L)
Q
=
0
\Y
2

=
=)

Wroctawski

@)

WYDZIAL NAUK BIOLOGICZNYCH

ZAKEAD GENETYKI | FIZJOLOGII KOMORKI
ul. Kanonia 6/8
50-328 Wroctaw

tel. +48 71 375 41 26 | +48 71375 41 28
fax +48 71343 4118

www.uni.wroc.pl

Wroctaw, 13 listopada 2022 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Konrada Pakuty
pt. "Molekularne podstawy selektywnego transportu fenylopropanoidéw przez
biatko ABCG46 z Medicago truncatula" wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab.
Michata Jasinskiego oraz dr. Jacka Kolanowskiego w Zaktadzie Fizjologii

Molekularnej Roslin, Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu

Transportery ABC tworzg jedng z najliczniejszych rodzin biatkowych i wystepuja
we wszystkich domenach zycia. Charakteryzujg sie podobnym planem budowy oraz
mechanizmem transportu substancji sprzezonym z hydrolizg ATP. Ze wzgledu na
réznorodne funkcje fizjologiczne, znaczenie dla zjawiska opornosci wielolekowej oraz
opornosci roslin uprawnych na patogeny grzybowe, a takze powigzanie z chorobami
cztowieka, transportery ABC sg obiektem intensywnych badan od wielu lat. Mimo tego
wiedza na temat molekularnych mechanizméw dziatania tych biatek, a w szczegdlnosci
podstaw selektywnosci transportu, wcigz jest niewielka. Interesujgcg grupag
transporterow ABC sg roslinne biatka ABC, ktore wystepujg szczegdlnie licznie u roslin
lgdowych, petnigc wyspecjalizowane funkcje fizjologiczne, czego wyrazem jest wezsza
specyficznos¢ substratowa w poréwnaniu do transporteréw ABC z grzybow czy ssakow.
Przyktadem takiego biatka jest badany w grupie profesora Michata Jasinskiego
transporter ABCG46 z Medicago truncatula, modelowej rosliny bobowatej.
Wczesniejsze eksperymenty wykazaty, ze fizjologiczng funkcjg biatka MtABCG46 jest
transport dwdéch metabolitow ze szlaku fenylopropanoidowego, tj. kwasu para-
kumarowego oraz likwiritigeniny. Co ciekawe, MtABCG46 nie transportuje innych
metabolitbw o podobnej strukturze chemicznej, takich jak izolikwiritigenina i
7,4’dihydroksyflawon.

Gtownym celem pracy doktorskiej mgra inz. Konrada Pakuty byto zbadanie

molekularnych podstaw selektywnego transportu fenylopropanoidéw przez MtABCG46.



Drugim, nie mniej waznym, celem pracy byto sprawdzenie czy istnieje korelacja miedzy
wzrostem aktywnosci ATPazowej frakcji btonowej zawierajgcej badany transporter z
rodziny ABCG a obecnoscig transportowanej substancji. Udowodnienie takiej
zaleznosci pozwolitoby na duzo tatwiejszg identyfikacje substratow dla transporterow
ABC.

