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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Anety Bazant
pt. ,,Rola sumoilacji w odpowiedzi Arabidopsis na czynniki uszkadzajgce DNA”
przygotowanej pod opieka dra hab. Wojciecha Strzatki i dr Agnieszki Katarzyny Bana$

Przedmiotem niniejszej pracy jest scharakteryzowanie roli sumoilacji w odpowiedzi Arabidopsis
thaliana na promieniowanie UV-B, ze szczegbdlnym uwzglednieniem udziatu tej modyfikacji w
regulacji biatek zwigzanych z fotoreaktywacja.

Indukowane promieniowaniem UV uszkodzenia DNA, dimery cyklobutanowe (CPD) i
fotoprodukty 6-4 pirymidyno-pirymidynowe (6-4 PP), sg niezwykle szkodliwe dla komorek, gdyz
moga blokowac zardwno replikacje jak i transkrypcje DNA, a w konsekwencji prowadzi¢ do $mierci
komorek. Reperacja tych uszkodzen stanowi zatem istotng kwestie, zwihaszcza u ro$lin, ktdrych
istnienie nieodzownie zwigzane jest ze Swiattem stonecznym, ktorego sktadnikiem wszak jest
promieniowanie UV. Wage problemu podkres$la fakt, ze w komorkach roslinnych wystepuje
dodatkowy, zalezny od Swiatta i przeznaczony wytgcznie do reperacji uszkodzen indukowanych
promieniowaniem UV, system naprawy na drodze fotoreaktywacji, niespotykany u wszystkich
organizméw. Kluczowymi elementami mechanizmu fotoreaktywacji sg fotoliazy, ktére rozpoznaja, a
nastepie rozszczepiajg dimery pirymidynowe. W komérkach Arabidopsis thaliana funkcjonuja dwie
gtowne fotoliazy: PHR1 (odpowiedzialna za naprawe CPD) oraz UVR3 (zwigzana z naprawg 6-4 PP).
Podjete przez Doktorantke badania zmierzaty do identyfikacji potencjalnej sumoilacji tych biatek w
reakcji na promieniowanie UV-B. Potranslacyjne modyfikacje reszt lizynowych, ktérych przyktadem
jest sumoilacja, odgrywaja istotng role w regulacji szeregu biatek zwigzanych z odpowiedzig komérki
na uszkodzenia DNA. W zwigzku z tym realizacja przedstawionego projektu byta jak najbardziej
uzasadniona, zwkaszcza w laboratorium prof. Wojciecha Strzatki, ktory od lat zajmuje sie szeroko
rozumiang tematyka odpowiedzi roélin na uszkodzenia DNA, takze w kontekscie potranslacyjnych
modyfikacji biatek reperacyjnych.

Uwazam, ze przedmiot przedstawionej do recenzji pracy jest oryginalny, gdyz dotychczas nie
wykazano udziatu sumoilacji w reperacji DNA na drodze fotoreaktywacji, a uzyskane wyniki majg
znaczenie poznawcze w kwestii roli jakg petni sumoilacja w odpowiedzi roslin na uszkodzenia DNA
indukowane promieniowaniem UV.
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Sadze jednak, ze tytul pracy ,Rola sumoilacji w odpowiedzi Arabidopsis na czynniki
uszkadzajace DNA” jest zbyt obszerny i nalezaloby go zawezi¢ do uszkodzen indukowanych
promieniowaniem UV, a nie szeroko rozumianych czynnikdéw uszkadzajacych DNA. Taki wtasnie,
ograniczony do zagadnien zwigzanych z odpowiedzig na promieniowanie UV, cel pracy prezentuje
réwniez w swojej rozprawie Doktorantka.

Oceniana rozprawa doktorska mgr Anety Bazant ma typowy uktad i sktada si¢ ze streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, wstepu, opisu celu pracy, materiatow, metod, wynikéw, dyskusji,
podsumowania oraz spisu literatury. Ponadto na koncu umieszczono rozdziat ,,Dodatki” zawierajacy
pomocnicze informacje dotyczace stosowanych odczynnikow 1 materialéw oraz uzywanego w trakcie
badan sprzetu.

Streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim sg tozsame i do$¢ obszerne. Doktadnie opisuja zakres
wykonanych badan i otrzymanych wynikéw.

We Wstepie Doktorantka charakteryzuje promieniowanie UV 1 jego wplyw na rosliny, w tym na
sktadniki budulcowe komérki oraz procesy zachodzace w komorkach roslinnych. Omowione sg takze
rodzaje uszkodzen indukowanych przez promieniowanie UV, jak rowniez zalezne i niezalezne od
swiatta mechanizmy reperacji tych uszkodzen. W opisie poszczegdlnych mechanizmow zawarto
informacje, ktore z bialek reperacyjnych zidentyfikowano w A. thaliana. Kolejno, Doktorantka
przedstawia mechanizm sumoilacji u roslin oraz role, jaka ta modyfikacja pelni w regulacji
mechanizmow naprawy uszkodzen DNA. Wstep stanowi dobre wprowadzenie to przedstawionych
dalej wynikéw, a schematy towarzyszace omowieniu poszczegolnych $ciezek reperacji uszkodzen
DNA, czy sumoilacji ulatwiaja odbior prezentowanych informacji. Bardzo pomocne sg réwniez
tabelaryczne zestawienia bialek A. thaliana bioracych udzial w sumoilacji oraz zidentyfikowanych
dotychczas sumoilowanych biatek Arabidopsis zwigzanych z naprawa uszkodzen DNA wraz z
odniesieniem do ich homologéw w innych organizmach.

We wstepie Doktorantka prezentuje rozne drogi reperacji uszkodzen indukowanych promieniowaniem
UV, a nie tylko mechanizm fotoreaktywacji. W zwiazku z tak szeroko przedstawionym kontekstem
odpowiedzi na uszkodzenia indukowane promieniowaniem UV, wedlug mnie, we wstgpie zabrakto
opisu mechanizmow tolerancji uszkodzen DNA. Procesy te, mimo iz nie prowadza do naprawy, to
odgrywaja istotng role w odpowiedzi komorek na uszkodzenia DNA indukowane promieniowaniem
UV.

Cel pracy jest precyzyjnie okreslony. Dodatkowo opisano takze konkretne podejscia, ktore podj¢to by
zrealizowa¢ przedstawione trzy hipotezy badawcze.

Materialy i Metody uzywane w pracy sa bardzo wyczerpujaco opisane. Liczne, tabelaryczne
zestawienia wykorzystywanych konstruktow, warunkéw reakcji, przeciwcial, starterow, odczynnikow
1 aparatury utatwiaja porOwnania oraz sprawne wyszukanie informacji.

W rozdziale Wyniki przedstawiono szereg niezaleznych podejs¢ in vivo, in vitro oraz in silico
wskazujacych, ze sumoilacja bierze udzial w odpowiedzi Arabidopsis na promieniowanie UV-B.
Doktorantka pokazata, ze w ekstraktach biatkowych roslin eksponowanych na promieniowanie UV-B
zwigksza si¢ poziom sumoilacji catkowitej puli biatek, a zwlaszcza koniugatow SUMO1 i1 SUMO?2.
Wydaje sig, ze za ten efekt w duze] mierze odpowiada ligaza SIZ1, a w nieco mniejszym MMS21.
Znaczna czgs¢ wynikow dotyczy weryfikacji hipotezy, ze fotoliazy Arabidopsis uczestniczace w
fotoreaktywacji sa sumoilowane. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen in vifro jak 1 in vivo
wskazuja, ze to fotoliaza UVR3, a nie PHR1, moze by¢ kowalencyjnie sumoilowana, a takze
oddzialywac z biatkiem SUMO, mimo, iz potencjalne miejsca sumoilacji zidentyfikowano w obu



