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Recenzja rozprawy doktorskiej

Pani mgr Malgorzaty Marczak
pod tytulem ,,Charakterystyka mechanizmu degradacji proteasomalnej syntazy
ACC typu III-ACS7 u Arabidopsis thaliana*

Podstawy formalne wydania recenzji

Recenzje rozprawy doktorskiej Pani mgr Malgorzaty Marczak opracowano na podstawie
uchwaly rady naukowej dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu z dnia 25 listopada 2022 r., jak réwniez pisma Dziekana Wydzialu Biologii Pani
prof. UAM dr hab. Beaty Messyasz z dnia 5 maja 2023 r.

Rozprawa doktorska przedstawiona przez Paniag mgr Malgorzate Marczak wykonana zostala
w Pracowni Biotechnologii Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii na Wydziale Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod kierunkiem prof. UAM dr hab. Agnieszki
Ludwikoéw przy wykorzystaniu $rodkéw finansowych pochodzacych z czterech r6znych Zrédel.
Cze$¢ zaprezentowanych w rozprawie wynikow badan zostata juz opublikowana w 2020 roku
w czasopi$mie naukowym Cells o wspbiczynniku oddziatywania wynoszacym 6,60 (zgodnie
z rokiem opublikowania), w ktérym Doktorantka jest autorem wiodgcym (pierwszym).

Przedmiot rozprawy doktorskiej i celowos¢ podjecia tematu badawczego

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Maltgorzaty Marczak jest zglebienie mechanizmu
regulujgcego stabilno$¢ syntazy ACS7 (jedynego przedstawiciela syntaz ACC grupy III
u A. thaliana), jak réwniez poznanie roli negatywnych regulatoréw sygnalizacji ABA, jakimi sg
fosfatazy biatkowe PP2C z grupy A w tym procesie. \



Syntazy ACC to rodzina bialek enzymatycznych katalizujacych kluczows reakcje procesu
syntezy etylenu tj. fitohormonu be¢dacego zar6wno stymulatorem, jak i inhibitorem wzrostu
i rozwoju roslin, zaangazowanego w odpowiedz roslin na stres. Regulacja aktywnosci biatek ACS
poprzez modyfikacje potranslacyjne w tym katalizowang przez fosfatazy biatkowe defosforylacje,
ma kluczowe znaczenie w kontrolowaniu biosyntezy etylenu. Do tej pory zidentyfikowano
i scharakteryzowano liczne biatka zaangazowane w regulacje stabilnosci syntaz ACC typu I i typu
Il u A. thaliana. Tymczasem komponenty mechanizmu odpowiedzialnego za prawidlowy balans
migdzy wytwarzaniem biatka ACS7 — jedynego reprezentanta syntaz ACC typu III, a jego
degradacja, nadal pozostaja zagadka. W swojej pracy Doktorantka podjeta si¢ zadania poznania
mechanizmu degradacji syntazy ACS7 u Arabidopsis thaliana i roli trzech fosfataz biatkowych 2C
nalezacych do grupy A w tym szlaku. Z cala pewnoscig tematyka niniejszej dysertacji jest wazna
i dobrze wpisuje si¢ w aktualny nurt badan realizowany w grupie badawczej Pani prof. Agnieszki
Ludwikéw. Niewatpliwie poglebienie wiedzy o mechanizmach kontrolujgcych biosynteze etylenu
jest bardzo istotne z punktu widzenia poprawy odpornosci roslin na niekorzystne warunki
srodowiska. Co wigcej, poznanie zaleznosci miedzy szlakami sygnalizacji etylenu i kwasu
abscysynowego, pozwoli lepiej zrozumie¢ molekularne mechanizmy lezace u podstaw interakcji
pomigdzy tymi dwoma podstawowymi hormonami roslinnymi.

Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest opracowaniem obejmujagcym 106 stron
tekstu w jezyku polskim, ilustrowanego 21 rysunkami i zawierajacego 14 tabel. Struktura pracy jest
typowa dla dysertacji doktorskich i obejmuje nastgpujace rozdziaty: Streszczenie (w jezyku polskim
1 angielskim) poprzedzajace stowa kluczowe i wykaz stosowanych skrétéw, Wstep, Cel pracy,
Materialy i Metody, Wyniki i Dyskusj¢. Calo$¢ zamyka zwigzle Podsumowanie, w ktérym mgr
Malgorzata Marczak zestawila kluczowe wyniki uzyskane podczas realizacji pracy i stosunkowo
obszerny (obejmujgcy 202 pozycje) spis literatury. Dodatkowo, koficowa cze$é pracy zostala
wzbogacona o Suplement obejmujacy dwie ryciny, obrazujgce kontrole dla analiz mBiFC i mBiFC-
FRET-FLIM. Tytut dysertacji zostal sformulowany poprawnie, a problematyka badawcza
przedstawiona w pracy jest adekwatna do jej tytulu. Przyznam, ze praca przyniosta pewien niedosyt
w zakresie braku hipotezy badawczej, ktora korespondowataby z celem nakreslonym do realizacji,
jak réwniez wnioskoéw koncowych, zdefiniowanych w oparciu o uzyskane wyniki.

