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Streszczenie

Historycznie badania nad transporterami ABC (ATP binding casette transporter — z ang.
transportery z kaseta wigzacag ATP), prowadzone byly gltownie w kontekScie opornosci
wielolekowej i ich roli jako molekularnych pomp, odpowiedzialnych za usuwanie szerokiej
gamy zwigzkow chemicznych z komoérek. Pomimo tego, ze transportery ABC stanowig jedna
z najwigkszych rodzin biatkowych, molekularne podstawy ich dziatania wcigz nie zostaly
dobrze poznane. Biatka te, obecne w kazdym organizmie, sg szczegolnie liczne w krolestwie
ro$lin. Obserwowane w genomach roslin zwigkszenie ilosci genéw kodujacych biatka ABC
faczy si¢ z przystosowaniem tych organizméw do osiadlego trybu zycia na ladzie. Ro$linne
transportery ABC zaangazowane sg w procesy fizjologiczne zwigzane z rozwojem, a takze
z odpowiedzia na stres biotyczny 1 abiotyczny. Ich adaptacja do pelnienia zadan
w zréznicowanym 1 wyspecjalizowanym tle chemicznym przejawia si¢ migdzy innymi
w selektywnosci wzgledem transportowanych molekut. Przyktadem takiego selektywnego
transportera jest biatko ABCG46 z Medicago truncatula, odpowiedzialne za dystrybucje Scisle
okreslonych prekursorow tj. kwasu para-kumarowego i likwiritigeniny w szlaku biosyntezy
medikarpiny. MtABCG46 postuzyt jako uktad modelowy w przedstawionych w tej dysertacji
badaniach, ktérych celem byta identyfikacja molekularnych podstaw selektywnego transportu
bedacego udzialem tego bialka.

Wykorzystujac analizy filogenetyczne i modelowanie in silico uzyskano trojwymiarowa
strukture biatka MtABCG46. Informacje strukturalne byly podstawa do celowanej mutagenezy,
a przeprowadzone nastepnie eksperymenty biochemiczne 1 dynamika molekularna pozwolity
zidentyfikowa¢  elementy  strukturalne kluczowe dla  selektywnego transportu

fenylopropanoidéw z udzialem MtABCG46.

Dodatkowym celem pracy byto sprawdzenie korelacji miedzy transportem a stymulacja
aktywnosci ATPazowej dla roslinnych pelnych transporterow ABCG przez transportowane
molekuty. Korelacje taka mozna potencjalnie wykorzysta¢ w badaniach przesiewowych jako

metode poszukiwania 1 powigzywania transporterow z ich endogennymi substratami.



Summary

Although ABC (ATP Binding Cassette) transporters form one of the largest protein
family present in all of the known organisms, the molecular details of their functioning are
still not fully understood. Historically the research concerning ABC proteins was focused
on the context of the so called multidrug resistance phenomena, in which certain ABCs
contribute as a membrane pumps extruding wide range of chemically diverse drugs outside the
cell. Notably plants are especially rich in ABC transporters comparing to other organisms,
which is postulated to be a consequence of adaptation to the sessile life style. In order to fulfill
their role in various physiological processes, such as growth or response to biotic and abiotic
stresses, some plant ABC transporters exhibit higher selectivity towards translocated
molecules. An example of such is ABCG46 from Medicago truncatula, which is involved
in distribution of highly specific precursors from the medicarpin pathway, namely liquiritigenin
and para-coumaric acid. The aim of this work was identification of molecular determinants
behind the MtABCG46 transport selectivity.

Combination of phylogenetic analyses and in silico modeling of the MtABCGA46 structure
enabled the rationally designed site directed mutagenesis. Next, based on the biochemical
evaluation and molecular dynamics of MtABCGA46 variants, amino acids and structural features
crucial for selective transport of liquiritigenin and para-coumaric acid were successfully
identified.

An additional aim of the work was to investigate the potential correlation between
transport and ATPase activity stimulation of the full size ABCG transporters by translocated
molecules. Such correlation could be potentially used as a method for identification of theirs

endogenous substrates.



