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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Malgorzaty —Tajdel-Zieliniskiej zatytulowana
»Charakterystyka mechanizmu degradacji kinazy kaskady MAP- MAPKKK18 zaleznej

od proteasomu”

Kinazy aktywowane mitogenami, W skrocie  MAPK  tworza w komorkach
eukariotycznych  trzypoziomowe kaskady bedace mostem pomigdzy bodZcem
zewnatrzkomorkowym, a odpowiedzia wewnatrzkomorkowa. Sekwencyjna fosforylacja ma
fundamentalne znaczenie dla kaskadowej transdukcji sygnalu. Ten sposob sygnalizacji jest
znany od stosunkowo dawna, jednak mimo licznych badan nadal wiele pozostaje do zbadania
w zakresie catkowitego interaktomu tych skomplikowanych szlakow oraz mechanizmow je
regulujacych. Jednym z induktorow kaskady MAP u roélin jest kwas abscysynowy (ABA),
fitohormon odgrywajacy kluczowa role w regulacji procesow wzrostu, rozwoju i odpowiedzi
na stresy o podtozu abiotycznym. Celem ocenianej pracy byla szczegbtowa charakterystyka
kaskady kinaz MAP rozpoczynjace] sie od ABA-aktywowanej kinazy MAPKKKI18, a w
szczegdlnosci poznanie mechanizmow regulujacych aktywnos¢ i stabilno$¢ kinazy
MAPKKK18. Praca zostala wykonana w Pracowni Biotechnologii Instytutu Biologii
Molekularnej i Biotechnologii na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod
kierunkiem prof. UAM dr hab. Agnieszki Ludwikow, czyli w zespole, ktory od lat zajmuje si¢
7 sukcesami badaniem mechanizméw transdukeji sygnatu ABA z udziatem kinaz MAP oraz
proteosomalng degradacja biatek.

Recenzowana rozprawa doktorska ma postac monografii, zawierajacej 166 stron i
sktada sie z typowych dla prac eksperymentalnych czgsci poprzedzonych spisem skrotow. Spis
ten zawiera duzo skrotow uzywanych czesto w biologii eksperymentalnej jak ATP, BSA czy

PCR. natomiast zabraklo wyjasnienia dla specjalistycznego dla tej pracy skrotu MKK.
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Dodatkowo do pracy dotaczono rozdziat -Dalsze perspektywy badawcze” jak i suplement,
gdzie opisano w jaki sposéb utworzono podwdjnego mutanta mkk3mapkkkl8 oraz wyniki
identyfikacji miejsc fosforylacji kinazy MAPKKK 8. Na koficu rozprawy doktorskiej przed
dos¢ pokaznym spisem literatury (22 strony) umieszczono spis rysunkéw i tabel. Calogé pracy
Opracowana jest starannie | w wigkszosci zrozumiale, chociaz Autorka nie ustrzegta sie
stosunkowo wielu bledow redakcyjnych.

Rozdzial ,,Wstep” to przeglad literatury charakteryzujacej biatka/procesy bedace
obiektem badan opisanych w czesci eksperymentalnej rozprawy doktorskiej i taka koncepcja
bardzo mi si¢ podoba. Rozpoczyna go charakterystyka kinaz MAP i opis znanych kaskad
sygnalnych tych kinaz u Arabidopsis. Z punktu widzenia nowatorskich cech odkryé
Doktorantki wazny jest podrozdzial omawiajacy dotychczasowy stan wiedzy w zakresie
charakterystyki kinazy MAPKKKI18, regulacji jej aktywnosci na poziomie transkrypcyjnym i
potranslacyjnym, roli w sygnalizacji ABA i regulacji tworzenia aparatow szparkowych. Proces
rozwoju aparatow szparkowych i czynnikow go kontrolujacych jest omowiony szczegdlnie
szeroko. Kilka nastepnych podrozdzialow - Wstgpu” poswigconych jest regulacji stabilnosci
biatek przez system ubikwityna-proteasom (UPS). Doktorantka opisuje nie tylko budowe
proteasomu, mechanizm jego dzialania, ale réwnicy charakteryzuje proces ubikwitynacji biatek
czyli modyfikacji potranslacyjnej biatek majacej na celu naznaczenie bialek gotowych do
degradacji. Trzeci nurt wstepu skupia sie na udziale kwasu abscysynowego w kaskadach
sygnatowych i degradacji biatek tych kaskad przez system UPS. Podsumowujac wstep jest
adekwatny do zrozumienia zawartosci eksperymentalnej ocenianej rozprawy.