Korzystajac z niedawno opublikowanych struktur transporterow ABC oraz szeregu
narzedzi bioinformatycznych, doktorant rozpoczat swojg prace od stworzenia
hipotetycznego modelu struktury MtABCG46. Uzyskany model przewiduje obecnos$é
tunelu zbudowanego z transbtonowych helis nr 2, 5, 8 i 11, prowadzgcego do kieszeni
centralnej, ktéra stanowi potencjalne miejsce wigzania substratu. Nastepnie w oparciu
0 mapowanie reszt aminokwasowych tworzgcych powierzchnie obu elementéw
strukturalnych oraz dane filogenetyczne wytypowano do dalszej analizy reszte
fenyloalaniny w pozycji 562, ktora jest silnie zachowana u zwierzecych ortologow ABCG
(np. F431 u ludzkiego ortologa HSABCG2 o znanej strukturze), ale wysoce zmienna u
roslin kwiatowych. Dodatkowo analizie poddano reszte tyrozyny w pozycji 1213
(Y1213), ktéra odpowiada pozycji F431’ w drugiej potébwce homodimeru HsABCG2.
Heterologiczna ekspresja wariantow biatka MtABCG46 w pozycjach 562 i 1213 oraz
eksperymenty transportu in vitro wybranych fenylopropanoidow potwierdzity, Zze obie
reszty F562 i Y1213 sg istotne dla funkcji transportowej MtABCG46, przy czym zamiana
F562 na reszte leucyny powoduje utrate zdolnosci do transportu kwasu para-
kumarowego przez MtABCG46, przy zachowaniu petnej aktywnos$ci transportowej
wzgledem likwiritigeniny. Co ciekawe, transport likwiritigeniny przez wariant F562L byt
nadal hamowany przez kwas para-kumarynowy, mimo ze nie jest on transportowany
przez ten wariant. Sugeruje to, ze transport metabolitow przez MtABCG46 jest
wieloetapowy i wymaga dalszych szczegdtowych badan.

W kolejnym etapie badan doktorant postuzyt sie modelami strukturalnymi biatka
MtABCG46 uzyskanymi przy pomocy algorytmu AlphaFold2. Nowy model biatka
MtABCG46 nazwany AF2 roznit sie od poprzedniej wersji, uzyskanej przy pomocy
serwera |I-TASSER, mniejszymi rozmiarami kieszeni centralnej oraz duzo wezszym
wejsciem do tunelu od strony cytozolowej. Model AF2 nastepnie postuzyt do
dokfadniejszego wyznaczenia tunelu prowadzgcego do kieszeni centralnej w oparciu o
zaawansowane techniki modelowania molekularnego. Zgodnie z oczekiwaniami droga
prowadzgca do kieszeni centralnej byta bardzo trudno dostepna dla izolikwiritigeniny i

7,4'dihydroksyflawonu, ktére nie sg transportowane przez biatko MtABCG46. W



przypadku modeli niefunkcjonalnych wariantéw F562Y i F562A zaobserwowano
zwezenie tunelu, zwtaszcza w okolicy wejscia do tunelu, co prawdopodobnie
uniemozliwia dostep wszystkich analizowanych fenylopropanoidow do kieszeni
centralnej. Kolejne analizy wskazaty, ze podstawienia F562Y i F562A prawdopodobnie
skutkujg przemieszczeniem helisy transbtonowej nr 5, co w konsekwencji prowadzi do
znaczgcej zmiany struktury kieszeni centralnej oraz prowadzgcego do niej tunelu. W
przypadku wariantu F562L struktura tunelu byta podobna do formy dzikiej biatka
MtABCG46. Powyzsze analizy nie pozwolity jednak wyjasni¢ dlaczego wariant F562L
nie transportuje kwasu para-kumarowego.

