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Informacje ogolne

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr Matgorzaty Marczak ma tradycyjna
forme i liczy106 stron, tacznie z materiatem ilustracyjnym w postaci 21 rycin, z ktérych kilka
ma zlozony charakter i zawiera obrazy mikroskopowe, oraz 14 tabel. Praca zostata wykonana
Instytucie Biologii Molekularnej 1 Biotechnologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w
Poznaniu, w Pracowni Biotechnologii, kierowanej przez prof. UAM dr hab. Agnieszke
Ludwik6w, ktora jest promotorem rozprawy. Problemy, ktérych rozwigzania podjeta sie
Doktorantka, okreslone w tytule i rozdziale 2. Cel pracy wpisuja sie w tematyke badan
prowadzonych przez czlonkéw zespotu badawczego od ponad dekady. Cze$¢ wynikéw
prezentowanych w rozprawie doktorskiej zostata opublikowana w Cells w 2020 r. w artykule
»Protein Phosphatases Type 2C Group A Interact with and Regulate the Stability of ACC
Synthase 7 in Arabidopsis”, ktorej Doktorantka jest pierwsza autorka. Pozostaty dorobek
naukowy Doktorantki obejmuje wspétautorstwo trzech prac eksperymentalnych i jednej
przegladowej, opublikowanych w poczytnych czasopismach Frontiers in Plant Science i
Bioprotocol. Badania wykonane w ramach rozprawy zostaty sfinansowane z czterech grantow.

Etylen jest nietypowym, drobnoczasteczkowym, lotnym fitohormonem, ktérego dziatanie stale
budzi duze zainteresowanie nie tylko ze wzgled6w poznawczych lecz takze z powodu istotnych
zastosowan praktycznych. Jest on hormonem wielofunkcyjnym, z jednej strony kontrolujagcym
wzrost i rozwdj rosliny, w szczeg6lnosci procesy dojrzewania i starzenia, z drugiej strony
sterujacym reakcjami na stresy biotyczne i abiotyczne. Gtownym powodem aplikacyjnego
znaczenia etylenu jest sprawowanie przezen kontroli nad dojrzewaniem owocéw. Istotne
znaczenie ma takze jego wplyw na odpornosé roslin uprawnych na czynniki stresowe. Z
powyzszych powodéw bardzo istotne jest szczegétowe poznanie proceséw regulujacych
aktywnos¢ jednej z syntaz bezposredniego prekursora etylenu, kwasu aminocyklopropano-
karboksylowego (ACC). Wybér tematu pracy doktorskiej uwazam zatem za wyjatkowo trafny.



Czes¢ szczegolowa recenzji

Wstep

Wstep liczacy 17 stron, ilustrowany pigcioma doskonatymi schematami, jest bardzo dobrym,
zwiezlym i rzeczowym wprowadzeniem do zaprezentowanych w pracy badan. Autorka
przedstawita szlak biosyntezy etylenu, aktualny model jego $ciezki sygnatowej i powigzania
pomiedzy sygnalizacjg etylenu i kwasu abscysynowego. Omowila takze szczegélowo syntazy
ACC i mechanizmy kontroli ich stabilnoéci. Osobny podrozdziat poswiecita mechanizmom
degradacji bialek.

Cel pracy

Autorka postawila sobie za cel dokonanie charakterystyki mechanizmu degradacji jednej z
syntaz ACC, nalezacej do III grupy syntazy ACS7, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli
fosfataz biatkowych PP2C z grupy A w regulacji jej stabilnosci. Cel o g6lIny rozpisany zostal na
cztery zadania badawcze. Nie do konica szezgsliwe jest sformulowanie zadania nr 2, ktore staje
sie w pelni zrozumiale dopiero po przeczytaniu w rozdziale Wyniki, ze ACS7 tworzy
homodimer.

Materialy i Metody

Metodyka zastosowana w pracy zostala opisana na 30 stronach, jest to zatem najdiuzszy
rozdzial pracy. Posréd stosowanych metod dominujg techniki biologii molekularnej. Stad
najwiecej miejsca w rozdziale zajmuja schematy stosowanych wektorow, procedury uzywane
w inzynierii genetycznej. Osobny podrozdziat poswigcila Autorka metodom izolacji i analizy
biatek oraz nadekspresji bialek roslinnych w systemie bakteryjnym. W pracy wykonano takze
szereg nowoczesnych analiz mikroskopowych przy uzyciu modelu protoplastow izolowanych
z liéci Arabidopsis thaliana, transfekowanych z uzyciem PEG. Techniki te zastosowano do
okreslenia subkomérkowej lokalizacji biatek, a takze do badan oddziatywania biatek metodami
bimolekularnej komplementacji fluorescencji (mBIFC) oraz rezonansowego transferu energii
Forstera (FRET) i obrazowania czasu zycia fluorescencji (FLIM). Opisy metod sa przejrzyste i
szczegblowe, pozwalaja na powtorzenie eksperymentow przedstawionych w pracy.