Wykaz skrotow

ABA — kwas abscysynowy (z ang. abscisic acid)

ACMA — 9-amino-6-chloro-2-metoksyakrydyna

ATP — adenozynotrifosforan

BCRP — biatko odpornosci raka piersi (ABCG2) (z ang. Breast Cancer Resistance Protein)
Bialka ABC — biatka posiadajace kasete wigzacg ATP (z ang. ATP-binding cassette)

BNF — biologiczne wigzanie azotu (z ang. biological nitrogen fixation)

BSA — surowicza albumina bydleca (z ang. Bovine serum albumine)

BY2 — Nicotiana tabacum cv. Bright Yellow 2

CDR1 - biatko opornosci lekowej Candida (z ang. Candida Drug Resistance)

CFTR - blonowy regulator przewodnictwa zwigzany z mukowiscydozg (z ang. Cystic Fibrosis

Transmembrane conductance Regulator)

Cryo-EM — mikroskopia krioelektronowa (z ang. Cryogenic Electron Microscopy),
DMSO - dimetylosulfotlenek

EV — pusty wektor (z ang. empty vector)

GFP — biatko zielonej fluorescencji (z ang. Green Fluorescent Protein)

HPLC/MS - wysokosprawna chromatografia cieczowa/ spektrometria mas (z ang. High

Performance Liquid Chromatography/Mass Spectrometry)

IAA — kwas indolilo-3-octowy

IBA — kwas indolilo-3-mastowy

IF — konformacja skierowana do wewnatrz (z ang. Inward Facing)

LC/ESI/MS — chromatograf cieczowy sprzezony ze spektrometrem mas z jonizacja przez

elektrorozpraszanie (ang. Liquid Chromatography/Electrospray lonization/Mass Spectrometer)

MRP1 - biatko odpornosci wielolekowej (z ang. Multidrug Resistance-associated Protein 1)



NBD — domena wigzaca nukleotyd biatek ABC (z ang. Nucleotide Binding Domain)
NBS — miejsce wigzania nukletotydu (z ang. Nucleotide Binding Site)

OD — gestos¢ optyczna

OF — konformacja skierowana na zewnatrz (z ang. Outward Facing)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (z ang. Polymerase Chain Reaction)

PDR — biatka plejotropowej opornosci lekowej (z ang. Pleiotropic Drug Resistance),
PEG - glikol polietylenowy (z ang. polyethylene glycol)

POPC — fosfatydylocholina palmitynowo-oleinowa

PVP — poliwinylopolipirolidon (Polyclar ®)

RMSD - pierwiastek ze $redniego kwadratu odleglosci pomigdzy odpowiadajacymi sobie
elementami optymalnie natozonych struktur przestrzennych; miara uzywana do oceny

podobienstwa struktur biatkowych (z ang. Root Mean Square Deviation)

RMSF — pierwiastek ze sredniego kwadratu fluktuacji, zaleznego od czasu odchylania pozycji

atomu od wartosci $redniej (z ang. Root Mean Square Fluctuation)
SDS — Dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE - rozdzial elektroforetyczny biatek w warunkach denaturujacych (ang. SDS-

polyacrylamide Gel Electrophoresis)
TH — helisa transbtonowa (z ang. Transmembrane Helix)
TMD — domena transbtonowa (z ang. Transmembrane Domain)

TM-score — miara podobiefnstwa pomi¢dzy dwiema strukturami przestrzennymi bialek (z ang.

Template Modeling score)
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1. Wstep