Po przeczytaniu tej czesci wynikow i odnoszgcej sie do niej dyskusji nasunety mi
sie nastepujgce pytania:
- czy byty robione proby dokowania molekularnego in silico kwasu para-kumarowego
oraz likwiritigeniny do kieszeni centralnej MtABCG46 oraz wariantu F562L,
- biorgc pod uwage strukture chemiczng kwasu para-kumarowego i likwiritigeniny, do
jakich oddziatywan chemicznych moze dochodzi¢ miedzy czgsteczkami substratow a
tancuchami bocznymi reszt aminokwasowych w obrebie kieszeni centralnej,
- zaktadajgc, ze przejscie przez tunel do kieszeni centralnej jest niedostepne dla
izolikwiritigeniny i 7,4’dihydroksyflawonu z powodu barier energetycznych, czy mozliwe
jest rozszerzenie zakresu transportowanych fenylopropanoidéw przez biatko
MtABCG46 dzieki poszerzeniu tunelu na drodze mutagenezy ukierunkowanej genu
MtABCG46 w oparciu o analizy poréwnawcze sekwencji i struktur biatek ABCG oraz
techniki dynamiki molekularnej,
- ktory szczegdt budowy strukturalnej czgsteczki likwiritigeniny, nie wystepujgcy w
izolikwiritigeninie i 7,4’dihydroksyflawonie, moze determinowac tatwiejsze wejscie tej
czgsteczki do tunelu w biatku MtABCG467?
- czy byta proba stworzenia wariantu F562V biatka MtABCG467? Reszta waliny w pozycji
odpowiadajgcej F562 u MtABCG46 wystepuje u ortologdw ABCG46 z zielenic i ma
podobng do reszty leucyny strukture tancucha bocznego. Jestem ciekawy jaki byiby
efekty fenotypowy takiej zamiany i czy modelowanie molekularne takiego wariantu
wykazatoby zmiany w strukturze tunelu i kieszeni centralnej?

W drugiej czesci pracy doktorant wykazat dla dwoch znanych substratéw
transportera ABCG36 z Arabidopsis thaliana, tj. kamaleksyny i kwasu indolilo-3-
mastowego, oraz dla likwiritigeniny i transportera MtABCG46 zaleznos¢ wzrostu

aktywnosci ATPazowej transporterow ABCG od obecnos$ci transportowanej substancji.



Niestety w przypadku dodania kwasu para-kumarowego do frakcji bton z biatkiem
MtABCG46 nie zaobserwowano wyzszej od kontroli aktywnosci ATPazowej. Wyniki ten
sugeruje, ze nie dla kazdej substanciji transportowej przez biatko z rodziny ABC mozna
wykaza¢ stymulacje aktywnosci ATPazowej, co miatoby by¢ posrednim, ale tez
rozstrzygajgcym dowodem na to, ze dana substancja jest substratem dla badanego
transportera. Zastanawiam sie jednak czy negatywny wynik uzyskany dla kwasu para-
kumarowego i MtABCG46 nie jest spowodowany warunkami eksperymentu. Pomiary
transportu kwasu para-kumarowego i likwiritigeniny wykonywane byly przy prawie
dwudziestokrotnie wiekszym stezeniu substratow (750 uM vs. 40 uM). By¢ moze wzrost
aktywnosci ATPazowej MtABCG46 mdégtby by¢é zaobserwowany przy duzo wyzszym
stezeniu kwasu para-kumarowego. Ponadto interesujgcym uzupetnieniem bytoby
zbadanie czy obecno$¢ kwasu para-kumarowego w stezeniu 40 uM hamowataby
aktywnos¢ ATPazowg MtABCG46 stymulowang przez likwiritigenine. Podobny
eksperyment mogtby by¢ wykonany takze dla wariantu F562L. Dobrze by byto
sprawdzi¢ czy w warunkach eksperymentalnych zastosowanych do pomiaréw
aktywnosci ATPazowej biatka MtABCG46 jest réwnoczesnie wykrywany transport
kwasu para-kumarowego do pecherzykéw.

Jestem ciekawy pogladu doktoranta na temat znaczenia fizjologicznego transportu
kwasu para-kumarowego i likwiritigeniny przez biatko MtABCG46. W jakich stezeniach
wystepujg te metabolity w komorkach roslin? Czy oba zwigzki sg jednakowo dobrze
transportowane przez biatko MtABCG46? Czy moze tylko jeden z nich jest bone fide
substratem biatka MtABCG467 Co ciekawe, wcze$niejsze badania wykazaty, ze
ekspresja genu MtABCG46 w korzeniach M. truncatula wzrasta kilkukrotnie po dodaniu
kwasu para-kumarowego, a po podaniu likwiritigeniny wzrost byt niewielki (Biata i wsp.,
J. Exp. Biol.,, 2017). O czym to moze $wiadczy¢ w kontekscie specyficznosci
substratowej MtABCG46 i jego funkcji fizjologicznej? Na koniec chciatbym poznac
opinie doktoranta jak nalezy rozumieC specyficznos¢ substratowg transportera
MtABCG46. Czy biatko MtABCG46 transportuje tylko dwa sposrdéd kilku metabolitéw
szlaku fenylopropanoidowego? Czy transporter MtABCG46 jest specyficzny wobec
dwoch metabolitéw endogennych? Czy jedynymi zwigzkami transportowanymi przez
biatko MtABCG46 sg kwas para-kumarowy i likwiritigenina?

