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1. Imie i nazwisko: Agnieszka Ludwikow

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytutu rozprawy doktorskiej:

2001 dyplom ukoriczenia studiéw magisterskich, na kierunku biologia, w zakresie
biologia molekularna, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

2006 dyplom doktora w zakresie biologii - biologia molekularna, Uhiwersytet
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Tytut rozprawy ,Charakterystyka
profilu transkrypcyjnego genomu Arabidopsis thaliana linii Columbia
i mutanta abi1 w odpowiedzi na stres ozonowy i susze”

2010 swiadectwo ukornczenia studidéw Menedzer Projektow Badawczych,
Centrum Integraciji Europejskiej, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

2006-obecnie Adiunkt: Zakiad Biotechnologii, Instytut Biologii Molekularne;
i Biotechnologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
65, poz. 595 ze zm.):

a) tytut osiagniecia naukowego:

Kierowanie biatek do degradacji — identyfikacja i charakterystyka nowego mechanizmu
transdukcji sygnatu zaleznego od fosfatazy biatkowej 2C ABI1 u Arabidopsis thaliana

b) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa):

Osiagniecie obejmuje cykl trzech prac (dwoch prac eksperymentalnych i jednej pracy
przegladowej), ktérych taczny wspétczynnik IF wynosi 15.258; sumaryczna liczba punktow
MNiSW - 120. We wszystkich pracach figuruje jako autor korespondencyjny™.

Ludwikow A*, Cieéla A, Kasprowicz-Maluski A, Mituta F, Tajdel M, Gatgariski t, Ziotkowski
PA. Kubiak P, Matecka A, Piechalak A, Szabat M, Gérska A, Dgbrowski M, Ibragimow I, and
Sadowski J (2014) Arabidopsis ABI1 protein phosphatase 2C interacts with type I ACC
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synthases and is involved in the regulation of ozone-induced ethylene biosynthesis.
Molecular Plant 7, 960-976. [IF2014 6.337, MNiSW points = 45].

Ludwikéw A* (2015) Targeting proteins for proteasomal degradation — a new function of
Arabidopsis ABI1 protein phosphatase 2C. Frontiers in Plant Science 6: 310. [IF2014 3.948,
MNiSW points = 40].

Mituta F, Tajdel M, Ciesla A, Kasprowicz-Maluski A, Kulik A, Babula-Skowroriska D, Michalak
M, Dobrowolska G, Sadowski J, and Ludwikéw A* (2015) Arabidopsis ABA-activated kinase
MAPKKK18 is regulated by protein phosphatase 2C ABI1 and the ubiquitin proteasome
pathway. Plant and Cell Physiology, doi:10.1093/pcp/pcv146 [IF 2014 4.931, MNiSW points =
35].

c) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikoéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Proces fosforylacji i towarzyszaca jej defosforylacja biatek to podstawowy mechanizm
sygnalizacji komérkowej. Reakcja ta katalizowana jest przez dwie grupy enzymow: kinazy i
fosfatazy biatkowe. Kinazy biatkowe katalizujg przylaczanie reszty fosforanowej do grupy
hydroksylowej aminokwasoéw seryny, treoniny i tyrozyny. Fosfatazy katalizujga usuwanie
reszty fosforanowej z ufosforylowanych aminokwaséw. Ze wzgledu na specyficznos¢
substratowg fosfatazy biatkowe zostaty podzielone na trzy klasy: serynowo-treoninowe
(Ser/Thr), tyrozynowe (Tyr) i fosfatazy o podwdjnej specyficznosci. Natomiast, ze wzgledu na
podobieristwo sekwenciji i strukture biatka, fosfatazy serynowo-treoninowe podzielono na
szereg typow, wyrozniajac liczng i zréznicowana pod wieloma wzgledami grupe fosfataz
biatkowych typu 2C (PP2C) (Luan 2003; Schweighofer i in., 2004; Ludwikow, 2015).
Przedmiotem moich badan sa fosfatazy biatkowe 2C z grupy A (PP2C grupa A), ktore
stanowig kluczowy element sygnalizacji kwasu abscysynowego (ABA), uczestnicza w
regulacji szeregu procesow komoérkowych, a takze w odpowiedzi na stresowe warunki
érodowiska (Nishimura i in., 2009; Miyazono i in., 2009). U Arabidopsis thaliana w grupie A
PP2C wyrdzniono dziewigciu czionkéw, ale mianem kluczowych regulatoréw w transmisji
sygnatu ABA uznano fosfatazy biatkowe ABI1 i ABI2. Potwierdzono, ze biatka te funkcjonuja
jako negatywne regulatory sygnalizacji ABA (Schweighofer i in., 2004; Nishimurai in., 2009;
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Miyazono i in., 2009; Fuchs i in., 2013). Zrozumienie mechanizmu ich dziatania byto i wcigz
jest priorytetem w badaniach transdukgji sygnatu u roslin.

Poczawszy od 2009 roku systematycznie publikowane s prace badawcze
uszczegotawiajace mechanizm transdukcji sygnatu ABA z udziatem PP2C z grupy A.
Zidentyfikowano rodzine biatek PYR/PYL/RCAR okreslanych jako receptory ABA, ktore w
odpowiedzi na ABA hamuja aktywnos¢ fosfatazowa PP2C z grupy A umozliwiajac transmisje
sygnatu za pomoca kinaz SnRK2 (Melcher i in., 2009; Miyazono i in., 2009; Miyakawa i in.,
2013). Oprocz receptorow ABA, zidentyfikowano takze inne czynniki regulujgce aktywnosc
fosfatazowa PP2C z grupy A. Wéréd nich zidentyfikowano nadtlenek wodoru (H20,), ktory w
warunkach in vitro odwracalnie hamuje aktywno$¢ fosfatazowa ABI1 i HAB1 (Meinhard i Grill,
2001; Sridharamurthy i in., 2014). Wiadomo takze, ze GTPazy Rho-like chronig aktywnos¢
fosfatazowa ABI1 przed hamujacym wplywem receptorow (Li i in., 2012). Ponadto
stwierdzono, ze peroksydaza glutationowa (GPX3) i kinaza receptorowa FERONIA
uczestnicza w regulacji ak'tywnoéci fosfatazy ABI2 (Miao i in., 2006; Yu iin., 2012).