1.1. Bialka ABC- wprowadzenie

Dwukierunkowa wymiana molekut miedzy komorka a srodowiskiem jest dynamicznym
procesem warunkujgcym jej istnienie i jednocze$nie kontrolowanym przez swoiste bariery
jakimi sg blony biologiczne. Skale tej wymiany ilustruje fakt, iz jedna, aktywna metabolicznie
komoérka Escherichia coli pochtania nawet ~10° molekut glukozy na sekunde (Phillips &
Stephen, 2006). Dla prawidtowego funkcjonowania i zycia komoérki musza nie tylko
nieustannie pobiera¢ z otoczenia substancje odzywcze, ale rOwniez celowo uwalnia¢ molekuty
sygnatowe, a takze pozbywaé si¢ toksycznych produktow wilasnego metabolizmu jak
i ksenobiotykow. Poza kilkoma wyjatkami - jak na przyktad czasteczki tlenu - transport jondéw,
molekul, a czasami nawet makromolekul przez btony biologiczne odbywa si¢ przy pomocy
wyspecjalizowanych biatek. Biatka uczestniczace w transporcie stanowig znaczaca porcje
wszystkich obecnych w komorce. Przyktadowo, okoto 10% genomu E. coli zostato
funkcjonalnie zakwalifikowanych jako geny kodujace biatka transportujace (Blattner et al.,
1997). Te liczna grupg podzielono, biorage za kryterium funkcje oraz filogenezg, na blisko 400
réznych rodzin (Busch & Saier, 2002). Wsrdd nich jedng z najwiekszych stanowi rodzina biatek
ABC (ATP Binding Cassette proteins — z ang. kaseta wigzaca ATP). Transportery ABC obecne
sa w kazdym organizmie 1 warunkuja jego prawidlowe funkcjonowanie. Dla przyktadu,
wspomniana juz bakteria E. coli posiada 79 genow kodujacych biatka ABC, co odpowiada 5%
jej genomu (Linton & Higgins, 1998). Cho¢ wsrod rodziny ABC znane sg przyktady biatek
globularnych, to w zdecydowanej wigkszosci grupe te tworzg biatka transblonowe,
uczestniczace aktywnie w imporcie i eksporcie (Verrier et al., 2008). Wykorzystuja one energi¢
z wigzania i hydrolizy ATP do zmian konformacyjnych, ktorych celem jest translokacja
molekut transportowanych (potocznie okreslanych jako substraty) na druga strong¢ blony.
Co ciekawe, w krolestwie roslin transportery ABC s3g szczeg6lnie liczne. Podczas gdy
u cztowieka zidentyfikowano ich 49, to rzodkiewnik (Arabidopsis thaliana) - roslina modelowa
o malym genomie - posiada ich 130, a u gatunkéw uprawnych takich jak chociazby soja
(Glycine max), rzepak (Brassica napus), czy ziemniak (Solanum tuberosum) mozna znalez¢ ich
ponad 200 (Almén et al., 2009; Andolfo et al., 2015; Banasiak & Jasinski, 2022; Lopez-Ortiz
etal., 2019; Mishra et al., 2019; Ye et al., 2014; X. D. Zhang et al., 2018).
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Biatka ABC zbudowane sg z dwoch rodzajow domen: (i) obecnej w cytozolu domeny
NBD (Nucleotide Binding Domain — z ang. domena wigzgca nukleotyd) biorgcej udziat
w wigzaniu ATP, oraz (ii) domeny transbtonowej TMD (Transmembrane Domain — z ang.
domena transblonowa). Funkcjonalny transporter zbudowany jest zdwoch TMD i dwoch NBD
(Verrier et al., 2008). Domeny transbtonowe lokuja biatko w blonie i umozliwia translokacje
molekut przez nig. Z kolei NBD tworzg cz¢$¢ biatka, ktora napedza zmiany konformacyjne
wykorzystujac energi¢ pozyskana poprzez wigzanie i hydroliz¢ ATP. Domeny tworzace
funkcjonalny transporter ABC moga by¢ w postaci jednego tancucha polipeptydowego - taki
transporter nazywany jest wtedy ,,pelnym”, lub w postaci dwoch tancuchéw, zawierajacych
po jednej domenie kazdego rodzaju, ktore tworza nastgpnie homo- lub heterodimery (tzw.
potowiczne transportery). W przypadku prokariontow wystepuja rowniez transportery, ktore
tworzone sg przez cztery jednodomenowe biatka (Higgins, 2001; Licht & Schneider, 2011).

Schematyczna organizacja domenowa transportera ABC zostata ukazana na rycinie 1.1.

Domeny transbtonowe
(TMD)

Domeny wigzace nukleotyd
(NBD)

Miejsca wigzania nukleotydu
(NBS)

Rycina 1.1. Schemat przedstawiajacy budowe kanonicznego transportera ABC.
Dwuwarstwa lipidowa zaznaczona kolorem szarym, TMD — czerwonym, NBD — niebieskim.

Biorgc jako kryterium organizacj¢ domen a takze ogolne podobienstwo sekwencyjne,
biatka ABC podzielono na dziewig¢ podrodzin —od ABCA do ABCI. U roslin zidentyfikowano
jak dotad biatka ze wszystkich podrodzin poza ABCH (Hwang et al., 2016). Przyjgto,
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iz organizacja domen, w ktorej TMD jest pierwsza domeng tworzonego *lancucha
polipeptydowego (tj. TMD-NBD-TMD-NBD, liczac od konca aminowego) nazwana zostanie
,forward”, a odwrotna kolejnos¢ (NBD-TMD-NBD-TMD) — ,.reverse” (Verrier et al., 2008).
Schematyczna organizacja poszczegdlnych podrodzin transporterow ABC zostata zilustrowana
na rycinie 1.2. Nalezy wspomnie¢, iz pomimo zwyczajowego nazywania bialek z podrodziny
ABCE i1 ABCF ,transporterami”, nie sg one zaangazowane w transport z racji nieposiadania
domen transbtonowych. Biorg one udzial w innych procesach takich jak chociazby regulacja

translacji (Xiong et al., 2015).

