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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ PANI JUSTYNY MASZKOWSKIEJ ZATYTULOWANEJ:

,,IDENTIFICATION OF PROTEINS PHOSPHORYLATED BY ABA-UNRESPONSIVE SNF1-RELATED
PROTEIN KINASES (SNRK2S) IN PLANT RESPONSE TO SALINITY STRESS”

(IDENTYFIKACIA BIALEK FOSFORYLOWANYCH PRZEZ KINAZY BIAtKOWE SNRK2 (SNF1-RELATED
PROTEIN KINASES 2) NIEZALEZNE OD KWASU ABSCYSYNOWEGO W ODPOWIEDZI ROSLIN NA STRES
ZASOLENIA)

W toku ewolucji rosliny, jako organizmy osiadte, wyksztatcity ogromna game umiejetnosci, ktére umozliwiajg im
wszechstronng adaptacje do zmiennych warunkéw srodowiska nieozywionego, jak i reagowanie na ogromng
réoznorodnosé organizmow zywych. Z tych wzgleddw badania mechanizmdéw reakcji roslin na rdéine stresy
srodowiskowe, w tym réwniez na stres wywotany obecnoscig duzych ilosci soli, s3 jednym z dominujacych nurtéw
badawczych wspdtczesnej biologii roslin. Wpisuje sie w nie znakomicie przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
Pani Justyny Maszkowskiej. Praca zostata wykonana w Pracowni Fosforylacji Biatek Roslinnych Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN w Warszawie pod kierunkiem promotor, prof. dr hab. Grazyny Dobrowolskiej.

Recenzowana praca zostata napisana w jezyku angielskim w uktadzie typowym dla prac doktorskich. Rozprawa
miesci sie na 194 stronach maszynopisu. Wtasciwa rozprawa poprzedzona jest informacja o zrédfach finansowania
badan, streszczeniami: angielskim i polskim, informacjg o publikacji czesci wynikdw w czasopismach naukowych, oraz
wykazem stosowanych skréotow. Wstep podsumowuje najwazniejsze informacje dotyczgce 1) procesow
sygnalizacyjnych u rodlin poddanych stresowi zasolenia oraz 2) udziatu kinaz SnRK2 w sygnalizacji stresu
osmotycznego u roslin. Wyodrebniong cze$¢ stanowi krotki rozdziat zarysowujacy gtéwne cele rozprawy. W kolejnych
dwdch rozdziatach opisane zostaty wykorzystane materiaty i stosowane metody. Po nich nastepuje omdwienie
uzyskanych wynikéw oraz ich dyskusja. Catosé zamyka zestawienie cytowane;j literatury.

Kinazy sg ogromnie zréznicowang grupa enzymow, a jedng z najczesciej petnionych przez nie rél jest udziat w
szlakach sygnalizacyjnych. Cho¢ biatka te sg wykrywane u wszystkich grup organizmoéw, to majg one szczegdlne
znaczenie u organizméw osiadtych, ktére musza radzi¢ sobie w bardzo zréznicowanych warunkach srodowiskowych
i reagowac na pojawiajgce sie zagrozenia natury biotycznej. Stad tez bardzo czesto wtasnie u takich organizmoéw
kinazy wyewoluowaty w bardzo liczne rodziny spokrewnionych ze sobg enzymdw. Przyktadem jest rodzina kinaz
serynowo/treoninowych SnRK2 — geny kodujgce te biatka wykryto we wszystkich dotad zsekwencjonowanych
genomach roslinnych. Przez wiele lat badan wypracowano rézne podejscia metodologiczne umozliwiajace poznanie
znaczenia kinaz w zyciu roslin i ich funkcjonowania na réznych poziomach organizacji hierarchicznej. Jednym z
najtrudniejszych zagadnien w badaniach tych enzymdw jest pytanie o to, jakie biatka sg substratami kinaz, a w
konsekwencji, jakie procesy komorkowe i fizjologiczne sg —i za czyim posrednictwem — uruchamiane przez kinazy. W
rozprawie Doktorantka postawita sobie ambitny cel zidentyfikowania biatek fosforylowanych przez kinazy SnRK2
niezalezne od ABA i zaliczane do grupy 1 (SnRK2.1, SnRK2.4, SnRK2.5, SnRK9 i SnRK2.10), a w szczegdlnosci: 1)
okreslenia potencjalnych substratéw kinazy SnRK2.10; 2) potwierdzenia, ze zidentyfikowane biatka sg rzeczywiscie
przez te kinaze fosforylowane; 3) ustalenia potencjalnego znaczenia fosforylacji prowadzonej przez kinazy SnRK2 z
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grupy 1 w reakcjach roslin na pojawiajgce sie stresy, zwtaszcza stres zasolenia. Trzeba przyznaé, ze arsenat

