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Recenzja rozprawy doktorskiej

Pani mgr Malgorzaty Tajdel-Zielinskiej
pod tytulem ,,Charakterystyka mechanizmu degradacji kinazy kaskady MAP - MAPKKKI1S
zaleinej od proteasomu*

Podstawy formalne wydania recenzji

Recenzje pracy doktorskiej Pani mgr Malgorzaty Tajdel-Zielinskiej opracowano na
podstawie uchwaty rady naukowej dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu im. A. Mickiewicza
w Poznaniu z dnia 13 grudnia 2019 r., jak rowniez pisma Dziekana Wydzialu Biologii Pani
prof. UAM dr hab. Beaty Messyasz z dnia 9 listopada 2021 r.

Rozprawa doktorska przedstawiona przez Panig mgr Malgorzate Tajdel-Zielinska
wykonana zostala w Pracowni Biotechnologii Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii na
Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod opieka promotora prof.
UAM dr hab. Agnieszki Ludwikow. Czesé przedstawionych w rozprawie wynikow badan zostala
juz opublikowana w dwdch czasopismach naukowych: Plant and Cell Physiology (2015) i Plant
Signaling & Behavior (2018), w ktérych Doktorantka wyst¢puje kolejno jako drugi autor oraz autor
wiodacy (pierwszy).

Przedmiot rozprawy doktorskiej i celowos$é podjecia tematu badawczego

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Malgorzaty Tajdel-Zielinskiej jest
charakterystyka kaskady kinaz MAP rozpoczynajacej si¢ od aktywowanej przez kwas abscysynowy
(ABA) kinazy MAPKKKIS oraz poznanie mechanizméw zaangazowanych w regulacje jej
aktywnosdci 1 stabilnodci. Kaskady kinaz MAP stanowia jeden z kluczowych modulow
sygnalizacyjnych umozliwiajacych efektywne przystosowanie sig organizmoéw roélinnych do zmian
zachodzaecych w srodowisku zewnetrznym. Ponadto, sa waznymi elementami sygnalizacji jednego
z glownych hormondw roslinnych, kwasu absycynowego, zaangazowanego w regulacje odpowiedzi
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roslin na stres. Do tej pory zidentyfikowano i scharakteryzowano tylke kilka tréjpoziomowych
kaskad kinaz MAP u A. thaliana, podczas gdy rola wielu komponentdbw uczestniczacych
w szlakach sygnalizacyjnych, w tym w przekazywaniu sygnalu ABA, nadal pozostaje nieznana.

W swojej pracy Doktorantka podjela sig ambitnego zadania glebszego poznania
i eksploracji Sciezki sygnatowej ABA-aktywowanej kinazy MAPKKKI18 u Arabidopsis thaliana.
Biorac pod uwage, udzial kwasu abscysynowego w regulacji szeregu réznorodnych procesow m. in.
kietkowaniu nasion, elongacjii korzeni, powstawaniu 1 ruchow aparatow  szparkowych,
kompleksowe poznanie szlaku transdukcji sygnalu ABA, istotnych komponentow tego
zhierarchizowanego ukladu, jak rowniez mechanizmow regulujacych ich wrzajemne zaleznoscei,
z cala pewnosdcig przyczyni si¢ do lepszego poznania molekularnych podstaw przekazywania
zewngtrzkomorkowych sygnaléw z udzialem efektoréw ABA. Niewatpliwie tematyka niniejszej
rozprawy doktorskiej jest bardzo wazna i wpisuje si¢ w aktualny nurt badan.

Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest opracowaniem obejmujacym 166 stron
tekstu w jezyku polskim, ilustrowanego 31 rysunkami i zawierajacego 23 tabele. Spis cytowanej
literatury jest bardzo obszemny i1 obejmuje 389 pozyeji. Uklad pracy jest typowy dla dysertacji
doktorskich. Przedlozona praca sktada sig zc Streszczenia (w jezyku polskim i angielskim),
poprzedzajacego wykaz stosowanych skrotow, Wstepu, Materiatéw 1 metod, Wynikow oraz
Dyskusji. Calo$¢ zamyka (poza spisem rysunkow i tabel) zwigzle Podsumowanie, w ktorym
Doktorantka zawarla najwaZniejsze wyniki uzyskane podezas realizacji pracy 1 ponownie
podkreslita celowosc prowadzonych badan. Na uwapge zashipuje nakreslenie przez Doktorantke
dalszych perspektyw badawczych, w ktorych wskazuje deficyty i mozliwosci nowych badan
naukowych. Przyznam, ze w rozprawie zabraklo mi wnioskéw koncowych, sformulowanych
w oparciu o uzyskane interesujgce i nowatorskie wyniki.