Poniewaz fosfataza biatkowa poprzez swojg aktywnos$¢ enzymatyczng wydaje sig odgrywac
nadrzedna role w stosunku do innych regulatoréw sygnalizacji ABA, wiele grup badawczych
skupia swoje badania na identyfikacji partneréw biatkowych wspotdziatajacych z
przedstawicielami PP2C z grupy A w regulacji homeostazy komorkowej. Wsrod biatek
oddziatujgcych z fosfatazami z grupy A zidentyfikowano czynnik transkrypcyjny (Himmelbach
i in., 2002), kinazy biatkowe (Guo i in., 2002; Ohta i in., 2003), enzymy szlaku detoksyfikacj
reaktywnych form tlenu (Miao i in., 2008), sktadnik kompleksu remodelujgcego chromatyne
(Saez i in., 2008) oraz kanaly jonowe (Brandt i in., 2012). Mnogo$¢ partnerow z jakimi
oddziatujg PP2C podkresla plejotropowy charakter dziatania tych fosfataz. Dla czesci
partneréw biatkowych PP2C, kontekst w jakim biatka oddziatujg ze sobg pozostaje niejasny.
Pomimo oddziatywania, nie obserwuje sie zmian w aktywnosci enzymatycznej lub
biologicznej partneréw biatkowych PP2C (Ludwikow, 2015). Dlatego w moich badaniach
skupitam sie nie tylko na identyfikacji nowych partnerow PP2C, ale przede wszystkim na
poznaniu mechanizméw, ktére prowadzg do sktadania kompleksow biatkowych petnigcych
istotne biologicznie funkcje. W moich badaniach skupitam si¢ gtownie na analizie
funkcjonalnej fosfatazy ABI1.

W nurcie tych badan w pracy Molecular Plant (Ludwikow i in., 2014) analizowatam rolg
fosfatazy biatkkowej ABI1 w regulacji biosyntezy etylenu u Arabidopsis thaliana.
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Komunikowanie sie sygnalizacji ABA i etylenu podlega szerokim analizom od wielu lat
(Ghassemian i in., 2000; Sharp, 2002; Sharp i LeNoble, 2002; Rosado i in., 2006; Ludwikow i
in, 2009; Trivellini i in., 2011; Thole i in., 2014), natomiast nieznany byt molekularny
mechanizm umozliwiajacy kontrole biosyntezy etylenu przez ABA. Biosynteza etylenu jest
katalizowana przez dwie grupy enzyméw: syntazy ACC (ACS) i oksydazy ACC (ACO).
Syntazy ACC katalizujg konwersje S-adenozylometioniny (SAM) do kwasu 1-
aminocyklopropano karboksylowego (ACC). Oksydazy ACC katalizuja konwersje ACC do
etylenu (Wang i in., 2002). Pomimo, ze etylen powstaje podczas prostej dwuetapowej reakcji,
jego synteza jest $cisle regulowana na wielu etapach (Liu and Zhang, 2004; Joo i in., 2008;
Tsuchisaka i in., 2009; Lyzenga i in., 2012). Analiza transkryptomiczna mutanta typu nokaut
w genie ABI1 (abiftd) w warunkach stresu ozonowego, wykonana podczas realizacji mojej
pracy doktorskiej ujawnita, ze geny, ktérych produkty biatkowe zaangazowane sg W proces
biosyntezy etylenu wykazuja spadek poziomu transkrypcji u mutanta abi1td w odniesieniu do
roslin typu dzikiego (Ludwikéw i in., 2009). Ta interesujgca obserwacja skionita mnie do
poszukiwania odpowiedzi na pytanie, czy fosfataza ABI1 w istotny sposob wywiera wptyw na
poziom produkcji etylenu w warunkach stresu ozonowego. W toku analiz stwierdzitam, ze
poziom etylenu u mutanta abi7td jest znaczaco wyzszy niz u roslin typu dzikiego wytacznie w
wyniku dziatania stresu. By} to zaskakujacy wniosek z uwagi na fakt, ze mutant abiTtd nie
wykazuje zadnych cech typowych dla roslin charakteryzujacych sie nadprodukcjg etylenu.
Wzrostowi emisji etylenu towarzyszyt wzrost poziomu kwasu ACC (produkt reakcji
katalizowanej przez syntazy ACC) oraz wysoka catkowita aktywnoS¢ syntaz ACC, ktora
korelowata wytacznie z aktywnosécig izoformy ACS6. Otrzymany wynik sugerowat, ze ABI1
ingeruje w biosynteze etylenu na etapie aktywnosci syntaz ACC.

