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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Konrada Pakuly zatytulowanej
sMolekularne podstawy selektywnego transportu fenylopropanoidéw
przez bialko ABCG46 z Medicago truncatula”

Praca doktorska Pana mgr inz. Konrada Pakuly zostata wykonana pod opieka promotora
Pana prof. dr hab. Michala Jasinskiego, oraz promotora pomocniczego Pana dr Jacka
Kolanowskiego w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w
Poznaniu. Temat rozprawy doktorskiej jest zwigzany z glownym nurtem badan
laboratorium Pana prof. dr hab. Michata Jasinskiego, jakim sg zaleznos$ci pomiedzy
struktura a funkcja biologiczna transporterow ABC u ro$lin.

Glownym celem pracy jest wyjasnienie w jaki sposob struktura biatka ABCG46 z
lucerny Medicago truncatula zapewnia selektywnos$¢ transportu dwéch metabolitow:
likwiritigeniny i kwasu para-kumarowego. Ponadto Doktorant podjat si¢ wyjasnienia,
czy aktywno$¢ ATPazowa domen wigzacych nukleotydy w biatkach ABCG46 i ABCG36
jest aktywowana specyficznie przez substraty transportowane przez dane bialko.
Wyjasnienie zagadnief podjetych jako temat badan w pracy doktorskiej jest wazne dla
wyjasnienia ogélnych zasad dziatania transporterow btonowych ABC, ktére szczegolnie
licznie funkcjonuja w organizmach roslinnych.

Wyniki rozprawy doktorskiej zostaly opublikowane w bardzo dobrym
czasopis$mie Journal of Biological Chemistry, w ktorej to publikacji Doktorant jest
srodkowym wspoétautorem, oraz w dwoch pracach dostgpnych na serwerze BioRxiv, z

ktérych w jednej Doktorant jest pierwszym autorem.

Wstep literaturowy stanowi przejrzyste kompendium wiedzy o rodzinie bialek
transportujacych ABC, ze szczegdélnym uwzglednieniem bialek roslinnych. Doktorant
przedstawil klasyfikacje strukturalng tej ogromnie licznej grupy bialek i omoéwil
najwazniejsze roznice pomiedzy biatkami wystepujacymi u organizmoéw eukariotycznych
z réznych grup systematycznych. Wyjasnit takze najwazniejsze cechy struktur domen
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transblonowych i wigzacych nukleotydy budujacych biatka ABC. Szczegélnie duzo
uwagi poswiecil budowie i funkcjom bialek z podrodziny ABCG, do ktérych naleza
biatka badane w pracy doktorskiej. Przedstawit takze szczegélowo stan wiedzy na temat
biatka ABCG46 z lucerny wraz z wyjasnieniem miejsca transportowanych przez nie
metabolitow w szlaku fenylopropanoidowym. Ogdlnie wstep literaturowy jest napisany
bardzo przejrzyscie, co wymaga szczegblnego docenienia w sytuacji gdy jego tematem sa
przedstawiciele bardzo licznej i zréznicowanej strukturalnie oraz funkcjonalnie grupy
biatek, ktérym poswiecono juz wiele prac badawczych. Poprositbym jednak Doktoranta
w czasie obrony pracy doktorskiej o wyjasnienie aspektu, ktory pozostal dla mnie
niejasny. Mianowicie jakie sa przyczyny przestrzennego rozdzielenia poszczegélnych
etapow biosyntezy fenylopropanoidéw? Tematem pracy jest biatko blony komérkowe;j,
ktore eksportuje z komodrki dwa z intermediatéw tego szlaku. Czy to znaczy, ze
poszczegdlne intermediaty sg produkowane w réznych komérkach, lub réznych czgsciach
ro§liny, a nie w r6znych kompartmentach jednej komorki? Jesli tak to jaka jest przyczyna
specjalizacji réznych komoérek w syntezie poszczegdlnych intermediatéw szlaku?
Najwazniejszymi osiggnieciami pracy sa w mojej ocenie: i) wskazanie, w oparciu
0 przygotowany przez siebie model struktury biatka ABCGA46, reszt aminokwasowych
znajdujacych si¢ w kanale utworzonym przez domeny transblonowe, ktére moga
odpowiada¢ za selektywno$¢ tego biatka wzgledem transportowanych substratow; ii)
eksperymentalne udowodnienie znaczenia reszt aminokwasowych w homologicznych
pozycjach 562 i 1213 obu domen transblonowych ABCG46 dla selektywnosci
substratowej; iii) wyjasnienie za pomocg symulacji dynamiki molekularnej przyczyn
strukturalnych, dla ktérych substytucje w tych pozycjach powoduja zmiany
selektywnosci, oraz iv) wykazanie zalezno$ci pomigdzy  selektywnoscia
transportowanego substratu a zdolnoscig tego substratu do specyficznej indukcji
aktywnos$ci ATPazowej domeny wigzacej nukleotydy bialek ABCG46 i ABCG36.