Pomimo, ze praca zostala napisana prawidtowo pod wzgledem stylistycznym, Autorka nie
ustrzegla si¢ nielicznych niedoskonatodci jezykowych, Niektdre maja charakter bleddw literowych,
inne sa wynikiem stosowania zargonu laboratoryjnego, np. na str, 19 skrot GDLP powinien byé
zaslgpiony skrotem GDSL. na str. 20 termin ,,stres zimna™ powinien zastapic | stres chlodu™, na str.
22 zwrot ,,infekcji grzybiczne)” powinien byé zamieniony na ,,infekcji grzybiczej lub grzyvbowej™,
na stronach 23 1 25 _zwigkszenie transkrypeji” odnosi si¢ zapewne do ,zwickszenia poziomu
transkryptu”, na str. 34 ,funkcje pelnione przez ubikwitynacje bialek roslinnych” nalezy rozumied
jako . funkcje pelnione przez biatka roslinne pod wplywem ubikwitynacji”, a ,,prazki widoczne na
blotach™ to ,,produkty biatkowe™ (str. 101, 107, 109). Dodatkowo, na str. 45 nalezalo zapisaé, ze
ABIl moze by¢ ubikwitynowane przez PUBI2 i PUBI3. W tckdcie na str. 84 powinno by¢
odwolanie do Tabeli 16 (a niec do Tabeli 1), natomiast sformulowanie , konstrukty wektorowe
niosace geny kinaz MAP™ jest nieprecyzyjne (str. 94).

Pragng podkreslic, ze wskazane usterki, ktore z racji obowigzku musialam wykazaé, nie
wplywaja na moja pozytywna oceng formalna pracy.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Oceniajac rozprawe pod wzgledem merylorycznym z calg pewnoscia stwierdzam, ze
zarowno zaplanowane badania, selekcja metod badawczych, przeprowadzenie i interpretacja
uzyskanych wynikoéw nie budza zastrzezen.



W rozdziale ,,Wstep” Doktorantka, zglebiajac najnowsze doniesienia literaturowe,
w bardzo przejrzysty 1 wyczerpujacy sposab opisala mechanizmy regulacji transdukeji sygnahu
poprzez kaskady kinaz MAP u Arabidopsis thaliana, ze szczegdlnym uwzglednieniem kompletnych
tréjpoziomowych kaskad kinaz MAP i ich roli w wewngtrzkomdrkowej sygnalizacji u roélin, w tym
w procesie tworzenia aparatow szparkowych, Wyjatkowe miejsce w tej czesci rozprawy, mgr
Malgorzata Tajdel-Ziclinska poswigcita charakterystyce kaskady MAPKKKI8/MAPKKKI17-
MKK3-MPK1/2/7/14, rozpoczynajacej si¢ od kinazy MAPKKKI8, ktdra jest przedmiotem badan
Doktorantki. W kolejnych podrozdziatach mgr Malgorzata Tajdel-Zielinska oméwila zagadnienia
zwigzane z selektywnag degradacja biatek przez komodrkowy “system sprzatajacy’ ubikwityna-
proteasom 26 8, jak réwniez z percepcja i przekazywaniem sygnalu ABA. Bez watpienia tak
skonstruowany Wstep wskazuje nie tylko na obszema wiedzg, ktora posiadla Doktorantka, ale
rowniez na Jej dojrzatosé w dokonywaniu wlasciwej selekcji w kontekscie podjgtych badan.

W tej czesei rozprawy znalaztam dwa uchybienia,

- W rozdziale 4.1.1. Autorka wskazuje, Ze genom A thaliana zawiera 80 gendow MAPKKK,
ktorych produkty biatkowe sa klasyfikowane na trzy glowne podrodziny: kinazy MEKK, kinazy
Raf 1 kinazy ZIK (4.1.1.1.). Jednakze laczna liczba czlonkdw w poszezegolnych podrodzinach
(89) jest rozbiezna ze wskazana laczna liczba genow MAPKKK (80) oraz z liczba genow
MAPKKK zamieszczong na Rysunku 1 (79).

- W podrozdziale 4.1.1.2. Doktorantka wskazuje, ze grupa A kinaz MAPKK u A. thaliana
obejmuje cztery kinazy, podczas gdy w tej grupie wystepuje tylko trzech przedstawicieli,
ktorych Autorka wyszczegolnia w tekécie oraz na Rysunku 1.