Podrodziny Organizacja domen

ABCA
ABCB
ABCD

ABCC

ABCE
ABCF

ABCG

ABCH

ABCI

Rycina 1.2. Schematyczna organizacja domenowa poszczego6lnych podrodzin biatek ABC. Domeny
transbtonowe zostaly przedstawione przy pomocy czerwonych prostokatéw (dodatkowa,
charakterystyczna dla ABCC dodatkowa domena TMDO zostala oznaczona na czarno), a domeny
wigzace nukleotyd zostaty zaznaczone na niebiesko. Przy pomocy liter,,N” i ,,C” zaznaczono kolejno
N-koniec i C-koniec tancucha polipeptydowego. Na podstawie Verrier et al., 2008 i Kang et al., 2011.

13



1.2. Budowa transporteréw ABC

1.2.1. Domeny i miejsca wigzace ATP

Domeny wiazace ATP (NBD) charakteryzuja si¢ duzo wigkszym niz TMD stopniem
zachowawczosci sekwencji — okoto 30 - 40% identycznosci pomigdzy odlegltymi sekwencjami
w obrebie podrodzin (Xiong et al., 2015). Wynika to z faktu, iz w wigkszo$ci budujg one
zachowawcze ewolucyjnie miejsce wigzania i hydrolizy ATP, tzw. NBS (Nucleotide Binding
Site, z ang. miejsce wigzania nukleotydu). W domenach wigzacych ATP wyrd6zni¢ mozna dwie
podjednostki — poddomeng katalityczng (,,RecA-like”) oraz helikalng. W obrebie czesci
katalitycznej zlokalizowane sg charakterystyczne, zachowawcze motywy takie jak chociazby
,petla P” (ang. P-loop), zwana inaczej Walkerem A (GXXGXGK[ST]), Walker B (¢*[DE],
gdzie ¢ oznacza aminokwas alifatyczny), oraz petla Q i petla H. W obrebie bardziej
zroznicowanej sekwencyjnie czgéci helikalnej znajduje si¢ natomiast tzw. sygnatura ABC
nazywana réwniez motywem/petla C lub sekwencja LSGGQ (XS[SG]GX[RKAIX[AG]).
Domeny wiazace ATP ustawione sg naprzeciw siebie w taki sposob, ze Walker A jednej
domeny ustawiony jest naprzeciw sygnatury ABC drugiej domeny tworzgc miejsce wigzania
czasteczki ATP a takze jej hydrolizy katalizowanej przez kwas glutaminowy w obrebie Walkera
B (ryc. 1.3). Wigzanie czgsteczek ATP powoduje odwracalng dimeryzacje domen, czego
konsekwencja jest naprzemienne przyjmowanie przez biatko tzw. konformacji skierowanej
do wewnatrz (ang. Inward Facing - IF) oraz skierowanej na zewnatrz komoérki (ang. Outward
Facing — OF)(Locher, 2016). Dodatkowo, zachowawcze motywy takie jak wspomniane
weczesniej petle H i Q sg odpowiedzialne za stabilizacje, kontakt z domenami transbtonowymi
Czy wigzanie jonu magnezowego, bedacego kofaktorem w hydrolizie (Jones et al., 2009; Licht
& Schneider, 2011; Locher, 2016; Oswald et al., 2006).
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Rycina 1.3. Widok od strony czgsci transbtonowej transportera w kKierunku cytozolu na organizacjg
przestrzenng motywoOw tworzacych miejsca wigzania nukleotydu (NBS): (a) w konformacji
skierowanej do wewnatrz (IF) oraz (b) w konformacji do zewnatrz (OF), ze zwigzanymi
czasteczkami ATP i jonami Mg?*. llustracja stworzona na podstawie struktur ludzkiego transportera
ABCG2 (numery PDB: 6VXF i 6HBU dla kolejno IF i OF). Poszczegolne NBD zostaty oznaczone
na kolor szary i kremowy, motywy tworzace poszczegoélne NBS — kolor czerwony i fioletowy; ATP
— kolor zielony; jony Mg?* na czarno.
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Sekwencje motywow tworzacych NBS wybranych transporter6w umieszczono w tabeli
1.1. Symetryczny uktad domen tworzy dwa miejsca wigzania umozliwiajace hydrolize dwoch
czasteczek ATP. W tym miejscu warto zaznaczy¢, iz znane sg liczne przyktady funkcjonalnych
transporterow posiadajacych mutacje kluczowych aminokwaséw w obrebie jednego miejsca
wigzania (NBS) (tab. 1.1). Sa to na przyktad ludzkie CFTR i MRP1 (Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator oraz Multidrug Resistance-associated Protein 1 z ang.
kolejno: btonowy regulator przewodnictwa zwigzany z mukowiscydozg i biatko odpornosci
wielolekowej; nalezace do podrodziny ABCC) czy wiele z wystepujacych u grzybow
transporterow PDR (Pleiotropic Drug Resistance, z ang. Plejotropowa Opornos¢ Lekowa,
nazwa ta uzywana byta historycznie/jest dla pelnych transporterow ABCG) takich jak
chociazby PDR5 u Saccharomyces cerevisiae czy CDR1 (Candida Drug Resistance, z ang.
odporno$¢ lekowa Candida) u Candida albicans (Golin & Ambudkar, 2015; Payen et al., 2005;
Tsai et al.,, 2010). W efekcie te tzw. asymetryczne transportery posiadaja wylacznie jedno
efektywne miejsce hydrolizy ATP, podczas gdy drugie jest zdegenerowane i do tego niezdolne.