Podsumowujgc te czes¢ oceny rozprawy doktorskiej mgra inz. Konrada Pakuty,
uwazam, ze doktorant w petni zrealizowat postawione przez siebie cele badawcze,

uzyskat wiele nowych i interesujgcych danych naukowych, ktére w znaczacy sposob



pogtebity wiedze na temat molekularnych mechanizméw transportu przez roslinne
biatka z rodziny ABCG, a jednoczesnie wyznaczyty nowe kierunki badan w tej
dziedzinie. Warte podkreslenia jest zastosowanie interdyscyplinarnego podejscia
badawczego obejmujgcego analizy bioinformatyczne, modelowanie molekularne oraz

klasyczne techniki biologii molekularnej i biochemii.

Uwagi dotyczace terminologii i edycji tekstu rozprawy

1. W catym tekScie rozprawy doktorant zamiast terminu reszta aminokwasowa w
kontekscie polipeptydu uzywa terminu aminokwas czy tez nazwy poszczegolnych
aminokwasow, np. reszta fenyloalaniny (albo zgodnie z nomenklaturg chemiczng
reszta fenyloalanylowa) w pozyciji 562, a nie fenyloalanina 562 (str. 76).

2. Nalezatoby unikaC stosowania nomenklatury genetycznej do opisu biatek, np.
podstawienia bgdz zamiany kluczowych reszt aminokwasowych, a nie mutacje
kluczowych aminokwaséw (str. 16), zamiast ,warianty pen3-5 oraz pen3-6 posiadajg
pojedyncze substytucje, kolejno L704F oraz A1357V” (str. 33) poprawnie bytoby
,mutanty pen3-5 oraz pen3-6 posiadajg pojedyncze podstawienia reszt
aminokwasowych, kolejno L704F oraz A1357V”, gdyz w jezyku polskim w biologii
termin ,substytucja” oznacza typ mutacji genowej. Lepiej bytoby pisa¢ o wariantach
biatkowych niz o mutantach biatkowych, ale w literaturze utart sie juz termin ,mutant
biatkowy” (mutant protein) czyli biatko kodowane przez zmutowany gen.

3. Zauwazytem w teks$cie rozprawy brak konsekwencji w wyjasnianiu skrétéw, np. nie
wszystkie stosowane skroty sg umieszczone w spisie (np. PMSF), niektore skroty
nie sg wyjasnione w miejscu pierwszego uzycia (np. PVP), a tylko w spisie, inne
skréty pozostawiono bez wyjasnienia (np. 2,4-D).

4. Autor btednie zapisat nazwy biatek grzybowych wielkimi literami, np. PDR5 czy
CDR1. Zgodnie z przyjeta nomenklaturg nazwy biatek grzybowych skfadajg sie z
trzech liter i cyfry, przy czym tylko pierwszg litere w nazwie piszemy wielkg czcionka.
Na koncu nazwy powinno sie jeszcze dodawac litere ,p”, np. Pdr5p, ale od tej zasady
coraz czesciej odchodzi sie w publikacjach.

5. W pracy w jezyku polskim cytujgc literature tradycyjnie stosuje sie skroét i in.” czyli i
inni” lub i wsp.” czyli ,i wspotpracownicy”, a nie tacinskie ,et al.” jak w tekstach

anglojezycznych.