Bez watpienia wskazane przeze mnie $ladowe niedcistosci nie wplywaja na fakt, ze lektura
Wstgpu nalezala do przyjemnosei, co jest zasluga doglebnego poznania tematyki przez
Doktorantke.

Cel pracy jest jasno | precyzyjnie sformulowany, a jego ranga jest adekwatna dla rozprawy
doktorskiej. Dodatkowo, Doktorantka skrupulatnie wytyczyla pigé zadan badawczych, ktorych
realizacja przyblizyla Jg do osiggnigcia wyznaczonego celu. Szkoda, ze dysponujac wezesniejszymi
wynikami badan uzyskanymi w Pracowni Biotechnologii oraz rozlegla wiedzg, ktéra zostala
zaprezentowana we Wstepie, Doktorantka nie pokusita sie o sformutowanie hipotezy badawczej,
ktore) prawdziwosé moglaby poddac ocenie w oparciu o uzyskane wyniki badan.

Rozdzial ,Materialy i metody” jest poswigcony zastosowanej metodyce badawczej,
opisowi materialu do badan, odczynnikéw i licznych konstruktéw wektorowych oraz
wykorzystanych narzgdzi bioinformatycznych. Struktura tego rozdzialu jest typowa dla tego
rodzaju prac. Na uwage zasluguje duza liczba metod badawczych, ktére zostaly opanowane przez
Doktorantke podczas realizacji pracy. Nie napotkalam jedynie na opis warunkow hodowli dla
Nicotiana benthamiana i opis metodyki ekstrakeji bialek z tkanck roélinnych, a moja ciekawoscé
wzbudzil termin _roztwor do zasilania roslin® (str. 52).

Kolejny rozdziat  Wymki” przedstawiono w pigciu podrozdziatach, w ktorych mgr
Malgorzata Tajdel-Zielinska w przemyslany sposob prezentuje uzyskane efekty doswiadezen
podczas realizacji kolejnych zadan badawczych. Kazdy omdwiony etap badan rozpoczyna sie od
wskazania celowoscei jego wykonania, co ulatwia zrozumienie wybranej przez Doktorantke sciezki
eksperymentalnej, a konczy sig krotkim podsumowaniem otrzymanych wynikow. Taka umiejetnoscé
delegowania zadan doskonale odzwierciedla naukowy rozwdj Doktorantki. Skrupulatny opis
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doswiadczen wzbogacony 15 rysunkami i 8 tabelami jest kompletny i nie budzi wigkszych
zastrzezen,

Pytania i uwagi dotyczace Wynikéw rozprawy:

1.

Doktorantka zidentyfikowala liczne biatka powigzane z réznymi procesami komorkowymi
potencjalnie wchodzgece w sklad komplekséw hiatkowych MAPKKKIS z zastosowaniem
ekspresji przejsciowe] w lisciach N. henthamiana oraz techniki GST-pull down z ekstraktami
biatkowymi z A. thaliana. Zastanawiajacym jest fakt, ze wsrod bialek zidentyfikowanych na
drodze spektrometrii mas w kompleksach HIS-GFP-MAPKKKI18 znalazly sie¢ tylko dwie
kinazy, podczas gdy w kompleksach GST-MAPKKKI18 zidentyfikowano ich szes$é (co wigcej,
nie sg one tozsame z dwoma wspomnianymi).

Wezesniejsze badania Zespohu wykazaly, ze kinaza MAPKKKIS jest zlokalizowana w jadrze
komdrkowym, a w wyniku indukcji ABA nastgpuje zmiana jej lokalizacji subkomorkowej
i cksport z jadra komorkowego do cytoplazmy. Prosze o wyjasnienie w jaki sposob
ckstrahowano biatka z tkanek roslinnych N. benthamiana 1 A. thaliana (nie znalaztam tej
informacji w metodyce pracy). Czy do analizy GST-pull down biatka GST-MAPKKKIR
z ckstraktami biatkowymi z A. rhaliana wykorzystywano ckstrakty biatkowe wzbogacone we
frakcj¢ bialek cytozolowych lub jadrowych, co zapewne pozwoliloby zminimalizowad
zidentyfikowana grupe bialck potencjalnie wchodzacych w sklad kompleksow biatkowych
MAPKKKI187?

