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Poznan, 20 czerwca 2019 .

Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Dominiki JagieHo-Flasinskiej
pt. ,, Wplyw sumoilacji na reakcje kontrolowane przez fototropiny”

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Haliny Gabry$

Roséliny rozwingty wiele odpowiedzi, ktére pozwalaja im adaptowaé si¢ do zmiennych
warunkéw Ssrodowiska. Jedng z nich jest fototropizm, ktéry umozliwia dostosowanie wzrostu i
rozwoju roslin do zmian nate¢zenia $wiatta, jego jakosci i kierunku. Percepcja $wiatta ma miejsce
z udziatem wyspecjalizowanych fotoreceptoréw. Takich jak fototropiny, kinazy biatkowe o
niebagatelnej funkcji dla pozycjonowania lisci, otwierania aparatow szparkowych oraz
przemieszczania si¢ chloroplastow. Jak wszystkie dotychczas poznane kinazy biatkowe réwniez
fototropiny podlegaja regulacji przez modyfikacje potranslacyjne. Szczegblnie ciekawym
kierunkiem tych badan jest analiza sumoilacji w kontekscie funkcjonowania fototropin. Przez
sumoilacje nalezy rozumie¢ kowalencyjne przylaczenie bialkka SUMO do innego bialka.
Podobnie jak ubikwitynacja, sumoilacja zachodzi réwniez dzigki dedykowanemu zestawowi
enzymow: El, E2 i E3. Zazwyczaj substraty bialkowe zawieraja pojedyncze ugrupowanie
SUMO, ale zidentyfikowano rowniez lancuchy SUMO. Obecnie nie jest jasne, jak bardzo
rozpowszechnione sg tancuchy SUMO i jak regulowane jest ich powstawanie. Reguta jest z kolei
to, ze zarbwno mono- jak i polisumoilacja istotnie wptywaja na funkcjonowanie
modyfikowanego biatka w komorce. Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr
Dominiki Jagietto-Flasinskiej wpisuje si¢ w nurt tych niezwykle interesujacych i waznych badan.
W swojej pracy Autorka analizowata czy sumoilacja istotnie reguluje funkcjonowanie
fototropiny-1 (PHOT1).

Ocena formalna

Rozprawa doktorska Pani Dominiki Jagietto-Flasinskiej ma klasyczny uktad. Praca liczy 123
strony, jest napisana w jezyku polskim, zawiera 35 rysunkoéw i 10 tabel. Rozprawa zawiera dwa
wymagane prawem streszczenia (w j. polskim i j. angielskim), 15 stronnicowy wstep, doktadnie

zarysowany cel pracy, opis metod, spis materiatow, uzyskane wyniki i zwigzta dyskusje. W
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rozprawie zawarto takze krotkie podsumowanie, dodatek, spis literatury oraz szczegétowy wykaz

skrotow.

Cel rozprawy i najwazniejsze wyniki

Celem badan Doktorantki byta analiza sumoilacji fototropiny-1 oraz zbadanie wplywu tej
modyfikacji potranslacyjnej na wybrane reakcje fizjologiczne kontrolowane przez fototropiny 1 i
2. Opis celu poprzedza ,wstep”, w ktorym Autorka przedstawia podstawowe informacje o
fotoreceptorach, a takze o budowie, lokalizacji i mechanizmie akumulacji biatek fototropin. W
tym rozdziale znajdujemy wnikliwy przekaz dotyczacy wybranych odpowiedzi fototropinowych,
w tym szczegdlnie interesujacy opis mechanizmoéw przemieszczania si¢ chloroplastow. Ta czgsé
rozprawy zawiera istotne informacje w powigzaniu z tematem pracy, S$wiadczac o
usystematyzowanej wiedzy Autorki w tym zakresie. W dalszej czgsci tego rozdziatu natrafiamy
na szeroki opis mechanizmu sumoilacji oraz odniesienie do regulacji Sciezki sygnatu $wietlnego u
ros§lin wyzszych przez modyfikacje biatkiem SUMO. Ten fragment pracy pomimo, ze zostat
przedstawiony w encyklopedycznym ujeciu, uzasadnia wybor linii genetycznych do badan

prowadzonych przez Doktorantke.