Opisy w rozdziale ~Materialy i Metody” sa w wigkszosci bardzo starannie i
szczegotowo opracowane. Zakres stosowanych metod jest szeroki, a zastosowana metodyka
badan odpowiednio dobrana do stawianych celéw badawczych. Jednakze podczas analizy
wynikéw nie mogtam znalez¢ informacji o sposobie przygotowania ekstraktow roslinnych
wykorzystywanych do identyfikacji partnerow biatkowych MAPKKK 8. Nie Jest to banalny
aspekt w przypadku badan interaktomu. Odwotanie w tekscie (str.84) dotyczy podrozdziahu
6.6.4, ale w tym podrozdziale opisany jest sposob oczyszczania rekombinowanych bialek z
bakterii. Rekomendowatabym réwniez aby informacji o stosowanych metodach do pomiaru
poziomu biatka i DNA w probkach byty wyodrebnione. Dodatkowo mam szczegolowe pytanie
dotyczace czestosei podlewania roslin roztworem do zasilania (str.52). Czy ten sam roztwor
stosowano do roslin tytoniu i Arabidopsis ?

Badania rozpoczeto od poszukiwan partnerow biatkowych kinazy MAPKKK18. W tym

celu wykorzystano kilka niezaleznych metod i jest to niewatpliwie duzg zalety ocenianej pracy.



Jedna z zastosowanych metod byla przejsciowa ekspresja kinazy MAPKKK 18 z Arabidopsis
jako biatka fuzyjnego w lisciach tytoniu w polaczeniu z jego oczyszezaniem za pomocg
chromatografii powinowactwa i identyfikacja sktadnikow oczyszczanego kompleksu za
pomocag spektrometrii mas. W dyskusji doktorantka daje wyraz obawom Zwigzanym z
heterologiczna ekspresja jak rowniez z faktem, ze kinaza MAPKKK 18 byla ekspresjonowana
pod kontrola silnego konstytutywnego promotor 35S8. W zwiazku z tym nasuwa si¢ pytanie:
czy byl jaki$ istotny powod, ze nie podijeto si¢ ekspresji MAPKKKI18 w komorkach
Arabidopsis pod kontrola wlasnego promotora? W opisie tego do$wiadczenia znalazlam kilka
bledow edytorskich, ktore utrudniaja  jego zrozumienie. Poczawszy od skrotu nazwy
syntetyzowanego biatka fuzyjnego, ktory sugeruje, ze metki GFP i HIS sg dotaczone do N-
kofica biatka MAPKKKI18. Znacznik GFP stosuje si¢ raczej do badan lokalizacji
subkomérkowej danego biatka niz do identyfikacji potencjalnych biatkowych partnerow. Czy
wedlug doktorantki jego obecno$¢ nie zaburzata interakcji z innymi bialkami? W rezultacie
zastosowania chromatografii powinowactwa Doktorantka uzyskuje listg 262 potencjalnych
partneréw biatkowych MAPKKK18, ale listy tej nie moglam znalez¢ mimo odnosnika do tabeli
I. Druga niezalezng metoda wykorzystana do identyfikacji potencjalnych partnerow
biatkowych kinazy MAPKKK 18 byta metoda .,GST pull-down™. W zwigzku z tym chciatabym
wiedzie¢, jakie bialka zostaty sklasyfikowane obiema metodami jako najbardziej
prawdopodobni partnerzy MAPKKK18? Czy wsrod identyfikowanych biatek byly biatka
mitochondrialne lub chloroplastowe? Czy zidentyfikowano biatka tytoniu nie majgce
odpowiednikow u Arabidopsis? Z opisu wynika, ze wsrod bialek wspoloczyszczajgeych sig
z MAPKKKI18 i wigzagcych sie do GST-MAPKKKI18 sa biatka zaangazowane w proces
degradacji z udzialem proteasomu, w ubikwitynacje biatek, sygnalizacje i biosyntez¢ ABA oraz
bialek zaangazowanych w proces biogenezy aparatow szparkowych. W opracowaniu wynikow
brakuje jednak zestawienia pordwnawczego uwidaczniajacego ile i jakie biatka w kazdej grupie
funkcyjnej byly identyfikowane obiema metodami, a ile zostato zidentyfikowanych tylko jedna
metoda (np. diagramy Venna).