analizowanych fotoliazach. Z kolei analizujac poziom uszkodzen CPD i 6-4 PP w naswietlanych
promieniowaniem UV-B roslinach niosacych mutacje w genach kodujacych poszczegolne biatka ze
szlaku sumoilacji wykazano brak znaczacych réznic w poziomie reperacji tych uszkodzen zarowno w
ciemnosci jak 1 w $wietle. Podobnie, analiza wptywu promieniowania UV-B na przyrost korzeni w
tych roslinach nie wskazata na zahamowanie wzrostu w ro$linach niosacych mutacje w genach
kodujacych SUMO, czy kodujacych analizowane ligazy ubikwitynowe. Doktorantka wykazata
rowniez, ze inne czynniki mutagenne nie wptywaja znaczaco na poziom ekspresji genow kodujacych
poszczegodlne biatka ze szlaku sumoilacji.

W Dyskusji Doktorantka w obszerny, wnikliwy 1 krytyczny sposdéb omawia otrzymane wyniki
odnoszac si¢ do dostepnych danych literaturowych. Jest to o tyle istotne, ze wigkszos$¢ uzyskanych
wynikow wskazuje na brak znaczacych roznic pomigdzy roslinami typu dzikiego a niosagcymi mutacje
w genach kodujacych biatka ze szlaku sumoilacji. Rozdzial ten zostat podzielony na podrozdziaty, w
ktorych osobno zostaly omowione w sposdb krytyczny najwazniejsze wyniki uzyskane w czasie
doktoratu. Taka organizacja rozdziatu ,,Dyskusja” ulatwia jego czytanie i analize konkretnych podejsc,
ktore podjeto w trakcie realizacji doktoratu. Doceniam przeprowadzong w podrozdziale , Rola
fizjologiczna sumoilacji UVR3” analiz¢ wptywu sumoilacji potencjalnych miejsc zidentyfikowanych
przez programy bioinformatyczne, a takze zarysowanie w podrozdziale ,,Perspektywy dalszych badan”
konkretnych rozwigzan i kierunkéw w ktorych nalezatoby prowadzi¢ dalsze badania. W tym ostatnim
podrozdziale Doktorantka wskazuje, ze projekt jest kontynuowany, przedstawia problemy na jakie
natrafiono 1 wskazuje sposoby ich rozwigzania. Zgadzam sie¢, ze kluczowa sprawg jest identyfikacja
lizyn w biatku UVR3, ktére ulegaja sumoilacji. Przy problemach zwigzanych z identyfikacja miejsc
sumoilacji za pomoca spektrometrii mas mozna byloby sprawdzi¢, czy mutacje lizyn do arginin w
potencjalnych miejscach sumoilacji wptywaja na poziom sumoilacji biatka UVR3. Uwazam tez, ze
warto bytoby kontynuowa¢ badania majace na celu identyfikacj¢ domeny SIM oraz sumoilowanych
biatek, ktore przez tg domene oddziatujg z UVR3.

W Podsumowaniu Doktorantka rekapituluje przedstawione w pracy wyniki 1 wskazuje, ze ,,uzyskane
wyniki stanowia ciekawy poczatek do dalszych badan nad rolg sumoilacji w odpowiedzi roslin na UV-
B”, z ktérym to stwierdzeniem catkowicie si¢ zgadzam.

Nalezy podkresli¢ ze praca przygotowana jest starannie i1 napisana poprawng polszczyzng, bez
stosowania anglicyzmow, tak czesto spotykanych w pracach badawczych pisanych w jezyku polskim.
Bledy edytorskie sg nieliczne i nie wptywaja na catkowity odbior pracy.

Wyniki badan przedstawione w rozprawie nie zostaly jeszcze opublikowane, cho¢ Doktorantka jest
wspotautorka szeregu artykutow naukowych zarowno tych badawczych jak 1 przegladowych
dotyczacych odpowiedzi roslin na promieniowanie UV oraz roli sumoilacji. Wskazuje to, ze Pani
Aneta Bazant w trakcie studiow doktoranckich brata udziat takze w innych projektach.