Ze wzgledu na strukture C-koricowego fragmentu biatka, syntazy ACC podzielono na trzy
typy — I-lll (Yamagami i in., 2003). Przedstawiciele typu | syntaz ACC, do ktorych nalezy
ACS6, w obrebie C-koricowej domeny biatka zawieraja sygnaty fosforylaciji dla kinaz MAP i
kinaz zaleznych od wapnia (CDPK). Funkcjonalnie, C-koficowa domena jest kluczowa dla
regulacji obrotu biatkiem. Fosforylacja specyficznych reszt aminokwasowych ACS6 przez
kinazy MAP zwieksza stabilno¢ biatka ACS6, a w konsekwencji podnosi takze poziom
produkciji etylenu (Liu and Zhang, 2004; Joo i in., 2008). Defosforylacja specyficznych reszt
aminokwasowych przez fosfatazy biatkowe jest sygnatem do degradacji ACS przez
proteasom 26S (Skottke i in 2011). Znane sa czynniki powodujace fosforylacje i
defosforylacje ACS typu |. Nalezg do nich kinazy MPK3/MPK6 oraz fosfataza PP2A (Liu i
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Zhang, 2004; Skottke i in., 2011). Interesowat mnie kontekst komunikacji sygnalizacji ABA z
etylenem. Postanowitam zweryfikowa¢ czy ABI1, podobnie jak fosfataza PP2A, oddziatuje z
syntazami ACC typu | w obrgbie domeny C-koricowej. Oprocz izoformy 6 syntazy ACC w
analizach uwzglednitam takze izoforme 2, ktéra rowniez ulega ekspresji w warunkach stresu
ozonowego. Z zastosowaniem dwuhybrydowego systemu drozdzowego, techniki pull-down
oraz metod defosforylacji biatek in vitro wykazatam, ze w przypadku ACSS, fosfataza ABI1
oddziatuje i defosforyluje reszty aminokwasowe fosforylowane przez MPK®6. Fosfataza ABI1
oddziatuje takze z izoforma 2 syntazy ACC, ale poza fragmentem biatka regulowanym przez
MPK8, wskazujac na alternatywny mechanizm regulacji funkciji tej izoformy syntaz ACC przez
ABI1. Otrzymane wyniki wskazywaty na kluczowg role ABI1 w regulacji stabilno$ci ACSS,
stawiajac ja obok MPK3/6 oraz fosfatazy PP2A, jako kolejny czynnik regulujacy akumulacje
biatka syntazy ACC. Dlatego w kolejnym etapie prac do oceny wpltywu ABI1 na obrot
biatkiem ACS6 uzylam metody pozakomorkowej degradaci (cell-free degradation assay)
(Lyzenga i in., 2012). Metoda ta, poprzez zastosowanie inhibitora proteasomu MG132,
pozwala sprawdzi¢ czy interesujgce nas biatka s3 degradowane przez proteasom 26S.
Natomiast poprzez uzycie catkowitych ekstraktow biatek z roslin réznych genotypéw (typ
dziki i mutanty), metoda umozliwia identyfikacje czynnikow wptywajacych na stabilnos$¢ biatek
i pordwnanie tempa degradaciji biatka. Metoda pozakomorkowej degradacii jako ,system” in
vitro wymaga przygotowania znacznych ilosci rekombinowanych biatek do analizy, co w
przypadku syntazy ACC6 byto wyjatkowo trudne, z uwagi na jej wyjatkowa labilnosc,
wynikajaca z krotkiego okresu poitrwania tego biatka. Przeprowadzone analizy wykazaty, ze
w ekstraktach biatkowych pochodzacych z mutanta abiftd traktowanego, badz
nietraktowanego inhibitorem proteasomu, poziom rekombinowanego biatka ACSE jest
stabilny. Inkubacja ACS6 z ekstraktami biatkowymi pochodzacymi z roéliny typu dzikiego,
powodowata wyrazny spadek poziomu biatka ACS6. Zaleznos¢ ta wskazuje, ze fosfataza
ABI1 reguluje akumulacje biatka i w normainych warunkach ABl1-zalezna defosforylacja
reszt aminokwasowych zlokalizowanych w C-koficowej domenie ACSS6, stuzy jako sygnat do
degradacji za pomoca proteasomu 26S.

Wezeéniejsze prace wykazaly, ze regulacja stabilnosci syntaz typu | odbywa sie takze przez
regulacje aktywnosci kinazowej MPK8 (Schweighofer i in., 2007: Liu and Zhang, 2004; Joo i
in., 2008). Poniewaz w literaturze przedmiotu wykazano juz, ze ABI1 hamuje aktywnos¢

MPK6 (Leung i in., 2006), postanowitam sprawdzi¢ czy kompleks MPK6-ABI1 uczestniczy w
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regulacji stabilnosci ACS6. Przeprowadzone analizy wykazaty, ze ABI1 wplywa na poziom
ufosforylowania ACS6 przez hamowanie aktywnosci kinazowej MPK6.

Przeprowadzone w tej pracy badania umozliwity takze odkrycie innego mechanizmu
zaleznego od aktywnosci fosfatazy biatkowej ABI1. Powszechnie wiadomo, ze etylen
stymuluje tworzenie reaktywnych form tlenu (Overmyer i in., 2000; Rao i in., 2002; Tuominen
i in., 2004). Na kanwie badan prezentowanych w omawianej pracy stwierdzilismy, ze mutant
abiftd charakteryzuje sie wysokim potencjatem antyoksydacyjnym i skutecznié przeciwdziata
skutkom nadmiernej produkcji etylenu. Mechanizm ten prawdopodobnie stanowi wyjasnienie
nietypowego fenotypu mutanta abiftd jakim jest wzrost tolerancji na stres ozonowy na

poznych jego etapach.

Konfrontujac powyzsze wyniki (Ludwikéw i in., 2014) z danymi literaturowymi mozna wysnuc
wniosek, ze odkryty przeze mnie mechanizm dziatania ABI1 w regulacji biosyntezy etylenu
jest unikalny i komptéksowy. Fosfataza ABI1 kieruje biatkko ACS6. do degradacji
proteosomalnej na dwa sposoby - bezposrednio defosforyluje ACS6 w C-koricowej domenie i
jednoczesnie ogranicza fosforylacje syntazy ACC przez MPK6 zachodzacej w tej samej
domenie. Dodatkowo, ABI1 reguluje metabolizm reaktywnych form tlenu oraz potencjat redox
w komoérce. Oba poznane mechanizmy uzupetniaja luke w zrozumieniu czynnikow
kierujgcych tolerancjg roslin na stres i umozliwiajg zrozumienie funkcji regulatoréw
sygnalizacji ABA w tym procesie. W mojej ocenie odkryty mechanizm niesie znaczny
potencjat aplikacyjny. Etylen powszechnie jest uwazany za hormon stresu, dlatego
znajomo$é mechanizméw kierujgcych biosynteza etylenu jest kluczowa dla projektowania
roslin odpornych na stres. Innymi stowy manipulujac aktywnoscig fosfatazowg ABI1 mozemy
sterowa¢ odpowiedzig roslin na szkodliwe warunki srodowiska.