Praca zostala napisana prawidlowo pod wzgledem jezykowym. Zdania sa sformutowane
poprawnie z zachowaniem cigglosci logicznej, co sprawia, ze lektura pracy jest przyjemnoscia. Na
podkreslenie zastuguje staranna edycja i szata graficzna tekstu. Zdarzajg si¢ tylko nieliczne bledy
literowe i wyrazenia potoczne bedace wynikiem stosowania zargonu laboratoryjnego, np. na str. 12
zwrot ,receptory CTR1 bezposrednio fosforyluja EIN2” powinien by¢ zamieniony na ,kinaza
biatkowa CTRI1 bezposrednio fosforyluje EIN2”, na str. 24 skrét ,,CPK11” to ,,CDPK11”,
sformulowanie ,kowalencyjne przylaczenie ubikwityny pemi szeroki zakres funkcji” jest
nieprecyzyjne (str. 20), a zdanie ,,miejsca proteolityczne znajdujg si¢ w cylindrze i o aktywnosci
podobnej do kaspazy, trypsyny oraz chymotrypsyny” jest nickompletne (str. 22). Na str. 32 termin
»hodowla roslin” nalezy zmieni¢ na ,juprawa roslin®, z kolei okreslenie ,,plazmid czynnika
plciowego F” (str. 36) to ,,plazmid zawierajacy czynnik plciowy F”, a sformulowanie ,,elektroforeza
na zelu agarozowym” powinno by¢ zastapione przez ,.elektroforeza w zelu agarozowym” (str. 42).
W tekscie na str. 42 dotyczacym przygotowania odpowiedniego fragmentu DNA za pomoca reakcji
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PCR, powinno by¢ odwolanie do Rozdziatu 3.3.8, a nie do Rozdziatu 3.3.1, na str. 47 we
fragmencie nawigzujacym do skladu mieszaniny reakcyjnej powinno by¢ odwolanie do
Tabeli 3 (zamiast do Tabeli 6), natomiast procedura transformacji komérek chemikompetentnych
E. coli znajduje si¢ w Rozdziale 3.3.5, a nie jak wskazuje Doktorantka w Rozdziale 2.3.5.
Dodatkowo, na str. 65 fragment A3 biatka ACS7 obejmuje subdomeng 2 transferazy zaleznej od
fosforanu pirydoksalu, a nie subdomene 1, natomiast na str. 72 w opisie Rysunku 19 wprowadzono
substytucje seryny w pozycji 85, a nie w pozycji 485. Pragne podkresli¢, ze wskazane usterki, nie
wplywaja na moja pozytywna oceng formalng pracy.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Oceniajac rozprawe pod wzgledem merytorycznym stwierdzam, ze zaréwno zaplanowane
zadania badawcze, jak i ich realizacja, dobor metod badawczych i dyskusja nad uzyskanymi
wynikami nie budza watpliwosci.

Krotki, osiemnastostronicowy Wstep zawiera niezbgdne informacje stuzace wprowadzeniu
czytelnika w problematyke pracy. Zostala w nim przedstawiona ogélna charakterystyka
fitohormonu gazowego jakim jest etylen, jego wielofunkcyjna natura w roslinach, szlak biosyntezy
etylenu i abiotyczne czynniki Srodowiskowe wplywajace na jego stymulacjg. Doktorantka opisata
réwniez kanoniczny szlak percepcji etylenu, jako dominujaca kaskade sygnalizacyjna i napomniata
o istnieniu nieliniowych szlakéw alternatywnych. Z uwagi na nowatorsko$¢ niniejszego
zacadnienia uprzeimie prosze Doktorantke o krétka charakterystyke dotychczas poznanych szlakow
alternatywnych, jak réwniez o wyjasnienie w jaki sposéb zamiany konformacyjne w kompleksie
receptor-kinaza biatkowa CTR1 wywolane zwigzaniem etylenu, wplywaja na aktywnos¢
funkcionalna biatka CTR1? W dalszej czesci Wstepu mgr Malgorzata Marczak, siegajac po
najnowsze doniesienia literaturowe, w przejrzysty sposob opisala interakcje miedzy etylenem
a elementami szlaku sygnalowego kwasu abscysynowego (ABA). W kolejnych podrozdziatach
Doktorantka scharakteryzowala trzy klasy syntaz ACC u 4. thaliana, odnoszac si¢ do ich istotnej
roli w biosyntezie etylenu oraz oméwita zagadnienia zwigzane z regulacjg stabilnosci tych biatek.
W tym miejscu duzym ulatwieniem bylaby tabela zestawiajaca biatka wplywajgce na stabilnos¢
r6znych typéw syntaz ACC ze wskazaniem na ich pozytywny badZ negatywny charakter regulacji.
Co wiecej przyznam, ze w tej czesci rozprawy zabraklo mi zwigzlego opisu rodziny biatek, jakimi
sa fosfatazy biatkowe PP2C u A. thaliana, odnoszac si¢ przede wszystkim do przedstawicieli
7 orupy A, jako negatywnych regulatoréw sygnalizacji ABA, ktérym Doktorantka poswiecila duza
cze$é swoich badaf. Niewatpliwie przedstawione we Wstepie informacje w sposob przekonujacy
uzasadniajg celowo$é podjetych przez Doktorantke badan, wskazuja na Jej obszerng wiedze
w zakresie zglebianej tematyki i dojrzatos¢ w dokonywaniu wlasciwej selekcji pod katem
realizowanych zagadnief.