Wyniki

W tej czgsci ujawnia si¢ najwigksza zaleta pracy, ktorg jest moim zdaniem logika 1
konsekwencja w planowaniu eksperymentow. Dzigki temu Doktorantka zrealizowalta wszystkie
zalozone cele pracy.

Pierwszym etapem pracy bylo wytypowanie partneréw syntazy ACS7 sposrod fosfataz
biatkowych PP2C z grupy A, dziatajacych w przekazie sygnatu kwasu abscysynowego: ABII,
ABI2, HAB1. Zadanie to zostalo wykonane poprzez kolokalizacje badanych biatek w
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protoplastach metoda mBIFC. Nastepnie Doktorantka przeprowadzita charakterystyke
oddziatywan ACS7 z fosfatazami biatkowymi metoda FRET - FLIM. Stosujac formy delecyjne
biatka ACS7 przeprowadzita probg wyznaczenia potencjalnych miejsc oddziatywania
pomigdzy tg syntazg i ABII, ktora niestety nie zakonczyla sie powodzeniem. Natomiast
powiodlo si¢ wyznaczenie aminokwaséw fosfatazy ABII, kluczowych dla tworzenia
kompleksu z ACS7. Po wyprodukowaniu bialek w systemie bakteryjnym Doktorantka uzyla
metody pozakomoérkowej degradacji biatka in vitro i wykazala, ze wszystkie zbadane fosfatazy
biatkowe PP2C reguluja stabilnosé ACS7.

Sposrod uzyskanych wynikéw za najwazniejsze uwazam nastepujace ustalenia poczynione
przez Autorke:

* Syntaza ACS7 oddzialuje z fosfatazami PP2C, ABI1, ABI2 oraz HABI.
* ABI1 oraz ABI2 i HAB1 przyspieszajg degradacje syntazy ACC typu III — ACS7.

* Zidentyfikowano reszty seryn (seryny w pozycji 48 oraz 85) oraz lizyn (lizyny w pozycji 238
oraz 384) zaangazowanych w regulacje stabilnosci biatka ACS7.

* Wytypowano aminokwasy w sekwencji ABII (tryptofan w pozycji 300 oraz izoleucyna w
pozycji 298) biorace udzial w formowaniu kompleksu biatkowego homodimer ACS7-ABII.

Do tej czgsei pracy mam kilka uwag:

Podstawowa watpliwos¢ budza wyniki lokalizacji z uzyciem mikroskopii konfokalnej. W pracy
nie podano sposobu uzyskania obrazéw z mikroskopu konfokalnego. Nie wiadomo czy
przedstawione na rycinach 12,13,14 i 16 obrazy sa pojedynczymi przekrojami czy zlozeniami
kilku przekrojow optycznych. W pierwszym przypadku w obrazach uzyskanych w $wietle
przechodzgcym powinno by¢ widoczne jadro komérkowe. W drugim przypadku nalezy podaé
metode ztozenia, liczbe przekrojow optycznych oraz odleglosé w osi Z.

Autorka stwierdza jednoznacznie, Zze badane kompleksy ACS7 z poszczegdlnymi fosfatazami
lokalizowaly si¢ w jadrze komérkowym i cytoplazmie. Cytoplazmatyczna lokalizacja biatek,
zwlaszcza na podstawie rycin 12 i 13, jest dyskusyjna. Przy takiej lokalizacji zazwyczaj
widoczna jest fluorescencja przy blonie komoérkowej, w postaci obwodki protoplastu. Jeszcze
wigce] watpliwosei budzi lokalizacja jadrowa gdyz fluorescencja GFP nie pokrywa sie
jednoznacznie z fluorescencja CBP20. Na podstawie wiekszosci przedstawionych obrazéw
mozna wnosi¢, ze badane bialka zlokalizowane sa poza jagdrem komérkowych. Oddzialywania
ACS7 z fosfatazami, przedstawione na rycinie 13, wydajg sie zachodzi¢ w poblizu jadra
komorkowego, by¢ moze w retikulum endoplazmatycznym.

Ponadto zdj¢cia protoplastéw zamieszczone w pracy nie sa dobrze wybrane: wiele protoplastow
wyglada na splazmolizowane lub wrecz martwe. Analiza tych obrazéw nasuneta mi ogélniejsze
pytanie: Czy zdaniem doktorantki jakie$ elementy wewnatrzkomoérkowej lokalizacji badanych
bialek mogg ujs¢ uwadze eksperymentatora ze wzgledu na uzycie protoplastéw a nie

fragmentéw tkanki? Innymi stowy prosze o krytyczng ocene zastosowania protoplastow do
badania lokalizacji i oddziatywan biatek.