Wyniki otrzymane za pomoca metody ..GST pull-down” sugerowaly réwniez, ze
istotng grupa biatek oddziatywujgcych z MAPKKK 18 stanowia biatka nalezace do kinaz MAP,
w tym dwie kinazy MKK, MKK7 i MKK10. Identyfikacje partnerow biatkowych kinazy
MAPKKK18 w obrebie kinaz MAP przeprowadzono wykorzystujac drozdzowy system
dwuhybrydowy oraz metod¢ pull-down 2z uzyciem Dbialek rekombinowanych
ekspresjonowanych w systemie bakteryjnym. Taka strategia jest niewatpliwie pracochtonna,

ale umozliwia identyfikacje bezposérednich oddziatywan miedzy biatkami. Oba typy analiz



wskazuja na istnienie bezposredniego oddziatywania jedynie migdzy MAPKKK18 i MKK3.
Wiarygodnosé tego wyniku jest niezaprzeczalna mimo, Ze takie oddziatywanie nie zostato
wykryte w metodach gdzie identyfikacja partneréw opierala si¢ na spektrometrii mas. Autorka
rozprawy dyskutuje ten aspekt badaf w rozdziale »» Dyskusja”. Prositabym autorke rozprawy o
wyjasnienie chronologii zdarzen, ktore sa podstawa zdania ,, W trakcie realizacji niniejszej
pracy, dwa niezalezne zespoly opisaty kompletna kaskade z udzialem MAPKKK 18- MKK3".
Dwie cytowane prace pochodzg z 2015 roku. Do tej czgsci rozprawy mam jeszcze jedno
pytanie: ktora z opcji tlumaczacych dlaczego nie potwierdzono oddziatywan pomiedzy
MAPKKK18 i MKK7 lub MAPKKKIS i MKK10 przedstawionych w rozprawie jest
najbardziej prawdopodobna wedtug Doktorantki?

Drozdzowy system dwuhybrydowy oraz metode pull-down z uzyciem biatek
rekombinowanych wykorzystano réwniez do analizy oddziatywan miedzy MAPKKKI18 z
biatkami kompleksu podstawowej sygnalizacji ABA. Pokazano, ze MAPKKK18 oddziatuje
bezposrednio z regulatorami sygnalizacji ABA, fosfataza ABI1 oraz kinazg SnRK2 ale nie z
bliskim homologiem ABII fosfataza ABI2.

W nastepnych podrozdziatach Autorka rozprawy opisuje wyniki badan, ktére sugeruje
tytul rozprawy ,, Charakterystyka mechanizmu degradacji kinazy kaskady MAP-MAPKKK 18
zaleznej od proteasomu”. Troche szkoda, ze tytul rozprawy nie sygnalizuje, ze Doktorantka
charakteryzowata nie tylko mechanizm degradacji, ale rowniez interaktom MAPKKK 18. Fakt,
ze stabilnos¢ MAPKKK18 jest regulowana przez szlak ubikwityna-proteasom 26S zostat
udokumentowany wczesniej, natomiast Pani mgr Malgorzata Tajdel-Zielinska podjeta sie
okresli¢ ktore reszty lizyny sg sygnalem do degradacji bialka MAPKKKIS, jak réwniez ktore
ligazy ubikwityny determinuja specyficznos¢ UPS w stosunku do MAPKKK]1S. Najpierw
stosujac narzedzia bioinformatyczne przewiduje potencjalne miejsca ubikwitynacji, a nastepnie
weryfikuje ich funkcjonalne znaczenie poprzez wyznaczanie tempa degradacji MAPKKK18
zmutowanego w przewidywanych miejscach w stosunku do wersji natywnej. Zastosowana
metoda monitorowania efektywnosci degradacji (pozakomérkowa degradacia in vitro) jest
opisana precyzyjnie i jasno w rozdziale ,Materialy i Metody”, ale nie moglam znalezé
odpowiednego odnosnika literaturowego do metody orginalnej.. Analizy pozakomorkowej
degradacji in vitro wykazaly, ze tylko ubikwitynacja lizyny 154 zwieksza tempo degradacji
czyli tylko ta lizyna jest zaangazowana w regulacje stabilnosci MAPKKK18. Wynik ten jest
intrygujacy w $wietle badan konkurencyjnej grupy badawczej opisanych w dyskusji, ktore

wskazuja, ze nie tylko lizyna 154, ale rowniez 32 jest zaangazowana w proteasomalng



degradacje MAPKKKI18. Prositabym o blizsze uzasadnienie powodow tych roznic
sugerowanych w dyskusji, a mianowicie zastosowany znacznik i inne punkty czasowe.