9.

Zwyczajowo nieskrocone nazwy gatunkéw piszemy tylko przy pierwszym uzyciu w
tekscie, a potem stosujemy skrot nazwy rodzajowej.

Zauwazytem dwie w tekscie dwie kalki z jezyka angielskiego, np. przeznaczony, a
nie dedykowany, zielenice, a nie zielone algi.

Autor nie ustrzegt sie zargonowych sformutowan w rozdziale Materiaty i metody, np.
glicerolowe stoki bakterii, identyfikacja pozytywnych kolonii bakteryjnych, proby
zworteksowano, pozywki autoklawowano, woda MQ.

Czesto brakuje spacji miedzy wartoscig liczbowg a symbolem miary.

10. Zauwazytem btedne uzycie stowa ,ilos¢” zamiast ,liczba” w stosunku do

rzeczownikéw policzalnych, np. w streszczeniu w miejsce ,zwiekszenie ilosci genéw”

powinno byc¢ ,zwiekszenie liczby gendéw”.

11. Czestotliwos¢ to liczba cykli czy zdarzeh okreslonego zjawiska, ktore zaszlty w

danym okresie czasu, zatem powinna by¢é czestos¢, a nie czestotliwosc
wystepowania reszt aminokwasowych w danej pozycji polipeptydu (np. Ryc. 4.6, str.
78);

12. Doktorant nie ustrzegt sie tez literéwek i licznych btedéw interpunkcyjnych.

Inne uwagi:

Zrodto pochodzenia podano tylko dla niektérych odczynnikéw (rozdz. Materiaty i
metody).

Brak opisu wektora pMDCA43 (str. 38).

Nie podano w jakim rozcienczeniu uzywano przeciwciat anty-AtABCG36 w analizie
Western blot (str. 48).

W sktadzie buforu do zawieszania frakcji btonowej (Tab. 2.8, str. 50) dwukrotnie
wymieniono sacharoze w stezeniach koncowych 0,33 M i 10%.

Brak informaciji z jakich gatunkéw pochodzg analizowane sekwencje roslinnych
ortologdw w Tabeli 4.2 (str. 78). Ponadto dla wszystkich sekwencji powinny byc¢
podane numery identyfikacyjne z odpowiednich baz danych. W panelu b Tabeli 4.2
tacinskie nazwy gatunkowe powinny by¢ zapisane kursywa.

Zauwazytem rowniez brak konsekwencji w nazwach grup filogenetycznych (str. 62,
77 | 78). Zamiast ,zielone algi, Bryophytes, Pteridophytes, jednoliscienne i
dwuliscienne”, powinno by¢ ,zielenice, mszaki (albo mchy), paprotniki,

jednoliscienne i dwuliscienne” albo ,Chlorophyta, Bryophyta, itd.”. Ponadto



paprotniki to historyczny takson i obecnie taksonomia wyrdoznia widtaki
(Lycopodiophyta) i paprocie (Polypodiophyta). Czy w przypadku Bryophytes
chodzito o historyczny takson mszakow obejmujgcy glewiki, watrobowce i mchy, czy
tylko mchy? Czy w analizie uwzgledniono ortologii MtABCG46 z roslin

nagonasiennych?

Powyzsze uwagi nie wplywajg na mojg wysokg ocene merytoryczng pracy, ale
przedstawiam je wywigzujgc sie z obowigzkdéw recenzenta w nadziei, ze pozwolg one
doktorantowi na uniknigcie powyzszych btedéw podczas edycji przysztych tekstow

naukowych.
Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia 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 wprowadzajgce 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 (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr
99/2022/Internet z dnia 9 czerwca 2022 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr. inz. Konrada Pakuty do dalszych

etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Rl el

Prof. dr hab. Robert Wysocki