Pozostate uwagi:

Na str. 67 Autorka stwierdza, ze zaobserwowano istotne zmniejszenie czasu trwania
fluorescencji donora w kompleksach dimeréw ASC7 ze zmodyfikowanymi fosfatazami ABI1
w stosunku do wariantu niezmutowanego. Tymczasem na rycinie 17B zaznaczono jedynie dos¢
oczywiste réznice pomiedzy dimerem ACS7 w obecnodci i przy braku akceptora, nie za$
pomiedzy czasami trwania fluorescencji dla akceptora natywnego (2.17 ns) 1 form
zmutowanych (2,19 i 2,20 ns). Czy te roznice s rzeczywiscie istotne?

Badania mechanistyczne, zreferowane na str. 71, przeprowadzono dla fosfatazy ABII. Jakich
wynikéw mozna by si¢ spodziewa¢ dla ABI2 1 HAB1?

Na wykresach 18B, 19B i 20B brakuje oznaczenia siatki, §j. linii pomocniczej dla 50% poziomu
bialka GST-ACS7. Obecno$é takiej linii znacznie ulatwilaby odczyt wartosci okresow
péttrwania. Ponadto wykresy 19B i 20B przedstawiajg przebieg czasowy degradacji bialek, a
nie okresy ich péltrwania, jak podano w opisie tych wykresow.

Dyskusja

Ten 10-stronicowy rozdzial dobrze podsumowuje gléwne tezy rozprawy i przedstawia je na
szerokim tle ostatnich doniesien literaturowych. Przejrzysty schemat zamieszczony na str. 85
przedstawia zaproponowany w pracy mechanizm regulacji stabilnosci biatka ACS7.

Na stronie 81 znalaztam uwage nt. wptywu $wiatta na syntazy ACC, ktdre sa stabilne w
ciemnosci i ,,ulegaja degradacji dopiero na $wietle”. Z tego powodu, jak stwierdza Autorka,
eksperymenty zmierzajace do okreslenia czasu péitrwania biatka ACS7 w catkowitych
ckstraktach biatkowych izolowanych z siewek Arabidopsis byly prowadzone w warunkach
$wietlnych. Prosze o rozwiniecie tych uwag, np. podanie jakie $wiatlo (o jakim natezeniu 1
dlugosci fali) wywoluje degradacje syntaz ACC wedtug danych literaturowych, oraz jakie
warunki $wietlne i do ktérej fazy eksperymentu zastosowano?

Uwagi redakeyjne
Praca jest napisana w sposob klarowny i ogélnie poprawny stylistycznie.

W czesci metodycznej przeszkadza ciagte mieszanie trybu dokonanego i niedokonanego w
opisie procedur. Wprawdzie nie wplywa to krytycznie na zrozumienie procedury, ale dobrze
byloby wiedzie¢ czy dany fragment doswiadczenia byl wykonany raz, czy tez powtarzano go
kilka razy. Poza tym tekst ujednolicony pod wzgledem logicznym bylby znacznie bardziej
elegancki.

W pracy zauwazylam ok. 20 tzw. literéwek i drobnych bledow gramatycznych badz
stylistycznych; na str. 47 podano bledny nr tabeli przedstawiajacej sklad mieszaniny reakcyjnej
do mutagenezy ukierunkowane;.

W tekscie pracy prawie nie ma wyrazei zargonowych i anglicyzméw oprécz Hipsa” (str. 33),
_biatek z tagiem” (Tab.13) oraz ,promowania” (degradacji, reakcji ubikwitynacji badz



specyficznych interakeji), ktore ma w jezyku polskim kilka znaczen ale zadne z nich nie ma
sensu w kontekstach w jakich uzyto je w pracy; powinno by¢ zastapione np. przez ,,wywotuje”.

Na str. 41 zastosowano przestarzaly zapis stezefi; powinno byé np. 50 pg ml™.

Ilustracje, w wigkszosci ztozone, schematy i diagramy s przejrzyste, staranne i dobrze opisane.

Pomimo réznych uwag krytycznych prac¢ doktorska pani mgr Malgorzaty Marczak
oceniam jako bardzo dobre opracowanie. Przedstawione badania $§wiadcza o dobrym
warsztacie badawczym Doktorantki, zwlaszcza w obszarze technik biologii molekularne;j.
Rzetelnie udokumentowane wyniki maja duza warto$é poznawczg. Praca jest nowatorska
i wnosi nowe, wazne informacje na temat mechanizméw lezacych u podstaw przekazu
sygnaléw hormonalnych w rolinach. Lektura rozprawy przekonuje, ze Doktorantka jest
dojrzalg badaczka, dobrze przygotowana do dalszej pracy.

Przedstawiona do oceny rozprawa spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst jednolity: Dz.U. z 2021, poz. 478.
Whnioskuj¢ zatem o dopuszczenie pani mgr Malgorzaty Marczak do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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