W odniesieniu do pierwszego osiggniecia Doktorant wykonal przewidywanie
struktury ABCG46 za pomoca oprogramowania I-Tasser z uwzglednieniem danych
dotyczacych kowariancji zmiennosci aminokwaséw w homologicznych sekwencjach. W
modelu tym stwierdzil istnienie kieszeni centralnej w obrebie domen transblonowych,
ktorej potozenie bylo spdjne z udzialem w transporcie substratow przez biatko ABCG. W
oparciu o t¢ strukture Doktorant zdefiniowal powierzchni¢ wewngtrzng kieszeni

$rodkowej dostepng dla rozpuszczalnika. Pozwolilo mu to na wskazanie reszt
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aminokwasowych budujacych t¢ powierzchni¢, a nastgpnie na wykonanie analizy
filogenetycznej zmiennosci tych reszt w prawie 2 tys. sekwencji roslinnych biatek ABC.
W efekcie tych badan wskazal reszte F562 oraz odpowiadajacag jej reszte Y1213 w
drugiej domenie transblonowej jako wystepujace w pozycjach zmiennych
filogenetycznie, co §wiadczy o ich potencjale do udzialu w nadaniu temu regionowi
specyficznosci substratowej. Interesuje mnie fakt, ze wsrdd pozycji wskazanych przez
Doktoranta w tabeli 4.1 podsumowujacej te badania sg tez inne reszty, m.in.
fenyloalaniny w helisie 5, ktore wchodza w sklad powierzchni kieszeni centralnej oraz
takze nie sg silnie zachowawcze. W trakcie obrony poprositbym Doktoranta o
wyjasnienie czy planowano tez zbadanie roli tych pozostatych reszt aminokwasowych?
Wydaje sig, ze mozliwe byloby wtedy uzyskanie pelnigjszego obrazu elementéw
strukturalnych uczestniczacych w nadaniu  selektywnosci  substratowej temu

transporterowi.

Analizy biochemiczne majagce na celu sprawdzenie roli wskazanych reszt
aminokwasowych w selektywnosci transportu zostaly wykonane przy pomocy
pomystowego systemu eksperymentalnego opartego o pecherzyki btonowe, do wnetrza
ktorych badany transporter lub jego mutanty przenosil analizowane substancje. Co
cieckawe podczas gdy substytucja fenyloalaniny 562 na reszt¢ tyrozyny, alaniny lub
izoleucyny hamowata transport obu substratow, to substytucja F526L. hamowata tylko
transport kwasu p-kumarowego, a nie likwiritigeniny. Wynik ten wskazuje na role¢ reszty
aminokwasowe] w pozycji 562 w modulowaniu selektywnosci transportu, a nie tylko na
uszkodzenie waznego strukturalnie elementu, co byloby alternatywnym wytlumaczeniem
gdyby wszystkie substytucje byly tak samo szkodliwe dla transportu obu naturalnych
substratow. Podczas obrony poprositbym Doktoranta o wyjasnienie czy jego zdaniem
reszta aminokwasowa w pozycji 1213 drugiej domeny transblonowej ma podobna role w
zapewnianiu selektywnosci jak reszta w pozycji 562, czy tez odmienng?

Aby wyjasni¢ przyczyng dla ktorej mutacje pozycji 562 wplywaja na
selektywnos$¢ transportu przez biatko ABCG46 Doktorant we wspdtpracy z laboratorium
dr Jana Brezovskiego, przeprowadzil analiz¢ migracji czasteczek w drodze do kieszeni
centralnej za pomoca metod symulacji molekularnej. Analiza ta pozwolila na
identyfikacje wielu dynamicznych tuneli tworzacych sie w strukturze biatka, ktére moga
pozwala¢ na migracj¢ czasteczek do kieszeni centralnej, a nastgpnie na poréwnanie

efektu substytucji reszty aminokwasowej w pozycji 562 na szerokos¢ tych tuneli i
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dynamike ich powstawania. Poréwnanie barier energetycznych w drodze do kieszeni
centralnej biatka o sekwencji naturalnej dla dwoch substratow naturalnych i dwdch
kontrolnych bylo zgodne z selektywnoscia ABCG46 wobec naturalnych substratow.
Ponadto poréwnanie barier energetycznych dla biatka o sekwencji naturainej i mutantéw
z substytucjami F562L, F562Y i F562A bylo spojne z obserwowanym eksperymentalnie
negatywnym wplywem mutacji F562Y i F562A na transport obu substratow naturalnych.
Jednakze wyniki te nie wykazaly duzych réznic pomiedzy bialkiem o sekwencji
naturalnej a mutantem F562L wobec obu substratow naturalnych. Sugeruje to, Ze
przyczyna roznicowego efektu F562L na transport likwiritigeniny 1 kwasu p-
kumarowego wynika z innych wlasciwosci niz dynamika tworzenia tuneli prowadzacych
do kieszeni centralnej. Czy moglbym poprosi¢ Doktoranta podczas obrony pracy
doktorskiej o przedyskutowanie tego zagadnienia?

Kolejnym osiggnieciem Doktoranta bylo stwierdzenie, ze substraty naturalnie
transportowane przez biatka ABCG46 z lucerny oraz ABCG36 z rzodkiewnika stymuluja
kinetyke hydrolizy ATP przez domeny wiazace nukleotydy w tych biatkach. Co ciekawe
jednak, o ile likwiritigenina wywierala ten efekt na ABCG46, kwas p-kumarowy byl pod
tym wzgledem neutralny. Czym mozna thumaczy¢ t¢ réznice? Czy odpowiadajgce za nig
wlasciwos$ci kwasu p-kumarowego mogg by¢é powiazane z rdéznicowym efektem
substytucji F562L na transport obu zwigzkow?

Podsumowujgc, praca doktorska Pana mgr inz. Konrada Pakuly przedstawia
wyniki bardzo ciekawego, caloSciowego projektu badawczego prowadzonego od
postawienia interesujacej hipotezy w oparciu o badania strukturalne i filogenetyczne,
poprzez sprawdzenie eksperymentalne tej hipotezy za pomoca metod monitorowania
transportu przez badane biatko, az do analizy mozliwych mechanizméw prowadzacych

do obserwowanych efektéw za pomoca metod dynamiki molekularne;.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018
r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w
Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr
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99/2022/Internet z dnia 9 czerwca 2022 r.). w zwigzku z tym wnioskuj¢ do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pana mgr. inz. Konrada

Pakuty do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora.

Milwole; Ol W erae /(
Mikotaj Ole}niczak
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