Lektura rozprawy doktorskiej nasungta mi kilka watpliwos$ci/pytan, o ustosunkowanie si¢ do ktorych
prosze Doktorantke:

- Wyniki przedstawione na rys. 14 wskazuja na do$¢ znaczacy spadek ekspresji genow PIAL1 1 PTAL2
kodujacych enzymy E4 w odpowiedzi na promieniowanie UV. Z kolei w analizie globalnej sumoilacji
bialek w odpowiedzi na promieniowanie UV-B, w mutantach piall i pial2 nie zaobserwowano



znaczacych rdéznic w stosunku do szczepu typu dzikiego. Prosze o interpretacje. Czy znane sg substraty
tych ligaz E4?

- W pracy Wang i wsp. opublikowanej w Applied and Environmental Microbiology w 2020 r.
(doi/10.1128/AEM.00287-20) autorzy pokazali, ze u patogennego grzyba Beauveria bassiana
fotoliaza PHR2 odpowiedzialna za naprawe 6-4 fotoproduktéw oddziatuje z biatkiem RAD23.

W jaki sposob sumoilacja fotoliaz mogtaby wptywaé na regulacje odpowiedzi na uszkodzenia
indukowane UV? Czy mozliwy jest wptyw na koordynacje procesow?

- Doktorantka ttumaczy, ze jednym z powoddw obnizonej sumoilacji biatka UVR3 w badaniach in
bacteria w uktadzie z E1+E2+E3/E4 w stosunku do uktadu E1+E2 jest to, ze enzymy E3 moga same
ulega¢ sumoilacji. Czy wiadomo, czy ligazy SI1Z1, MMS21, PIAL1 lub PIAL2 sg sumoilowane i jaki
jest wptyw takiej modyfikacji na ich aktywno$¢ enzymatyczng?

- Jaka jest funkcja ssaczych homologéw fotoliaz i czy sg sumoilowane lub modyfikowane
potranslacyjnie przez ubikwitynacje lub inne ubikwityno-podobne biatka?

Spostrzezenia i uwagi dotyczace rozprawy:

- Podpis osi y na Rys. 36 jest niejasny, gdyz nie wiadomo co tak naprawde mierzono.

- W rozdziale 6.3.3., w ktérym opisano analize wptywu czynnikéw mutagennych na poziom mRNA
gendw kodujgcych poszczegdlne biatka ze szlaku sumoilacji nie opisano jakiego rodzaju uszkodzenia
indukuja poszczegblne czynniki.

- Czy pierwszy prazek powyzej prazka UVR3 na Rys. 15 i 16 jest potencjalnym produktem mono-
sumoilacji?

- W doswiadczeniach BiFC i Y2H nie badano badano oddziatywan z PIAL1 i PIAL2. Dlaczego?

Drobne btedy edytorskie:

- W podpisie pod Rys. 12 btednie opisano mutanty. Zamiast piall oraz pial2 jest siz1-3 i mms21.

- W podpisie tabel 17, 20 powinno chyba by¢ ,,potencjalne motywy SIM...”, a nie ,,potencjalne
motywy sumoilacji SIM” tudziez ,,interakcji SIM”.

- Na Rys.17. brak czesci dolnego panelu, ktora powinna zawiera¢ prazki PHR. By¢ moze wynika to z
problemu w druku mojej kopii rozprawy.

- Na str. 88- konstrukt PCNA to chyba PCNA-cGFP.

- W podpisie pod Rys. 45 i Rys.46 ujeto réwniez ciprofloksacyne oraz parakwat, ktorych na wykresie
nie ma.

- Okreslenie ,,tworzenie oddziatywan” (str. 127) jest dos¢ niefortunne.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Anety
Bazant spetnia warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 pdzn. zm.) i wnioskuje do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr
Anety Bazant do dalszych etapow postepowania ws. nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. signed by
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