Tabela 1.1. Sekwencje motywow NBD wybranych transporterow: ABCG46 z Medicago truncatula,
PDR5 z Saccharomyces cerevisiae i homodimer ABCG2 z Homo sapiens. Domeny ponumerowano
w kolejnosci wystepowania w tancuchu polipeptydowym liczac od N-konca. Litery aminokwasow
niezgodne z konsensusem zostaty pogrubione i podkreslone.

Petla P
(Walker A)

petla C

Bialko | Domena (sygnatura ABC)

Petla Q Walker B | Petla H

MtABCG46| NBD1 | GPPGSGKT | ISQHD ISGGQRKR ALFMDE | SLLQP

MtABCG46| NBD2 | GVSGAGKT | CEQND LSTEQRKR ILFLDE | TIHQP

ScPDR5 NBD1 | GRPGSGCT |NAEAD VSGGERKR FQCWDN | AIYQC

SCcPDR5 | NBD2 | GASGAGKT |CQQQD| LNVEQRKR | LVFLDE | TIHQP

HSABCG2 GPTGGGKS [VvVvQDD VSGGERKR ILFLDE | SIHQP
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1.2.2. Domeny transbtonowe

W przeciwienstwie do NBD - domeny transblonowe charakteryzuja si¢ znacznie
wiekszym zroznicowaniem zaréwno sekwencji jak i struktury. Postuluje si¢, iz w ich obrebie
zlokalizowane sa miejsca wigzania transportowanych substratow, oraz ze tym samym domeny
te odpowiadajg za specyficznos¢ substratowa transporteréw (Lefévre & Boutry, 2018; Licht &
Schneider, 2011). Co wigcej, analizy ewolucyjne, pokazaly iz domeny transbtonowe
sg polifiletyczne, powstajac niezaleznie na drodze ewolucji co najmniej trzykrotnie (Wang et
al., 2009). Gtéwnym elementem budujacym te domeny sa o helisy transbtonowe (TH, z ang.
Transmembrane Helix). Helisy potaczone sa ze sobg poprzez petle wewnatrz 1 zewnatrz
komorkowe. W centralnej petli wewnatrzkomorkowej zlokalizowana jest helisa tacznikowa,
ktora oddzialuje z poddomeng helikalng NBD, taczac tym samym domeng transblonowsg
z domeng wiazaca nukleotyd. To potaczenie jest niezbedne w przekazywaniu energii wigzania
i hydrolizy ATP pochodzacej z czgséci cytozolowej do napgdzenia zmian konformacyjnych
w obrebie czesci transblonowej biatka (Khunweeraphong et al., 2017; Rees et al., 2009).
Z uwagi na fakt, iz zréznicowanie TMD stosowane jest jako kryterium do klasyfikacji
strukturalnej transporterow ABC, budowa domen transblonowych zostala opisana bardziej

szczegdtowo w kolejnej sekcji.
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1.2.3. Klasyfikacja strukturalna transporteréw ABC

Pierwszymi strukturalnie opisanymi biatkami ABC byty te pochodzace z prokariontow.
Na podstawie ich struktur wyszczegolniono poczatkowo 3 rozne typy fatdowania transporterow
ABC i byly to importer typu I, importer typu Il i eksporter typu I. Biatkami, na podstawie
ktorych wyrdzniono typy struktur importera I i I byty kolejno - transporter molibdenu ModBC-
A 1 transporter maltozy MalFGK dla typu I, oraz transportery witaminy B12 — BtuCD-F oraz
Hil1471 dla typu Il (Hollenstein et al., 2007; Locher et al., 2002; Oldham et al., 2007; Pinkett
et al., 2007). Roznice pomiedzy tymi biatkami wystepuja przede wszystkim w obrgbie czesci
transbtonowej, ktora tworzy od 10 do 20 helis. Prekursorem grupy nazwanej eksporterami typu
I byta struktura bakteryjnego biatka Sav1866 — nalezaca do podrodziny ABCB (Dawson &
Locher, 2006). Kazda domena transbtonowa eksportera typu | posiada po 6 helis, ktore
przeplatajg si¢ ze sobg - obszar transbtonowy rozdzielony jest na dwie symetryczne czgsci, W
ktorej kazda tworzona jest przez TH1 i 2 jednej podjednostki i TH3-6 drugiej. Domeny
transblonowe  transporteréw  tego typu charakteryzuja si¢ rowniez  dlugimi
wewnatrzkomérkowymi petlami. Na rycinie 1.4 zilustrowano przyktady odpowiadajace

roéznym rodzajom budowy transporterow.