Odkrycie mechanizmu kontrolowanego przez ABI1 zwigzanego z kierowaniem biatek do
degradacji bylo inspiracja do przygotowania pracy przegladowej we Frontiers in Plant
Science (Ludwikéw, 2015). W tej pracy podsumowatam stan wiedzy na temat roli degradaciji
proteasomalnej w transdukcji sygnatu ABA. Przytoczytam aktualne dane dotyczace
mechanizméw degradacji regulatoréw sygnalizacji ABA. Oméwitam takze role ligaz
ubikwityny w tym procesie. Analizujac zebrany materiat literaturowy poczynitam dwie wazne
obserwacje. Pierwsza z nich byla spostrzezenie, ze aktywnosc¢ biologiczna ogromnej
wigkszoéci regulatoréw sygnalizacji ABA, podlegajacych tego typu degradacji, jest
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regulowana przez procesy fosforylacji. Natomiast druga, wyjatkowo istotna obserwacia,
dotyczyta faktu, ze nieliczna grupa tego typu regulatoréw sygnalizacji ABA oddziatuje takze z
fosfataza ABI1. Powyzsze obéerwacje rzucaja nowe $wiatto na rozumienie roli i funkcji ABI1
w regulacji sygnalizacji ABA, a takze przynosza zmiany w pojmowaniu znaczenia ABI1T w
integracji sygnalizacji komérkowej. W tej pracy wysnutam konkluzje, ze negatywna regulacja
sygnalizacji ABA przez ABI1 to w zasadzie resetowanie $ciezki sygnalizacyjnej do jej stanu
przed dziataniem bodzca, poprzez kierowanie efektorow tych $ciezek sygnatowych do
degradacji proteasomalnej. Najwazniejszym i kluczowym wyzwaniem dla dalszych badan
wydaje sie byé¢ identyfikacja sygnatéw umozliwiajacych rozpoznanie przez ABI1 biatek

docelowych, ktére maja by¢ skierowane na te wiasnie Sciezke degradacji.

Najnowszg publikacjg prezentowanego przez mnie nurtu badan funkcjonalnych dotyczacych
fosfatazy ABI1 jest praca opublikowana w Plant and Cell Physiology (Mituta, wsp. i
Ludwikéw, 2015). W tej pracy analizowatam role ABI1 w regulacii aktywnosci wybranej
kinazy kaskady MAP — MAPKKK18. Podobnie jak w przypadku syntaz ACC przestanka do
rozpoczecia badan nad funkcja MAPKKK18, byly wyniki uzyskane na podstawie analizy
danych mikromacierzowych dla mutanta abiftd (Ludwikéw i in., 2009). Podjecie tej tematyki
wynikato takze z 6wczesnych $wiatowych trendow badawczych, ktére stymulowaty do
poszukiwania petnych kaskad kinaz MAP nadzorowanych bezposrednio przez ABA.
Kluczowym aspektem tych badan byto udokumentowanie, ze MAPKKK18 jest regulowana
przez ABA. Uzywajac stabilnych transformantéw A. thaliana niosacych konstrukt fragmentu
promotora MAPKKK18 w fuzji z genem GUS, analizowatam jego aktywacje po stymulacji
ABA. Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze MAPKKK18 ulega ekspresji w tkankach
charakterystycznych dla regulacji przez sygnalizacje ABA. Wykazatam, ze aktywnosc¢
kinazowa MAPKKK18 jest aktywowana przez ABA. Odkryliémy takze, ze MAPKKK18 petni
istotne funkcje, nie tylko przy regulacji ruchéw aparatow szparkowych, ale takze podczas ich
rozwoju. Poniewaz uzyskane wyniki wskazywaly, ze MAPKKK18 dziata jako pozytywny
regulator w rozwoju aparatéow szparkowych postawitam hipoteze, ze Sciezka sygnatowa
kontrolowana przez MAPKKK18 jest specyficzna i niezalezna od $ciezki nadzorowanej przez
inna kinaze MAP, takze wazna dla tego procesu — kinaze YODA (Wang | in., 2007; Lampard i
in., 2009; Meng i in., 2012). Nie wyklucza to mozliwosci, ze obie Sciezki moga sie
komunikowaé, w mojej ocenie, gtéwnie na poznych etapach rozwoju aparatow szparkowych.
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Podczas realizacji naszych badarn nad MAPKKK18 opublikowano dwie niezalezne prace
precyzujace sktad kaskady MAP rozpoczynajacej sie od MAPKKK18 (Matsuoka i in., 2015;
Danquah i in., 2015). W précy Danquah i in. (2015) zaobserwowano takze, ze istnieje
korelacja pomiedzy ekspresja wybranych elementow  rdzeniowego kompleksu
PYR/PYL/RCAR-SnRK2-PP2C (gtéwnie receptorami ABA i fosfatazg HAB1) a poziomem
transkrypcji genu MAPKKK18. Wynik ten w zasadzie potwierdza nasze zatozenia i jest
zgodny z naszymi danymi wskazujacymi, ze ABI1 reguluje poziom transkryptu MAPKKK18
(Ludwikéw i in., 2009; Mituta, wsp. i Ludwikow, 2015). Co wiecej, obserwujemy brak
aktywnosci kinazowej MAPKKK18 u mutanta snrk2.6. Jest to wazne spostrzezenie z uwagi
na fakt, ze aktywnosé¢ kinazowa SnRK2.6 jest w zasadzie $ladowa u wielokrotnych mutantow
receptorow ABA i u mutanta niewrazliwego na ABA - abi7-1, niosacego mutacje punktowg
G180D. Wspomniane przestanki pozwalaja postawi¢ hipoteze, ze to wiasnie kinaza SnRK2.6
uczestniczy w regulacji transkrypcyjnej genu MAPKKK18 tj. fosforyluje nieznany aktualnie
czynnik transkrypcyjny v&iqucy sie z promotorem MAPKKK18 (Mituta, wsp. | Ludwikow,
2015).