zaprzegnietych przez Doktorantke technik doswiadczalnych jest imponujacy, poczynajgc od klasycznych technik
biochemii, biologii molekularnej, czy inzynierii generycznej, poprzez zaawansowane metodologie proteomiki, a na
podejsciach biologii komarki wykorzystujacych mikroskopie fluorescencyjng konczac.

Aby zidentyfikowac¢ biatka fosforylowane przez kinazy SnRK2 z grupy 1, Doktorantka wybrata jako swoj uktad
modelowy rosliny Arabidopsis thaliana z regulowang ekspresjg kinazy SnRK2.10 (typu dzikiego, mutanty knock-out
oraz rosliny transgeniczne z nadekspresjg genu kodujgcego SnRK2.10), ktére poddawane byty krotkoterminowemu
stresowi zasolenia (250 mM NaCl przez 30 min). Identyfikacje biatek poprowadzita trzema réznymi drogami, z ktorych
dwie wykorzystywaty izolacje biatek z korzeni roslin, a trzecia bazowata na prowadzeniu reakcji fosforylacji
predefiniowanych substratéw przez rekombinowane kinazy SnRK2, w tym SnRK2.10. Wynikiem tych doswiadczen
byta identyfikacja 94 biatek metodg wzbogacania fosfopeptydéw przy uzyciu chromatografii powinowactwa na ztozu
tlenku tytanu, 26 biatek — metodg identyfikacji fosforylowanych biatek rozdzielonych na drodze elektroforezy
dwukierunkowej, oraz 30 biatek — metodg fosforylacji in vitro. Doktadniejsze przyjrzenie sie wynikom pokazuje, ze
poszczegdlne zestawy biatek dos¢ mocno rdznig sie miedzy sobg i w pracy zabrakto mi nieco szerszej dyskusji przyczyn
tego zréznicowania. Chciatbym wobec tego poprosi¢ o nieco obszerniejszy komentarz, zwtaszcza w odniesieniu do
obu technik wykorzystanych do analizy ekstraktéw biatkowych. Szczegdlnie interesujg mnie dwie kwestie. Pierwszg
jest pytanie o powody wyboru dos¢ waskiego zakresu pH 4-7 do ogniskowania izoelektrycznego biatek roslinnych w
elektroforezie dwukierunkowej. Czy wynikato to z nagromadzonej wiedzy ogdlnej lub doswiadczenia badawczego
zespotu? Czy tez powodem byta, rozpoznana wczesniej, potencjalna lokalizacja cytoplazmatyczna kinazy SnRK2.10?
Czy w opinii Doktorantki warto w ogdle rozwazaé w tym przypadku rozdzielanie biatek w innych zakresach pH? Drugg
kwestia jest obserwacja swoistej nadreprezentacji peptyddw tubuliny i aktyny w prébkach rozdzielanych na drodze
elektroforezy dwukierunkowej w stosunku do probek identyfikowanych metodg wzbogacania fosfopeptyddéw na
ztozu tlenku tytanu. Czy Doktorantka miataby jaki$ pomyst na wyjasnienie przyczyny takiego zréznicowania?

Opierajgc sie na uzyskanych wynikach, jak réwniez na wczesniejszych danych literaturowych, Doktorantka
wybrata trzy biatka: dehydryny ERD10 i ERD14 oraz bogate w glicyne biatko wigzgce RNA — GRP8, do dalszych analiz
szczegotowych. Te obejmowaty: 1) badania fosforylacji biatek-substratéw in vitro dla potwierdzenia, ze rzeczywiscie
sg one fosforylowane przez kinazy SnRK2, w tym przez kinaze SnRK2.10; oraz 2) identyfikacje reszt aminokwasowych,
do ktorych przytaczana jest grupa fosforanowa, jak réwniez ustalenie ulokowania tych reszt w obrebie swoistych
sekwencji docelowych. W tej drugiej czesci Doktorantka przeprowadzita rowniez badania fosforylacji zmutowanych
form dehydryn, w ktérych potencjalne miejsca fosforylacji zostaty zmienione na warianty nienadajgce sie do
fosforylacji. W wyniku doswiadczen, Doktorantka potwierdzita, ze obie dehydryny sg fosforylowane przez dwie kinazy
nalezace do grupy 1, a mianowicie SnRK2.4 i SnRK2.10. Wreszcie, Pani Maszkowska przeprowadzita badania
oddziatywan dehydryn z kinazami SnRK2, réwniez z wykorzystaniem dwdch niezaleznych metod badan in vivo:
drozdzowego testu dwuhybrydowego oraz mikroskopowej obserwacji z uzyciem technologii BiFC. Tu chciatbym
oczywiscie spytac, czy rozwazane byty réwniez inne techniki, w szczegdlnosci FLIM-FRET, ktéry na pewno przynidstby
bardziej rozstrzygajagce wyniki, do pewnego stopnia kwantyfikowalne? Jakie jeszcze inne podejscia mogtyby zostaé
wykorzystane, rowniez z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej?

