ze technologia oligo jest skuteczna metodg
generowania zmian epigenetycznych. Moja opinia w tym wzgledzie jest znacznie bardziej
stonowana niz opinia Doktorantki wyrazona w p. 7, 8 i 9 podsumowania. Analizy
metabolomiczne wykazaly zmiany zawarto$ci zwigzkéw fenolowych zwigzanych i
niezwigzanych ze $ciang komorkowa w roslinach traktowanych oligo i, podobnie jak to
opisano wczesniej dla zmian ekspresji, profile tych zmian byly rézne dla roznych oligo.
Najwazniejszy wniosek to potwierdzenie skutecznosci tego podejscia eksperymentalnego. W
kolejnych dwoch $ciezkach eksperymentéow badano zmiany epigenetyczne w ro$linach
traktowanych fitohormonami oraz w roslinach transgenicznych. Zwigzki SA, ABA i JA sa
regulatorami procesow odpowiedzi ro$lin na czynniki biotyczne i abiotyczne. Doktorantka
wykazata, Ze egzogenna aplikacja tymi substancjami indukuje zmiany epigenetyczne
skutkujgce m.in. zmianami regulacji ekspresji genéw CHS w Inie. Podobnie jak po dziataniu
oligo tutaj rowniez zmianie ulegaly wzory ekspresji genéw, poziom metylacji / demetylacji
DNA oraz metylacji / acetylacji histonow. Podobne serie badan zostaly wykonane przez
Doktorantke z uzyciem rolin transgenicznych. W roslinach tych obserwowano zmiany
epigenetyczne analogiczne do opisanych wczeséniej. Duza réznorodnosé wynikow z trzech
rownorzednych serii eksperymentéw jest systematyzowana i dyskutowania z danymi
literaturowymi.

W dyskusji Doktorantka zawarla stwierdzenia, ktére nie znajdujg sie w czesci
przedstawiajgcej wyniki. Jeden z akapitow (str.128) poswiecono korelacji (mowa o korelacji
Pearsona) struktury oligo z obserwowanym efektem biologicznym, jednak w calej pracy brak
analiz statystycznych tego rodzaju. Zdanie na str. 128 , Powiazania wlasciwosci oligo z
odpowiednimi modyfikacjami umozliwia precyzyjna regulacje aktywnosci genu” mogloby
sugerowac, ze takie powigzanie wynika z tej pracy. W rzeczywistosci taki zwigzek nie jest
mozliwy nawet teoretycznie. Rodzaje modyfikacji chemiczne; nukleotydu lub histonu
stanowig tylko jeden poziom zmian epigenetycznych. Réwnie wazna jak rodzaj modyfikacji
jest biologiczna funkcja modyfikowanego genu. Tak sformulowana ogolna uwaga znajduje
dobre potwierdzenie w wynikach prezentowanych przez doktorantke.

Dysertacj¢ konczy podsumowanie, na ktore sklada si¢ 11 stwierdzen. Wiele z nich
wymagatoby moim zdaniem przeredagowania i/lub doprecyzowania. W p. 2 Doktorantka
napisata, ze tendencje zmian ekspresji CHS byly podobne (w 3 grupach eksperymentow), .,.co
moze sugerowac podobne mechanizmy zachodzace w wyniku traktowania OLIGO, indukecji
odpowiedzi na stres czy wprowadzenia transgenu”. Rzeczywistosé niestety (albo na
szczgscie) nie jest tak prosta. Ponadto mechanizmy warunkujace obserwowane zmiany nie
byty przez Doktorantke badane. Szczegbtowe uzasadnienie moze by¢ przedmiotem dyskusji
w czasie obrony. W p. 6 Doktorantka pisze o korelacji, jednak w pracy nie wykonano analizy
korelacji. Sformutowania w p. 7 ,Wykazano, ze technologia OLIGO prowadzi do
ukierunkowanej indukcji zmiennosci u roslin® i w p. 8 »Zmodyfikowane OLIGO (...)
umozliwily utrzymanie w czasie wyindukowanych zmian epigenetycznych” sa za daleko
idace.



-

Z najwazniejszych uwag okoto-redaktorskich zanotowaltbym i) brak cytowania publikaciji
Wang et al., Plant J. (2012) DOI:10.1111/.1365-313X.2012.05093.x nt. ztozenia sekwencji
genomu Inu. Wyniki tam zawarte sg podstawg bazy danych Phytozome,
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!info?alias=Org_Lusitatissimum, bez ktdrej nie
bytoby mozliwe wykonanie tej pracy oraz ii) skorygowanie pisowni tytutdéw czasopism,
wszystkie wyrazy powinny by¢ pisane z duzej litery.

Do najwazniejszych osiagni¢¢ Doktorantki zaliczylbym:

1) zaprojektowanie oligonukleotydow komplementarnych do wybranego genu i
charakteryzujgcych si¢ réznymi warto$ciami wolnej energii wiazan, skladem
nukleotydow 1 strukturg drugorzedowa,

2) testowania dwoch modyfikacji chemicznych czasteczek oligo, ktorej celem byto
podniesienie stabilnosci tych molekut w uktadzie biologicznym,

3) uzyskanie zmian ekspresji genu docelowego,

4)  poréwnanie zmian indukowanych przez strategi¢ oligo ze zmianami obserwowanymi
w roslinach z heterologiczng ekspresja transgenéw i roslinach traktowanych
egzogennymi regulatorami wzrostu

5) szczegolowe zbadanie zmian epigenetycznych w wybranych regionach genu
docelowego.

Interesujgce, ale jednoczesnie wymagajace dalszej weryfikacji, byty obserwacje (p.5 str.136)
wskazujace, ze zwigkszony poziom metylacji badanej sekwencji CCGG wigzal sie z wyzsza
ekspresjg genu CHS. Pozytywna weryfikacja tej obserwacji poszerzataby mozliwosci zmian
indukowanych przez tg strategie.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze cz¢s¢ wynikoéw zostala juz opublikowana w czasopi$mie o
dobrym wspotczynniku wptywu tj. Frontiers in Plant Science.

Koncowe podsumowanie

Uwagi zawarte w recenzji nie umniejszaja wartosci dysertacji. Rozprawe doktorska
oceniam, jako wlasciwg pod wzgledem formalnym oraz wartoSciowa merytorycznie.
Analiza dysertacji dowodzi, Ze Autorka jest naukowcem zaslugujacym na awans
naukowy.

Uzyskane wyniki oraz przedstawiona dysertacja spelniajg wszystkie warunki Ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym i uzasadniajg nadanie kandydatce stopnia
naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biotechnologia.

Wnosz¢ o dopuszczenie mgr Magdaleny Dzialo do dalszych czesci przewodu
doktorskiego.

/prof/dr hab. Wagfaw Orczyk/