Biorac pod uwage wyniki zgromadzone przez moéj Zespot rozwazalismy przede wszystkim
czy MAPKKK18 jest biatkiem docelowym dla fosfatazy ABI1. Istotnie ABI1, ale nie ABIZ,
oddziatuje z MAPKKK18. Wynik ten wskazuje na specyfike substratowa homologicznych
fosfataz PP2C z grupy A wzgledem MAPKKK18. Ponadto, udokumentowatam in vitro i in
vivo, ze ABI1 specyficznie hamuje aktywno$c¢ kinazowa MAPKKK18 indukowana ABA. Jest
to istotna obserwacja zwazywszy, ze MAPKKK18 nie ulega autofosforylacji i musi by¢
aktywowana przez nadrzedng kinaze. Analizy aktywnosci enzymatycznej natywnej kinazy
MAPKKK18 in vivo byly mozliwe z zastosowaniem specyficznych przeciwciat skierowanych
przeciw MAPKKK18, ktore zaprojektowatam i przygotowatam we wspétpracy z firma
AGRISERA. Dzieki tym analizom wykazatam, ze MAPKKK18 jest biatkiem o wyjatkowo
niskiej ekspresji — niewykrywalnym z uzyciem metody Western blot. Wynik ten sugerowat, ze
MAPKKK18, jest biatkiem degradowanym przez proteasom 26S. Analizy z uzyciem metody
pozakomorkowej degradacji potwierdzity te hipoteze. Podobnie jak syntazy ACC, fosfataza
ABI1 kieruje biatko MAPKKK18 do degradaciji proteasomalnej. Tak wigc kaskada kinaz MAP
rozpoczynajaca sie od MAPKKK18 jest regulowana przez rdzeniowa sygnalizacje ABA na
dwoch poziomach: transkrypeyjnym, poprzez kontrole poziomu transkryptu MAPKKK18, oraz
potranslacyjnym, w wyniku ABI1-zaleznej degradaciji przez proteasom 26S. Dalsze badania
mojego Zespotu dotyczg poznania szczegétowego mechanizmu degradacji MAPKKK18:
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glownie identyfikacji ligazy ubikwityny i biatlek pomocniczych odpowiedzialnych za
przylaczanie ubikwityny oraz sprecyzowanie fragmentu biatka (reszt aminokwasowych)

zawierajacego sygnaty do degradaciji.

Podsumowujac, przedstawiony nurt badawczy, w mojej ocenie, umozliwia peiniejsze
srozumienie wielokierunkowoséci dziatania fosfatazy biatkowej ABI1. Za najwazniejsze
osiagniecie uwazam identyfikacje i charakterystyke nowego mechanizmu “komérkowego
zwiazanego z aktywnoscia fosfatazy ABI1 jakim jest kierowanie biatek ACS6 i MAPKKK18 do
degradacji przez proteasom 26S. W moich pracach wykazatam, ze fosfataza ABI1: 1)
uczestniczy w regulacji stabilnosci biatek syntazy ACS6 i MAPKKK18; 2) kontroluje
homeostaze wolnych rodnikow; 3) reguluje aktywnos¢ enzymoéw antyoksydacyjnych; 4)
hamuje aktywno$é kinazowa MAPKKK18 i MPKE; oraz 5) jej aktywnos¢, powoduje
resetowanie $ciezki sygnalizacyjnej do stanu przed dziataniem bodzca.

Przedstawione badania byly realizowane w ramach dwoch kierowanych przeze mnie
projektach badawczych, finansowanych w ramach COST FA0605 IMPAS 682/N -
COST/2010/0 (2010-2011) oraz NCN UMO-2012/05/B/NZ3/00352 (2013-2016).

5. Omoéwienie pozostatego dorobku

Gtowny nurt mojej pracy badawczej przed i po doktoracie dotyczyt analiz funkcjonalnych nad
fosfatazg biatkowa ABI1. W trakcie wykonywania projektu doktorskiego opublikowatam prace
eksperymentalng dotyczacg analizy profilu transkrypcyjnego A. thaliana w warunkach stresu
ozonowego (Ludwikow i in., 2004). Owczesénie byta to pierwsza praca dokumentujaca profil
transkrypcyjny rosliny modelowej w warunkach stresu ozonowego, W dwéch punktach
czasowych, z uzyciem mikromacierzy (chipow) Affymetrix ATH1 Genom Array. Oméwitam w
tej pracy gtownie profil transkrypcyjny gendw zaangazowanych w detoksyfikacje reaktywnych
form tlenu oraz genéw, ktorych produkty uczestnicza w syntezie fenylopropanoidéw. Wyniki
eksperymentéw mikromacierzowych prezentowanych w tej pracy, jak réwniez w pracy
opublikowanej po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych (Ludwikéw i in., 2009),
wykonatam podczas 11-miesigcznego pobytu na Uniwersytecie w Manchestarze (w latach

2003-2004) w ramach stypendium Marii Curie Training site. Podczas pobytu otrzymatam
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gruntowna wiedze z zakresu analiz mikromacierzowych i metody ilosciowego PCR w czasie

rzeczywistym, ktére nastepnie wdrazatam w Zaktadzie Biotechnologii, UAM.

Wspomniana praca Ludwikéw i in., (2009) takze opublikowana w nurcie globalnych analiz
profili ekspresji dotyczyla szczegotowej analizy zmian w poziomie transkrypcji genow u
mutanta abiftd w warunkach stresu ozonowego i suszy. Badania wykazaly, ze fosfataza
ABI|1 jest zaangazowana w wiele procesow komérkowych oraz w éciezki odpoWiedzi na stres
uruchamiane niezalezne od ABA. Ciekawym odkryciem byto rowniez stwierdzenie, ze ABI1
uczestniczy w regulacji transkrypcji genow, u ktérych zachodzi alternatywne wycinanie
intronéw oraz genow, ktore regulujg ten proces. Na podstawie przeprowadzonych analiz
zaproponowatam, ze ABI1 uczestniczy w rozpoznaniu miejsc alternatywnego skiadania DNA
i tym samym odpowiada za réznorodnos¢ proteomu komorkowego w warunkach obu
stresow. W niniejszej pracy opisatam takze zwiazek pomiedzy fosfatazg ABI1 a biosynteza
hormonéw roslinnych: hABA i etylenem. Na podstawie przeprowadzonych analiz
wnioskowatam, ze ABI1 antagonistycznie reguluje poziom obu hormonéw w komorce. Wyniki
uzyskane podczas realizacji mojej pracy doktorskiej byty punktem wyjécia do przygotowania
projektu, w ramach ktérego szczegotowo zbadatam mechanizm regulacji biosyntezy etylenu

przez ABI1, opisany w pracy Ludwikow i in. (2014).