Cel pracy zostal precyzyjnie sformutowany. Zawiera on uzasadnienie podjetych badan oraz
skrupulatnie wyznaczone cztery zadania badawcze, ktorych realizacja przyblizyta Doktorantke do
jego osiggnigcia.

W Rozdziale ,Materialy i metody” mgr Matgorzata Marczak opisuje material roslinny
i mikrobiologiczny wykorzystywany w badaniach, zastosowang metodyke badawcza, odczynniki
i roztwory oraz wektory plazmidowe wraz z konstruktami genowymi i ich przeznaczeniem.
Struktura tego rozdziatu jest typowa dla prac doktorskich. Na uwage zastuguje réznorodnos¢
i nowatorsko$¢é metod badawczych, ktére zostaly opanowane i zastosowane przez Doktorantke

3



podczas realizacji zadan badawczych, wlaczajac metody zwigzane z przygotowaniem konstruktéw
plazmidowych, z wykorzystaniem biatek i metody mikroskopowe. Na podkreslenie zastuguje
réwniez bogactwo zastosowanych w badaniach skonstruowanych przez siebie wektoréw niosgcych
sekwencje kodujace bialka fuzyjne, fragmenty delecyjne syntazy ACS7 i sekwencje zmutowanych
kierunkowo biatek tj. fosfatazy biatkowej ABI1 i syntazy ACS7. Nie zgadzam sie jedynie ze
stwierdzeniem, ze drugim etapem klonowania Gateway jest reakcja ligacji do wektora pENTR (str.

42).

Kolejny rozdzial ,,Wyniki” przedstawiono w trzech podrozdziatach, obejmujacych badania:
(i) oddzialywania biatkka ACS7 z fosfatazami biatkowymi PP2C z grupy A, (ii) wplywu tych
fosfataz na stabilnos¢ ACS7 oraz (iii) identyfikacji reszt aminokwasowych jako potencjalnych
miejsc ubikwitynacji zaangazowanych w degradacje proteasomalng biatka ACS7. Kazdy opisany
podrozdzial rozpoczyna wskazanie celowosci przeprowadzenia tego typu badan, co utatwia
zrozumienie wybranej przez Doktorantke drogi doswiadczalnej, a konczy krétkie podsumowanie
uzyskanych rezultatéw. Skrupulatny opis badafi wzbogacony 9 rysunkami jest wyczerpujacy i nie
budzi zastrzezen.

Pytania i uwagi dotyczace Wynikdw rozprawy:

1. Analizujgc mechanizm oddzialywania syntazy ACS7 i fosfatazy biatkowej ABI1 Doktorantka
przygotowala zmutowane warianty biatkaABI1, w ktérych aminokwasy kluczowe dla
oddziatywania z syntezag ACS7, takie jak tryptofan w pozycji 300 i izoleucyne w pozycji 298
zastgpiono alaning. Tymczasem badania wykazaly, ze zar6wno ABII, jak i oba zmutowane
warianty oddzialuja z homodimerem ACS7. Bazujagc na uzyskanych przez Doktorantke
wynikach, nie moge zgodzi¢ si¢ z wyciagnietym wnioskiem, ze obecnos$¢ tryptofanu oraz
izoleucyny jest istotna dla tworzenia kompleksu z homodimerem ACS7 (str. 67).