Do realizacji celu rozprawy Doktorantka wykorzystata szeroki wachlarz metod:
bioinformatycznych, molekularnych proteomicznych, mikroskopowych, biochemicznych i
genetycznych. Zastosowanie wyzej wymienionych metod byto w petni uzasadnione. Rozdziat
zawiera opis materiatu badawczego, wyzej wymienionych technik, sktady odczynnikéw i
zestawienia konstruktoéw wektorowych. Opisy metod sa typowe dla tego rodzaju prac. Na uznanie
zastuguje liczba metod badawczych, ktore zostaly przyswojone przez Doktorantke podczas

realizacji tej pracy.

Rozdzial wyniki zawiera kilkanascie starannie zaplanowanych do$wiadczen, w ktorych Autorka
analizowata: 1) miejsca sumoilacji fototropiny-1 metoda bioinformatyczng oraz z
wykorzystaniem systemu sumoilacji in vivo w bakteriach; 2) oddzialywania pomig¢dzy
fototroping-1 a biatkami SUMO, ligazami E3 SUMO: SIZ1 i HPY2, oraz ligazami E4: PIAL1 i
PIAL2; 3) badata ekspresje gendow i poziom biatka badanych fototropin w mutantach szlaku
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sumoilacji; oraz 4) ruchy chloroplastow i fototropizm w mutantach szlaku sumoilacji oraz w

mutantach podwdjnych - fototropinowych i ligaz SUMO.

Do najwazniejszych wynikow rozprawy zaliczam:

e niezwykle interesujaca obserwacj¢, ze PHOT1 niekowalencyjnie oddziatuje z biatkami
SUMO1-3 co wskazuje albo na zdolnos¢ fototropin do oddziatywania z rancuchami
SUMO (takze mieszanymi) albo na inng niekanoniczng funkcje SUMO, przypuszczalnie
sygnalowa, w regulacji funkcjonowania PHOT1; oraz

e obserwacje, ze sumoilacja reguluje odpowiedz fototropiczng u Arabidopsis, ktora wydaje
si¢ by¢ zalezna gtoéwnie od PHOT1. Ta cze$¢ pracy otwiera nowa Sciezke w badaniach
nad funkcjonowaniem fototropin u roslin, a w szczeg6lnosci ich regulacji przez enzymy

E2 oraz ligazy SUMO.

W rozdziale dyskusja Doktorantka omawia uzyskane wyniki w odniesieniu do zatozonych celow
i komentuje je w relacji do opublikowanych juz obserwacji innych naukowcoéw. W mojej opinii

ten rozdziat $wiadczy o dojrzatosci haukowej Doktorantki.

Uwagi krytyczne:

1) Pomimo, ze Doktorantka w rozprawie zawarta pokazny spis publikacji, zarowno we ,,wstepie”
jak i ,,dyskusji” zabrakto odniesienia do najnowszej literatury przedmiotu. Wigkszo$¢
cytowanych publikacji to prace starsze niz 5 lat od momentu opublikowania. Brakuje chociazby
dwoch istotnych z mojego punktu widzenia prac: Petersen i in., (2017) J. Biol. Chem. 292:
13843-13852 oraz Nukarinen i in., (2017) Plant Journal 91: 505-517. Uwzglednienie zaréwno
wskazanych jak i innych artykutéw opublikowanych w 3 ostatnich latach (w rozprawie
zacytowano zaledwie 6 takich prac) z pewnoscia wzbogacityby wnioskowanie i
usystematyzowaty wiedz¢ Doktorantki.

2) Bezsprzecznie na pochwate zastuguje liczba metod badawczych wykorzystywanych przez
Doktorantke w rozprawie. Dla rownowagi dodam, ze w opisach rysunkow zabrakto precyzyjnego
opisu sposobu ich stosowania. Jako pierwszy przyktad podam, ze odniesieniu do metod
statystycznych Doktorantka nie wskazuje doktadnie, ktérego testu statystycznego ANOVA
uzywa do analizy danych (1 czy 2-kierunkowego). Podobnie w przypadku analiz dotyczacych
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poziomu/akumulacji biatka na osi podano opis ,,wzgledny poziom biatka”, nie precyzujac co to
wlasciwie oznacza — normalizacje wzgledem aktyny? A moze $redni znormalizowany poziom
biatka? Analogiczna sytuacji dotyczy rysunku 17 i terminu ,,wzgledny poziom mRNA”. W
odniesieniu do opisu metody, gdzie wskazano trzy geny referencyjne uzyte do obliczen, niejasne
jest czy do prezentacji tego wyniku zastosowano wszystkie czy jedynie wybrany w nich.