Réwnolegle do badan prowadzonych na gatunku modelowym A. thaliana bytam
zaangazowana w realizacje projektow z zakresu genomiki poréwnawczej. W pracy Ludwikow
i in. (2013) analizowaliémy profil ekspresyjny i organizacje na chromosomach genow
kodujacych fosfatazy biatkowe 2C z grupy A u Brassica oleracea. W oparciu o wyniki
wnioskowalismy, ze u B. oleracea sygnalizacja zalezna od fosfataz PP2C z grupy A
ewoluowata w odmienny sposob niz u A. thaliana. Wykazali$my, ze u B. oleracea rodzina
genéow PP2C z grupy A jest liczniejsza. Obserwowali$my takze istotne réznice w profilu
ekspresji cztonkow tej grupy genéw w odniesieniu do A. thaliana. W drugiej pracy Babula-
Skowroriska i in., (2015) analizowali$my odpowiedz na suszg u rzepaku transgenicznego z
nadekspresjg AtABI1. Szczegdlnie interesowat nas profil transkrypcji wybranych dwoéch
ewolucyjnie odleglych paralogéw (endogendw) kodujgcych ABI1 u B. napus, ktorym
przypisalismy odmienne funkcje w odpowiedzi na stres wodny. Postawilismy hipoteze, ze

subfunkcjonizacja, nastepujgca po zdarzeniach duplikacii genow jest kluczowym
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mechanizmem umozliwiajgcym utrzymanie zréznicowania funkcjonalnego w obrebie

paralogéw ABI1 u rzepaku.

W moim pozostatym dorobku podoktorskim, oprocz prac eksperymentalnych, znajdujg sie
réwniez prace przegladowe (Ludwikéw i Sadowski 2008: Ludwikéw i in., 2008) i monografie
(Ludwikow i in, 2011). W pracy Ludwikow i Sadowski (2008) przedstawiono biezace dane z
zakresu transkryptomiki w warunkach stresu ozonowego, stawiajac nacisk ha omoéwienie
szlakow sygnatowych uczestniczacych w reakcji na ten stres. Z kolei w pracy Ludwikow i in.,
(2008) przedstawitam wybrane aspekty planowania i realizacji eksperymentow z udziatem
mikromacierzy DNA. Praca stanowi takze aktualne podsumowanie postgpow W
transkryptomice stresu u roslin, wskazujgc na wysoka uzytecznos¢ metod
transkryptomicznych w tego typu analizach. Z kolei w rozdziale ksiazki ,Genetics, Genomics
and Breeding of Vegetable Brassicas” pod tytutem ,The Decoding of Gene Functions—
Transcriptomics Tools waard Molecular Physiology and Breeding” (Ludwikow i in., 2011)
przedstawitam stan zaawansowania badan transkryptomicznych u roslin uprawnych z
rodzaju Brassica. Za wspotautorstwo ksigzki w 2012 roku otrzymatam Wyréznienie Wydziatu

Il Nauk Biologicznych i Rolniczych Polskiej Akademii Nauk.

Obecnie moje badania sa kontynuacjg podjetych watkow w nurcie analiz funkcjonalnych
fosfatazy ABI1. Wraz z czteroosobowym Zespotem projektowym (3 doktorantow i 1 stazysta
podoktorski), nad ktorym sprawuje opieke naukows, rozwijam dwa gftowne kierunki
badawcze. W pierwszym z nich zgtebiamy mechanizmy degradacji MAPKKK18 oraz syntazy
ACC typu lll = ACS7. Obecnie trwajg analizy majace na celu identyfikacje ligazy ubikwityny
E3 zaangazowanej w proces degradacji MAPKKK18. Natomiast w przypadku analiz
poswieconych ACS7, poszukujemy sygnatow molekularnych determinujacych degradacje
tego biatka. Analizujemy czy fosforylacja wybranych reszt aminokwasowych okresla wzory
kolejnych modyfikacji potranslacyjnych, ubikwitynacji oraz sumoilacji, kluczowych dla
regulacji stabilnosci biatka. Drugi temat badawczy ma na celu identyfikacje inhibitoréw
fosfataz biatkowych typu ABI1 wsréd zwigzkéw chemicznych o matej masie czasteczkowe;j.
Hamowanie aktywnosci fosfatazowej ma duze znaczenie dla tolerancji roélin na stres.
Dlatego, opracowany inhibitor moze znalez¢ zastosowanie w rolnictwie, do ochrony upraw

przed dziataniem suszy.
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W okresie po uzyskaniu stopnia doktora uczestniczytam w realizacji kilkunastu projektow
badawczych, w tym w projekcie w ramach Akcji COST IMPAS, gdzie réwniez piastowatam
funkcje jako zastepca w komitecie Zarzadzajagcym. Dotychczas kierowatam trzema
projektami finansowanymi przez Narodowe Centrum Nauki. W 2014 roku odbytam 2-
tygodniowy staz w zakresie krystalografii na Uniwersytecie Massachusetts-Lowell. Poza
aktywnoscig naukowa realizowatam réwniez projekty dydaktyczne. Bylam zaangazowana w
tworzenie nowych programéw studiéw: studiéw magisterskich oraz studiow Hoktoranckich.
Obie aktywnosci realizowane byly w ramach projektow finansowanych z funduszy Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki. We wspomnianych projektach petnitam funkcje Koordynatora
merytorycznego Zadania lub Koordynatora Wydziatowego.

Literatura _

Babula-Skowroriska D, Ludwikéw A, Ciesla A, Olejnik A, Cegielska-Taras T, Bartkowiak-Broda |,
Sadowski J (2015). Involvement of genes encoding ABI1 protein phosphatases in the
response of Brassica napus L. to drought stress. Plant Mol. Biol. 88: 445-457 .

Brandt B. Brodsky DE, Xue S, Negi J, Iba K, Kangasjarvi J, Ghassemian M, .Stephan AB, Hu
H. Schroeder JI (2012). Reconstitution of abscisic acid activation of SLAC1 anion channel by
CPK6 and OST1 kinases and branched ABI1 PP2C phosphatase action. PNAS 109: 10593-
10598.

Danquah A, de Zélicourt A, Boudsocq M, Neubauer J, Frei dit Frey N, Leonhardt N, Pateyron
S, Gwinner F, Tamby JP, Ortiz-Masia ‘D, Marcote MJ, Hirt H, Colcombet J (2015).
|dentification and characterization of an ABA-activated MAP kinase cascade in Arabidopsis
thaliana. Plant J. 82: 232-244.