Wérod identyfikowanych biatek oddzialujacych z MAPKKK18 byly trzy ligazy
ubikwityny. W celu weryfikacji tego waznego wyniku Doktorantka zastosowata metode pull-
down potwierdzajac bezposrednie oddziatywanie miedzy KEG ligaza i kinazg MAPKKK18.
Inng strategi¢ zastosowano w przypadku pozostatych dwoch ligaz, UPL1 i UPL4, wykazujac,
ze ekstrakty pochodzace z roslin ich pozbawionych degraduja MAPKKKI 8 wolniej niz ekstrakt
z rodlin typu dzikiego. W tym przypadku nie potwierdzono wiec bezposredniego
oddzialywania, ale wykazano wyrazny wplyw na tempo degradacji. Dlaczego zastosowana inng
strategie dla KEG i UPL1-4 ligaz?

Autorka rozprawy odkrywa rdéwniez nowe informacje na temat udzialu kinazy
MAPKKK 18 w biogenezie aparatow szparkowych wykazujge, ze udzial ten zwigzany jest z
aktywnoscia modutu MAPKKK18-MKK3. Innymi stowy identyfikuje nowa sciezke
sygnalizacyjna MAPKKK18-MKK3 laczaca sygnalizacj¢ ABA z kontrola podziatéw komorek
linii rozwojowej aparatow szparkowych. Analiza zageszczen aparatow szparkowych, krytyczna
dla tych wnioskow, jest przeprowadzana tylko dla jednej linii typu nokaut w genie kodujacym
MKK3 stwarzajac pewne prawdopodobienstwo, ze cecha ta moze by¢ zwiazana z nokautem w
innym genie. Jakie byty powody nie wyselekcjonowania/analizowania drugiej niezaleznej linii?
Czy wyselekcjonowana przez Doktorantke linia typu nokaut w genie kodujagcym MKK3 lub
otrzymany przez nig podwojny mutant wykazywaly oprocz zmian w strukturze epidermy inne
zmiany w fenotypie w stosunku do linii typu dzikiego ?

Dyskusja, cho¢ napisana jasno i ciekawie moglaby by¢ krotsza, bardziej zwarta chocby
poprzez pominigeie informacji obecnych w innych czedciach rozprawy, np. str. 125 - opis
podstaw doswiadczenia czy str. 127 - informacje o rozwoju aparatow szparkowych. Z drugiej
strony dyskusja jest bezsprzecznym dowodem bardzo dobrej znajomosci przez Doktorantke
szerokiej literatury dotyczacej tematyki rozprawy. W niektorych przypadkach wyniki prac
Autorki nie sa zgodne z wynikami pochodzacymi z innych laboratoriow i chciatabym
podkresli¢, ze mgr Malgorzata Tajdel-Zielinska potrafi podota¢ tak trudnej dyskusji. Czes¢
wynikéw prac badawczych zaprezentowanych w rozprawie zostala opublikowana w dwoch
pracach. W pracy, ktéra ukazala si¢ w Plant Signaling & Behavior w roku 2016 Doktorantka
jest pierwszym autorem, a drugim autorem w pracy opublikowanej w Plant and Cell Physiology
w roku 2015. Srodki na realizacje ocenianej pracy zdobyto z réznych zrodel, miedzy innymi z
dwoch projektow, ktorych mgr Malgorzata Tajdel-Zielinska byta kierownikiem: projektu

finansowanego przez NCN i grantu Dziekana Wydziatu Biologii UAM.



Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Matgorzaty Tajdel-Zielinskiej pt. ..Charakterystyka mechanizmu degradacji kinazy kaskady
MAP- MAPKKK18 zaleznej od proteasomu” spetnia wszystkie warunki okreslone w art.13
ust.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.1789). Zwracam si¢ zatem do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza o dopuszczenie Pani mgr
Matgorzaty Tajdel-Zielinskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego i popieram wniosek

0 nadanie jej stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.
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