2. Badajac wptyw fosfataz biatkowych 2C na stabilnos¢ syntazy typu Il ACS z wykorzystaniem
metody pozakomoérkowej degradacji biatka in vitro, rekombinowane biatko GST-ACS7
inkubowano z ekstraktami biatkowymi pochodzacymi z roslin WT Col-0, abiltd, abi2 i habl.
Zastanawiajgca jest ogromna réznica w poziomie biatka GST-ACS7 w ekstraktach biatkowych
nietraktowanych inhibitorem proteasomu z roslin WT Col-0 i mutantéw, zwlaszcza mutanta
habl. Moim zdaniem moze to wptywaé na tempo degradacji biatka GST-ACS7. Zakladajac, ze
st¢zenie biatka rekombinowanego GST-ACS7 byto takie samo we wszystkich prébach w czasie
0, jak Doktorantka wythumaczy taka dysproporcj¢ (Rysunek 18A)?

3. Dane literaturowe (Liu et al. 2022) wskazuja, ze u 4. thaliana w grupie A PP2C wystepuje 10
przedstawicieli. Obecnie wiadomo, Ze co najmniej szesciu sposrod nich, wigczajac biatka ABII,
ABI2, AHG3, AHGI1, HAB1 i HAB2 uczestniczy w regulacji sygnalizacji ABA. Co
zadecydowato o wyborze trzech fosfataz biatkowych ABI1, ABI2 i HAB1 jako kluczowych
regulator6w zaangazowanych w mechanizm degradacji syntazy ACS7? Czym Doktorantka
kierowata si¢ wybierajac do badan mutanty abiltd, abi2 i habl, a nie mutanty innych fosfataz
biatkowych z tej grupy?

4. Jak wytlumaczy¢ prawie dwukrotnie krotszy okres poitrwania zmutowanego wariantu biatka
GST-ACS7X'*R w poréwnaniu do natywnej formy zrekombinowanego biatka GST-ACS7?

Prosz¢ Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do powyzszych uwag i udzielenie odpowiedzi na zadane
pytania podczas publicznej obrony.



Niewatpliwie za najwazniejsze osiagnigcia uzyskane przez Doktorantke nalezy uznaé:

1. Potwierdzenie oddzialywania syntazy ACS7 z negatywnymi regulatorami $ciezki sygnalnej
ABA, takimi jak fosfatazy biatlkowe 2C: ABI1, ABI2 i HAB1, zar6wno w jadrze komérkowym,
jak i cytozolu przy wykorzystaniu mikroskopii konfokalnej i techniki mBiFC.

2. Zidentyfikowanie tryptofanu w pozycji 300 i izoleucyny w pozycji 298 w biatku ABI1 jako
istotnych reszt aminokwasowych zaangazowanych w tworzenie kompleksu ABI1-ACS7.

3. Wykazanie, ze fosfatazy biatkowe ABI1, ABI2 i HAB1 biorg udzial w regulacji biosyntezy
etylenu, poprzez wplyw na tempo degradacji syntazy ACS7 w badaniach pozakomoérkowej
degradacji in vitro.

4. Wykazanie, ze reszty serynowe w pozycji 48 i 85 w sekwencji biatkka ACS7 moga by¢
potencjalnymi miejscami defosforylacji przez fosfataze ABII, a zatem moga determinowaé
stabilno$¢ biatka ACS7.

5. Wykazanie, ze lizyny w pozycji 238 i 384 w sekwencji biatka ACS7 moga by¢ kluczowe dla
przylaczenia czasteczki ubikwityny jako sygnalu do degradacji przez proteasom 26S
w badaniach pozakomoérkowej degradacji in vitro, a zatem mogg determinowac stabilnos¢ biatka
ACS7.

Rozdziat ,,Dyskusja” jest napisany rzeczowo. Doktorantka szczegétowo omawia wiasne wyniki
i obserwacje, krytycznie zestawia je z osiggnigciami innych naukowcow i whasciwie konferuje, co
$wiadczy o doskonatej orientacji w zglebianej tematyce.

Podsumowujac, wartos¢ merytoryczng przediozonej pracy oceniam bardzo wysoko. Projekt
rozprawy doktorskiej jest przemysSlany i poprawnie zrealizowany, a postawione przez mgr
Malgorzate Marczak cele badawcze, zostaly osiggnicte.

Whiosek koricowy

W podsumowaniu stwierdzam, Zze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani
mgr Matgorzaty Marczak stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego oraz
spelnia wymogi wymagane Ustawg 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 p6zniejszymi zmianami z dnia 18 marca 2011 roku (Dz. U. Nr 84, poz. 455), w zwigzku z art. 179
ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz. 1669). W zwigzku z powyzszym wnosze¢ do Rady
Naukowej Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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