ModBC-A BtuCD-F TM287/288 ABCG5/G8
Importer Importer Eksporter Eksporter
typul typu II typul typu II

Rycina 1.4. Pierwotny podzial typow struktur transporterow ABC. Za przyktady postuzyly biatka:
ModBC-A (ModB na szaro, ModC rézowy, biatko wiazace substrat na czerwono; PDB: 20NK), BtuCD-
F (BtuC na szaro, BtuD na zielono, bialko wigzace substrat na czerwono; PDB: 2QI9), TM287(na
szaro)/TM288(na rézowo) (PDB:4Q4H) i ABCGS5 (na pomaranczowo)/ABCGS8 (na niebiesko)(PDB:
5DO7). Zrédto: Lee et al., 2016.
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Poczatkowo wérdd transporterow 0 poznanej strukturze byto jedynie kilka pochodzacych
z organizméw eukariotycznych. Wszystkie z nich charakteryzowaty si¢ faldowaniem typu
eksportera I i byly to 3 ortologi biatka ABCB1 pochodzgce z myszy, Caenorhabditis elegans
oraz algi Cyanidioschyzon merolae, mitochondrialny transporter Atml (z ang. ABC
Transporter of Mitochondria 1) z S. cerevisieae a takze ludzki ABCB10 (Aller et al., 2009; Jin
etal., 2012; Kodan et al., 2014; Shintre et al., 2013; Srinivasan et al., 2014). Pierwsza uzyskana
strukturg eukariotycznego transportera z podrodziny ABCG byfa ta nalezgca do ludzkiego
heterodimeru potowicznych bialek ABCG5/G8 (J. Y. Lee et al., 2016). Jego domeny
transbtonowe réznity si¢ znaczaco od opisanych dla ABCB, w zwiazku z czym klasyfikacja
strukturalna transporterow ABC zostata rozszerzona o eksporter typu Il (ryc. 1.4). Pomimo,
iz cze$¢ transblonowa transportera ABCG tworzona jest — podobnie jak w przypadku ABCB —
przez dwie domeny po 6 transbtonowych helis kazda, to te nie przeplataja sie, tylko tworza
dwie wydzielone podjednostki. Widoczng rdznicg sa tez krotsze w przypadku typu II petle

wewnatrzkomorkowe.

Glowng przeszkoda w badaniu struktur hydrofobowych biatek btonowych jest trudnosc¢
w ich krystalizacji (E. P. Carpenter et al., 2008). Swoista rewolucj¢ w tej dziedzinie przyniosta
technika kriomikroskopii elektronowej (Cryo-EM, z ang. Cryogenic Electron Microscopy),
ktora nie wymaga uzyskiwania krysztatdéw do analizy struktur biatkowych. Dodatkowo Cryo-
EM pozwala na obserwowanie makromolekut w warunkach blizszych do natywnych, oraz
badanie zmian konformacyjnych poprzez analize heterogennosci obiektow (Murata & Wolf,
2018). Przy pomocy tej techniki udato si¢ poznac struktury szeregu transporterow ABC, w tym
waznych klinicznie i badanych od lat, takich jak chociazby pochodzace z cztowieka CFTR
(ABCC7), ABCG2, ABCAL czy MRP1 (ABCC1) z Bos taurus (Johnson & Chen, 2017; Liu et
al., 2017; Qian et al., 2017; Taylor et al., 2017). Co wigcej, zalety kriomikroskopii elektronowej
umozliwity takze poznanie pelnego spektrum konformacyjnego TmrAB (Thermus
thermophilus Multidrug Resistance proteins A and B) — transportera z podrodziny ABCB.
Dzigki uzyskaniu 8 wysokorozdzielczych struktur tego biatka w réznych konformacjach
stworzono kompleksowy, strukturalny zarys funkcjonalnego cyklu transportera ABC
(Hofmann et al., 2019). W 2021 roku opublikowano pierwsza strukture pelnego transportera
ABCG, mianowicie PDR5 z S. cerevisiae (Harris et al., 2021). Poréwnanie tancuchow
glownych pokazato, iz pelne biatkka ABCG charakteryzuja si¢ wysokim stopniem
zachowawczosci strukturalnej w stosunku do ich potowicznych homologéw (np. ABCG5/GS8).