. Celem identyfikacji kinazy MKK oddzialujacej z MAPKKKI18 z wykorzystaniem drozdzowego

systemu dwuhybrydowego w Zakladzie Biotechnologii przygotowano odpowiednie konstrukeje
wektorowe, ktore umozliwialy produkcje badanego bialka w fuzji z domena aktywujaca (AD)
czynnika transkrypeyjnego Gald4 oraz w fuzji z domeng wigzaca DNA (BD) czynnika
transkrypcyjnego Gal4. Przyznam, ze w tym miegjscu zauwazylam niezgodnosé, gdyz opis
przygotowanych konstrukcji wektorowych na str. 94 nie jest w pelni kompatybilny z opisem
Rysunku 14, Czym kicrowala si¢ Doktorantka decydujge o wyborze domeny (aktywujaca lub
wigzaca DNA) polaczone) z sekwencja kodujaca genu dla konkretnej kinazy np. kinazy
MAPKKKI18, bedace) przedmiotem zainteresowania Doktorantki? Bezposrednie oddzialywanie
odnotowano wylgcznie pomigdzy MAPKKKI8 i MKK3, a tylko w tym przypadku (zgodnic z
rysunkiem 14) sekwencja kodujaca genu MAPKKK S byla polaczona z domena BD. Uprzejmie
proszg Doktorantke o krotki komentarz. Dodatkowo, prosze o weryfikacje oddzialywania
pomiedzy MAPKKKI18-AD i MKKS-AD (rysunck 14).

. W swoich badaniach Doktorantka udowodnila, ze kinaza MAPKKKI18 bezposrednio oddzialuje

z kinazg SnRK2.6. Biorge pod uwage, ze rola kinaz SnRK2 w procesach fosforylacji, ktore sa
kluczowe w sygnalizacji ABA jest poznana, warto byloby sprawdzié¢ oddzialywanie pomigdzy
MAPKKKI18 a inng kinaza sygnalizacji ABA, SnRK2.2, ktora zostata zidentyfikowana przez
Doktorantke w kompleksach HIS-GFP-MAPKKKI18.

Proszg¢ Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do powyzszych uwag i udzielenie odpowiedzi na zadane
pytania podczas publiczne) obrony.,



7 calg pewnoscia do najwazniejszych osiggni¢é¢ prowadzonych przez Doktorantke badan
nalezy:

1. Wykazanie, ze kinaza MAPKKK 18 bezposrednio oddzialuje z kinaza MKK3 oraz fosfatazg
biatkowa ABIl w warunkach in vivo 1 in vitre oraz 7z innym biatkiem kompleksu
podstawowej sygnalizacji ABA — kinaza SnRK2.6 w warunkach in vitro.

2. Zidentylikowanie reszty lizynowe] w pozycji 154 determinujace) stabilno$é biatka
MAPKKKI18.

3. Wykazanie, ze kinaza MAPKKKI8 bezposrednio oddzialuje z fragmentami ligazy
ubikwityny Keep on Going (KEG) w warunkach in vitro.

4. Zidentyfikowanie ligaz ubikwityny UPLI 1 UPL4 zaangazowanych w proteasomalng
degradacje biatka MAPKKKI8.

5. Wykazanie udziatu kinaz MKEK3 i MAPKKK18 w rozwoju aparatow szparkowych zardwno
we wezesnych, jak i péZniejszych etapach rozwoju roslin.

Rozdzial | Dyskusja” jest wszechstronnym opracowaniem, w ktorym Doktorantka
stosownie, unikajac nadinterpretacji, zestawia otrzymane wyniki whasne z danymi literaturowymi
odnoszgcymi sig¢ zasadniczo do roli kinazy MAPKKK18 w sygnalizacji kwasu abscysynowego oraz
procesie rozwoju aparatow szparkowych. Niewatpliwie, czytatam go z duzym zainteresowaniem.

Pod wzglgdem merytorycznym przedfozong do recenzji prace oceniam bardzo wysoko.
Projekt rozprawy doktorskiej jest przemyélany i poprawnie zrealizowany.

Wniosek korncowy

W podsumowaniu stwierdzam, Ze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani
mgr Malgorzaty Tajdel-Zielinskie] stanowi oryginalne rozwiazanie istotnego problemu naukowego
oraz spelnia wymogi wymagane Ustawa z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595),
z poznigjszymi zmianami z dnia 18 marca 2011 roku (Dz. U. Nr 84, poz. 455), w zwiazku z art. 179
ust. I Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U, poz. 1669). W zwiazku z powyzszym wnoszg¢ do Rady
Naukowe] Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszezenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorge pod uwage wysoki poziom recenzowanej rozprawy, wartosé naukowsg
przeprowadzonych badan oraz nowatorski charakter uzyskanych wynikow wnioskuje do Rady
Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o wyréznienie pracy
doktorskiej mgr Matgorzaty Tajdel-Zielinskiej stosowng nagroda.
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