Ghassemian M, Nambara E, Cutler S, Kawaide H, Kamiya Y, McCourt P (2000). Regulation of
abscisic acid signaling by the ethylene response pathway in Arabidopsis. Plant Cell 12: 1117-
1126.

Guo Y, Xiong L, Song CP, Gong D, Halfter U, Zhu JK (2002). A calcium sensor and its interacting
protein kinase are global regulators of abscisic acid signaling in Arabidopsis. Dev Cell 3: 233-
244,

Himmelbach A, Hoffmann T, Leube M, Hohener B, Grill E (2002). Homeodomain protein ATHB6 is a
target of the protein phosphatase ABI1 and regulates hormone responses in Arabidopsis.
EMBO J. 21: 3029-3038.

Joo S, Liu Y, Lueth A, Zhang S (2008). MAPK phosphorylation-induced stabilization of ACS6 protein
is mediated by the non-catalytic C-terminal domain, which also contains the cis-determinant
for rapid degradation by the 26S proteasome pathway. Plant J. 54; 129-140.

Lampard GR, Lukowitz W, Ellis BE, Bergmann DC (2009). Novel and expanded roles for MAPK
signaling in Arabidopsis stomatal cell fate revealed by cell type-specific manipulations. Plant
Cell 21: 3506-3517.

Leung J, Orfanidi S, Chefdor F, Meszaros T, Bolte S, Mizoguchi T, Shinozaki K, Giraudat J, Bogre L
(2006). Antagonistic interaction between MAP kinase and protein phosphatase 2C in stress
recovery. Plant Sci. 171: 596-606.

Li Z, Li Z, Gao X, Chinnusamy V, Bressan R, Wang ZX, Zhu JK, Wu JW, Liu D (2012). ROP11
GTPase negatively regulates ABA signaling by protecting ABI1 phosphatase activity from
inhibition by the ABA receptor RCAR1/PYLS in Arabidopsis. J. Integ. Plant Biol. 54: 180-188.

Liu Y, Zhang S (2004). Phosphorylation of 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase by
MPKS, a stress-responsive mitogen-activated protein kinase, induces ethylene biosynthesis in
Arabidopsis. Plant Cell 16: 3386-3399.

12




Zalacznik nr 2

Luan S (2003). Protein phosphatases in plants. Annu. Rev. Plant Biol. 54; 63-92.

Ludwikéw A (2015). Targeting proteins for proteasomal degradation—a new function of
Arabidopsis ABI1 protein phosphatase 2C. Frontiers in Plant Science 6: 310.

Ludwikow A, Babula-Skowronska D, Szczepaniak M, Belter N, Dominiak E, Sadowski J (2013).
Expression profiles and genomic organisation of group A protein phosphatase 2C genes in
Brassica oleracea. Annals of Applied Biology 163: 124-134.

Ludwikéw A, Ciesla A, Kasprowicz-Maluski A, Mituta F, Tajdel M, Gatganski L, Ziotkowski PA, Kubiak
P, Matecka A, Piechalak A, Szabat M, Gorska A, Dabrowski M, lbragimow |, Sadowski J
(2014). Arabidopsis protein phosphatase 2C ABI1 interacts with type | ACC synthases and is
involved in the regulation of ozone-induced ethylene biosynthesis. Mol Plant 7: 960-976.

Ludwikéw A, Kierzek D, Gallois P, Zeef L, Sadowski J (2009). Gene expression profiling of ozone-
treated Arabidopsis abiftd insertional mutant: protein phosphatase 2C ABI1 modulates
biosynthesis ratio of ABA and ethylene. Planta 230: 1003-1017.

Ludwikow A, Krasowski K, Zeef L (2011). The Decoding of Gene Functions - Transcriptomics Tools
Toward Breeding. In Vegetable Brassica. In Genetics, Genomics and Breeding of Vegetable
Brassicas. Series editors: Prof. C. Kole and Prof. A.G. Abbott. Ed. Sadowski J. Publishers:
Science Publishers, Inc., New Hampshire, Jersey, Plymouth.

Ludwikow A, Misztal LH, Krasowski K, Sadowski J (2008). Mikromacierze DNA i ich zastosowanie w
badaniach ekspresji genow u roslin. Biotechnologia 4: 131-143.

Ludwikow A, Sadowski J (2008). Gene Networks in Plant Ozone Stress Response and Tolerance. J
Int Plant Biol. 50: 1256-1267.

Lyzenga WJ, Liu H, Schofield A, Muise-Hennessey A, Stone SL (2013). Arabidopsis CIPK26 interacts
with KEG, components of the ABA signalling network and is degraded by the ubiquitin-
proteasome system. J.Exp.Bot. 64: 2779-2791.

Matsuoka D, Yasufuku, T, Furuya, T, Nanmori T (2015). An abscisic acid inducible Arabidopsis
MAPKKK. MAPKKK18 regulates leaf senescence via its kinase activity. Plant Mol Biol. 87:
565-575.

Meinhard M, Grill E (2001). Hydrogen peroxide is a regulator of ABI1, a protein phosphatase 2C from
Arabidopsis. FEBS Lett. 508: 443-6.

Melcher K, Ng LM, ZhouXE, Soon FF, Xu Y, Suino-Powell KM, Park SY, Weiner JJ, Fujii H,
Chinnusamy V, Kovach A, Li J, Wang Y, Li J, Peterson FC, Jensen DR, Yong EL, Volkman
BF. Cutler SR, Zhu JK, Xu HE (2009). A gate-latch-lock mechanism for hormone signalling by
abscisic acid receptors. Nature 462: 602-608.

Meng X, Wang H, He Y, Liu Y, Walker JC, Torii KU, Zhang S (2012). A MAPK cascade downstream
of ERECTA receptor-like protein kinase regulates Arabidopsis inflorescence architecture by
promoting localized cell proliferation. Plant Cell 24: 4948-4960.

Miao Y, Lv D, Wang P, Wang XC, Chen J, Miao C, Song CP (2006). An Arabidopsis glutathione
peroxidase functions as both a redox transducer and a scavenger in abscisic acid and drought
stress responses. Plant Cell 18: 2749-2766.