Jest to znaczacy postep, gdyz jak dotad dla petnych transporterow ABCG (okreslanych roéwniez
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historycznie jako PDR) wystepujacych wylacznie w obrebie krolestw roslin i grzybow, brak
byto jak dotad wysokorozdzielczych danych strukturalnych. Lista poznanych struktur stale
ros$nie, szczegbdlnie dynamicznie w ostatnich latach, w zwiazku z czym zaproponowano nows,
rozszerzong ich klasyfikacje, ktora eliminuje jednocze$nie problematyczne, funkcjonalne
rozrdznienie na eksport i import. Bazujac na podobienstwie sekwencyjnym i strukturalnym
TMD transportery ABC podzielono ostatecznie na 7 typow fatdowania (I — VII). Schematy
poszczegdlnych typow w proponowanej uaktualnionej klasyfikacji umieszczono na rycinie 1.5.
Typy od I do Il okreslajg gtownie struktury prokariotycznych importerow, fatdowanie typu IV
(odpowiadajgce w poprzedniej klasyfikacji typowi eksportera 1) charakterystyczne jest dla
podrodzin ABCB, ABCC i ABCD, a z kolei do typu V zaliczajg si¢ struktury transporteréw
ABCA i ABCG (okreslane poprzednio jako eksportery typu II). Typ VI i VII zarezerwowany
jest dla tzw. ekstraktoréw (VI) i mechanotransmiterow (VII) (Thomas et al., 2020).

20



S~ MalE (MBP)
D)

MalFGK-MalE
PDB:2R6G

Sav1886
PDB: 2HYD

Typ V

Wzm-WztN
PDB: 60IH

LptB,FG
PDB: 5X5Y

Typ Il

TmrAB
PDB:5MKK

e >
BtuCD-F | EcfTAA"-FolT
PDB:4FI3 ! PDB: 4HUQ

o i 23
P <5 Y v
2 o
P-gp (ABCB1) Atm1 (ABCB7) MRP1 (ABCC1) ABCD4
PDB:4M1M PDB: 4MYH PDB: S5UJA PDB: 6JBJ
\.!_"( AL 'v."‘;
A L322
TarGH ABCG5/G8 ABCG2 ABCA1
PDB: 6JBH PDB: 5D07 PDB: 6HCO PDB: 5XJY
Typ Vil

MacB
PDB: 5LJ7

Rycina 1.5 Uaktualniona klasyfikacja strukturalna transporteréw. Transportery ABC podzielono
ze wzgledu na faldowanie TMD na 7 typow. Pierwsza struktura w kazdym typie to schematyczne
przedstawienie topologii. Kolejne struktury to przyktady biatek klasyfikujace si¢ do danego typu; nazwy
i numery PDB umieszczono na rycinie. Domeny transblonowe przedstawiono na zielono i niebiesko,
w przypadku pelnych transporterow obie sa na niebiesko. W przypadku typow I-III na pomaranczowo
zaznaczono dodatkowe bialka wigzace substrat. Dodatkowe domeny zostaly zaznaczone na kolor
czerwony lub tososiowy. Zrédto: Thomas et al., 2020, z modyfikacjami.
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1.3. Mechanizm transportu