3) W tresci rozdziatu ,wyniki” mozna dopatrzy¢ si¢ pewnych innych niescistosci lub
niestarannosci, ktore utrudniajg interpretacje wynikéw. Jak w przypadku analiz poziomu biatka
na rys. 14- 16, gdzie brakuje prezentacji graficznej wynikéw uzyskanych metoda western blot. W
mojej opinii, sa one kluczowe dla oceny istotnosci prezentowanych wynikéw. Miatabym takze
uwagg do zastosowanej analizy statystycznej w tym przypadku. Czy Autorka sprawdzita rozktad
danych? Czy ilo$¢ powtorzen eksperymentu - ,,przynajmniej pig¢”- uzasadnia uzycie testow
parametrycznych? Ktorego testu AVOVA uzyto w tych analizach?

4) Dyskusja wynikéw przeprowadzona przez Doktorantk¢ $wiadczy o jej wiedzy oraz o
umiejetnosci dostrzegania pewnych zaleznoéci. W niektorych fragmentach tego rozdziatu
zabraklo precyzyjnego formutowania spostrzezen i wnioskow. Najwieksze zastrzezenia mam do
rozdziatu 5.3 dyskusji, w ktorym Doktorantka odnosi si¢ do nieistotnych statystycznie zmian
poziomu biatek fototropin w mutantach szlaku sumoilacji, a takze do stabilnoéci bialtek
fototropin, ktorej w zasadzie nie analizowata w swojej pracy (analizowata jedynie poziom
biatka). Ponadto, w tej czesci pracy zabrakto schematu podsumowujgcego wptyw modyfikacji
potranslacyjnych (zaréwno ubikwitynacji jak i analizowanej w niniejszej rozprawie sumoilacji)
na funkcjonowanie fototropin.

5) Z obowigzku recenzenta dodam, ze w pracy zauwazylam nieliczne btedy edytorskie i inne
usterki jezykowe, w tym zargon. Pomine przyktady liczac, ze podczas przygotowywania

publikacji Doktorantka wykaze si¢ stosowna stylistyka.

Pozostale pytania i uwagi

1) W pracy badano niekowalencyjne oddziatywania pomigdzy PHOT1 oraz SUMO1-3i 5 ale w
dyskusji Doktorantka nie podejmuje tego watku. W zwigzku z tym podczas obrony prosze
Doktorantke o komentarz odno$nie potencjalnego znaczenia tych wynikow.

2) Na rys. 7 str. 55 przedstawiono wyniki in vivo sumoilacji N-koncowego fragmentu

fototropiny-1 w obecnosci ligazy HPY2. Zgodnie z danymi literaturowymi biatko SUMO3,
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w przeciwienstwie do SUMOLI i 2, prawdopodobnie nie tworzy polimerow. Jak zatem mozna
wytlumaczy¢ wynik eksperymentu w $ciezce zawierajacej SUMO3GG?

3) Narys. 8 str. 55 przedstawiono wyniki in vivo sumoilacji N-koncowego fragmentu PHOT1
w obecnosci ligazy SIZ1. Jak wiadomo tempo z jakim poszczegdlne biatka SUMO sa
przytaczane lub odlaczane od biatka docelowego jest rozna. Wiadomo tez, ze najwolniej jest
koniugowane i1 desumoilowane biatko SUMOS. W tym kontekscie jak Doktorantka
interpretuje przytgczenie, jakze rzadkiej izoformy SUMO - SUMO5 do PHOT1?

4) Narys. 21 przedstawiono odpowiedz chloroplastow na §wiatto ciggle u roslin typu dzikiego i
u mutantow Atmms21 i Atsizl wskazujac na brak istotnosci statystycznej uzyskanych
wynikow. W mojej ocenie przedstawione dane moga wskazywa¢ na ostabienie reakcji na
$wiatto u mutanta Atsizl w poréwnaniu do WT Col-0. W pracy nie zawarto danych
liczbowych i istotnych szczegdtow analizy statystycznej, dlatego mam watpliwosci co do

zasadnos$ci wniosku Doktorantki. Prosze o komentarz w tej sprawie.

Podsumowanie

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr
Dominiki Jagietto-Flasinskiej spetnia warunki zawarte w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003
nr 65 poz. 595 z pdézn. zm.), a zgloszone powyzej uwagi nie umniejszaja wartosci poznawczej
badan i stanowig wstep do dalszej dyskusji. Na tej podstawie wnosze 0 dopuszczenie Kandydatki

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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