Mituta F, Tajdel M, Ciesla A, Kasprowicz-Maluski A, Kulik A, Babula-Skowronska D, Michalak
M, Dobrowolska G, Sadowski J, Ludwikéw A (2015). Arabidopsis ABA-activated kinase
MAPKKK18 is regulated by protein phosphatase 2C ABI1 and the ubiquitin proteasome
pathway. Plant Cell Physiol. First published online: October 6, 2015 doi: 10.1093/pcp/pcv146.

Miyakawa T, Fujita Y, Yamaguchi-Shinozaki K, Tanokura M (2013). Structure and function of abscisic
acid receptors. Trends Plant Sci. 18: 259-66.

Miyazono K, Miyakawa T, Sawano Y, Kubota K, Kang HJ, Asano A, Miyauchi Y, Takahashi M, Zhi Y,
Fujita Y, Yoshida T, Kodaira KS, Yamaguchi-Shinozaki K, Tanokura M (2009). Structural basis
of abscisic acid signalling. Nature 462: 609-614.

Nishimura N, Hitomi K, Arvai AS, Rambo RP, Hitomi C, Cutler SR, Schroeder JI, Getzoff ED (2009).
Structural mechanism of abscisic acid binding and signaling by dimeric PYR1. Science 326:
1373-1379.

Ohta M. Guo Y, Halfter U, Zhu J-K (2003). A novel domain in the protein kinase SOS2 mediates
interaction with the protein phosphatase 2C ABI2. PNAS 100: 1 1771-11776.

13




Zatacznik nr 2

Overmyer K, Tuominen H, Kettunen R, Betz C, Langebartels C, Sandermann H Jr, Kangasjarvi J
(2000). Ozone-sensitive arabidopsis rcd1 mutant reveals opposite roles for ethylene and
jasmonate signaling pathways in regulating superoxide-dependent cell death. Plant Cell 12:
1849-1862.

Rao MV, Lee HI, Davis KR (2002). Ozone-induced ethylene production is dependent on salicylic acid,
and both salicylic acid and ethylene act in concert to regulate ozone-induced cell death. Plant
J. 32: 447-456.

Rosado A, Amaya |, Valpuesta V, Cuartero J, Botella MA, Borsani O (2006). ABA- and ethylene-
mediated responses in osmotically stressed tomato are regulated by the TSS2 and TOS1 loci.
J.Exp. Bot. 57: 3327-3335.

Saez A, Rodrigues A, Santiago J, Rubio S, Rodriguez PL (2008). HAB-1-SWI3B interaction reveals a
link between abscisic acid signaling and putative SWI/SNF chromatin-remodeling complexes
in Arabidopsis. Plant Cell 20: 2972-2988.

Schweighofer A, Kazanaviciute V, Scheikl E, Teige M, Doczi R, Hirt H, Schwanninger M, Kant M,
Schuurink R, Mauch F, Buchala A, Cardinale F, Meskiene | (2007). The PP2C-type
phosphatase AP2C1, which negatively regulates MPK4 and MPKG6, modulates innate
immunity, jasmonic acid, and ethylene levels in Arabidopsis. Plant Cell 19: 2213-2224.

Schweighofer A, Hirt H, Meskiene | (2004). Plant PP2C phosphatases: emerging functions in stress
signaling. Trends Plant Sci. 9: 236-243.

Sharp RE (2002). Interaction with ethylene: changing views on the role of abscisic acid in root and
shoot growth responses to water stress. Plant Cell Environ. 25: 211-222.

Sharp RE, LeNoble ME (2002). ABA, ethylene and the control of shoot and root growth under water
stress. J.Exp.Bot. 53: 33-37. )

Skottke KR, Yoon GM, Kieber, JJ, Delong A (2011). Protein phosphatase 2A controls ethylene
biosynthesis by differentially regulating the turnover of ACC synthase isoforms. PLoS Genet.
7:e1001370.

Sridharamurthy M, Kovach A, Zhao Y, Zhu JK, Xu HE, Swaminathan K, Melcher K (2014).
H,0; Inhibits ABA-Signaling Protein Phosphatase HAB1. PLOS One 9: €113643.

Thole JM, Beisner ER, Liu J, Venkova SV, Strader LC (2014). Abscisic Acid Regulates Root
Elongation Through the Activities of Auxin and Ethylene in Arabidopsis thaliana. G3:
Genes|Genomes|Genetics 4. 1259-1274.

Trivellini A, Ferrante A, Vernieri P, Serra G (2011). Effects of abscisic acid on ethylene biosynthesis
and perception in Hibiscus rosa-sinensis L. flower development. J.Exp.Bot. 62: 5437-5452.

Tsuchisaka A, Yu G, Jin H, Alonso JM, Ecker JR, Zhang X, Gao S, Theologis A (2008). A
combinatorial interplay among the 1-aminocyclopropane-1-carboxylate isoforms regulates
ethylene biosynthesis in Arabidopsis thaliana. Genetics 183: 979-1003.

Tuominen H, Overmyer K, Keinanen M, Kollist H, Kangasjarvi J (2004). Mutual antagonism of
ethylene and jasmonic acid regulates ozone-induced spreading cell death in Arabidopsis.
Plant J. 39: 59-69.

Wang H, Ngwenyama N, Liu Y, Walker JC, Zhang S (2007). Stomatal development and patterning
are regulated by environmentally responsive mitogen-activated protein kinases in Arabidopsis.
Plant Cell 19: 63-73.

Wang KL, Li H, Ecker JR (2002). Ethylene biosynthesis and signaling networks. Plant Cell 14: S131-
S151.

Yamagami T, Tsuchisaka A, Yamada K, Haddon WEF, Harden LA, Theologis A (2003). Biochemical
diversity among the 1-amino-cyclopropane-1-carboxylate synthase isozymes encoded by the
Arabidopsis gene family. J. Biol. Chem. 278: 49102-49112.

Yu F. Qian L, Nibau C, Duan Q, Kita D, Levasseur K, Li X, Lu C, Li H, Hou C, Li L, Buchanan
BB, Chen L, Cheung AY, Li D, Luan S (2012). FERONIA receptor kinase pathway suppresses
abscisic acid signaling in Arabidopsis by activating ABI2 phosphatase. PNAS 109: 14693~

14698,
)
[bg u&/tﬂﬁw'

db T/ N