Powyzsze badania zostaty uzupetnione analizg potencjalnych efektéw wywotanych fosforylacjg dehydryn in vivo.
Do tego celu wykorzystano przejsciowg ekspresje rekombinowanych biatek w dwdch systemach: infiltrowanych
lisciach Nicotiana benthamiana oraz protoplastach Arabidopsis thaliana. Wykorzystano dehydryny typu dzikiego oraz
ich zmutowane formy, w ktérych fosforylowana seryna $106 (ERD 10) lub S79 (ERD14) zostata zastgpiona alaning
(forma nie podlegajaca fosforylacji) lub kwasem glutaminowym (forma nasladujaca trwale ufosforylowane biatko).
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Uzyskane wyniki potwierdzono nastepnie rowniez z wykorzystaniem roslin transgenicznych wyrazajacych rézne

formy dehydryn. Ciekawa konkluzjg tych badan jest obserwacja, ze fosforylacja S79 w ERD14 w reakcji roslin na stres
zasolenia moze prowadzi¢ do zmiany lokalizacji tej dehydryny i pojawieniu sie jej w jadrze komérkowym. Co wiecej,
fosforylacja w reakcji na stres zasolenia moze réowniez prowadzi¢ do ostabienia oddziatywan dehydryn z btonami
biologicznymi. Tu Doktorantka udowodnita takze, ze oddziatywanie kinaz SnRK2, zwtaszcza SnRK2.4 i SnRK2.10 z
kwasem fosfatydowym moze hamowac ich aktywnosé fosforylacyjna.

Podobny zestaw doswiadczen zostat rowniez wykonany dla trzeciego wybranego substratu kinaz SnRK2 z grupy
1, a mianowicie dla bogatego w glicyne biatka wigzagcego RNA — GRP8. Autorka udowodnita, ze GRP8 jest
fosforylowane przez SnRK2.10, a ta fosforylacja, w reakcji na stres zasolenia, jest kluczowa dla obserwowanej migracji
biatka GRP8 do granul stresowych, zawierajgcych kompleksy biatko-RNA.

PODSUMOWANIE

Przedstawiong do recenzji rozprawe Pani Justyny Maszkowskiej oceniam jako catos¢ wysoko. Praca jest bardzo
zwartym dzietem opisujagcym analize potencjalnych substratéw biatkowych kinaz typu SnRK2 w warunkach stresu
solnego. Wysoko oceniam wielowarstwowos¢ przeprowadzonych badan, zwtaszcza wykorzystanie kilku metod
identyfikacji fosforylowanych peptydow oraz analize wybranych potencjalnych substratéw przy zastosowaniu kilku
réznych podejs¢ eksperymentalnych. Rozprawe czyta sie dobrze i z duzg przyjemnoscig. Wywdd poprowadzony jest
logicznie, doswiadczenia dobrze zaplanowane i wykonane. Konkludujac, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji
praca spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z
poin. zm.), tj. stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng
Kandydatki w okreslonej dyscyplinie naukowej oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.
Warto réowniez zauwazyg, ze badania realizowane byty w ramach projektow badawczych finansowanych przez NCN
i MNiSW, jak rowniez w ramach minigrantu Szkoty Biologii Molekularnej IBB PAN, a uzyskane wyniki zostaty juz
czesciowo opublikowane w dwdch pracach zamieszczonych w bardzo dobrych miedzynarodowych czasopismach
naukowych. Wobec powyiszego z petnym przekonaniem wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie o dopuszczenie Pani Justyny Maszkowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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