1.3.1. Cykl katalityczny

Roézne typy domen transbtonowych - powstale niezaleznie w toku ewolucji - znaczaco
ro6znig si¢ migdzy sobg, co w konsekwencji powoduje rowniez rozbieznosci w mechanizmie ich
dziatania. Co wigcej, rozbieznoS$ci zostaty opisane nawet w przypadku transporterow z tej samej
podrodziny. Przyktadowo badania nad homologami ABCB takimi jak - MsbA u bakterii oraz
ABCB1 u myszy — wykazaly rdéznice w przyjmowanych przez te bialka stanach
konformacyjnych (Moeller et al., 2015). Pomimo rdznic, tym co taczy transportery ABC
to wykorzystanie czasteczek ATP oraz zachowawczych motywow tworzacych miejsce ich
wigzania do naprzemiennego zblizania i oddalania od siebie NBD a w konsekwencji
sprzezonych z tym ruchow TMD. Obecnie proponowany, ogoélny sposéb dziatania
transporterow ABC opiera si¢ glownie na tzw. modelu zmiennego dostgpu (ryc. 1.6) (Ernst et
al., 2010; Locher, 2016; Wagner et al., 2017). Zaktada on naprzemienne wystepowanie dwoch
stanow: (i) skierowanego do wewnatrz (ang. Inward Facing - IF) oraz (ii) skierowanego
na zewnatrz komorki (ang. Outward Facing — OF). W pierwszym przypadku, NBD sa
rozdzielone, a w obrgbie domen transbtonowych dla substratu dostgpne jest miejsce wigzania.
Molekuta transportowana ma dostep do wspomnianej kieszeni zaréwno z cytoplazmy jak
rowniez z wewngtrznej warstwy blony komorkowej, do ktorej przenikaja zwiazki
hydrofobowe. W wyniku wigzania ATP obie podjednostki NBD dimeryzuja ze soba
co w efekcie skutkuje przejsciem do konformacji OF, w ktorej nastepuje zamknigcie kieszeni
substratowej od strony cytoplazmy oraz uwolnienie molekuty transportowanej na zewnatrz.
Hydroliza ATP destabilizuje dimer NBD-NBD i w konsekwencji przywraca biatko
do konformacji IF, umozliwiajac rozpoczecie kolejnego cyklu. Istotnym aspektem dotyczacym
cyklu katalitycznego jest rozroznienie transporteréw na asymetryczne (posiadajace tylko jedno
enzymatycznie aktywne miejsce wigzania ATP) i symetryczne. Analizy sekwencji biatek ABC
sugeruja, ze ponad potowa znanych transporteréw charakteryzuje si¢ asymetria NBD
(Khunweeraphong & Kuchler, 2021). Badania strukturalne nad biatkami TmrAB oraz PDRS,
bedacymi przyktadami transporterow asymetrycznych, pokazaty, ze hydroliza jednej czasteczki
ATP jest wystarczajaca do napedzenia cyklu, podczas ktdrego druga czasteczka na stale
ulokowana jest w obrgbie zdegenerowanego NBS (Harris et al., 2021; Hofmann et al., 2019).

Co wigcej, podobna asymetrycznos¢ w cyklu katalitycznym zostata opisana dla transporteréw
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takich jak ludzkie ABCBL1 oraz zaproponowana dla ABCG2, u ktérych sekwencje wszystkich
motywow wykazuja zgodnos¢ z konsensusem, tym samym sugerujac, iz oba miejsca wigzania
sg zdolne do hydrolizy ATP (Kapoor et al., 2018; Siarheyeva et al., 2010; Verhalen et al., 2017).
Z kolei w przeciwienstwie do licznie wyst¢pujacych u grzyboéw asymetrycznych biatek PDR,
wsrod licznej grupy roslinnych petnych transporterow ABCG jak dotad nie znaleziono takich

przyktadow (Toussaint et al., 2017).

ADP+Pi

Y

TMD

WD

NBD
Btona

[} . Transportowany
substrat

ATP

Rycina 1.6. Schemat modelu alternatywnego dostepu. Na podstawie Ernst et al., 2010; Locher, 2016;
Wagner et al., 2017.
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1.3.2. Aktywno$¢ ATPazowa

Aspektem nierozerwalnie zwigzanym z funkcjonowaniem biatek ABC jest ich aktywnos¢
ATPazowa, ktora przez wigzanie i hydrolize ATP napgdza translokacje molekut przez btony.
Niektore transportery ABC posiadaja bazowa aktywno$¢, co oznacza, ze stale hydrolizuja ATP.
Przyktadem takiego bialka moze by¢ PDR5 z S. cerevisiae. Jego bazowa aktywno$¢
hydrolityczna jest niezalezna od obecnosci molekuty transportowanej (Ernst et al., 2008;
Wagner et al., 2019). Z kolei u innych transporterow hydroliza ATP jest catkowicie lub
czesciowo zalezna od 1 indukowana przez transportowane molekuty. Taka stymulacja moze
mie¢ r6zng skalg. Przyktadowo u CDR1 z Candida albicans zaobserwowano umiarkowang
stymulacje wahajaca si¢ miedzy 20 a 40%, natomiast w przypadku ludzkiej glikoproteiny P
(ABCB1) stymulacja moze prowadzi¢ do wielokrotnego zwigkszenia aktywnosci ATPazowej
(Al-Shawi et al., 2003; Shukla et al., 2006; Urbatsch et al., 2000). Znane sg rowniez przypadki,
w ktorych nie wykryto aktywnosci bazowej, a do hydrolizy dochodzito wytacznie w obecnosci
transportowanych molekut (innymi stowy aktywno$¢ byta bezposrednio powigzana
z transportem), a nawet przypadki w ktorych wysokie stezenie substratow powodowato

inhibicj¢ hydrolizy ATP (Chloupkova et al., 2007; Davidson et al., 1992; Sharom, 2011).
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1.4. Badania nad transporterami ABCG

1.4.1. Biatka ABCG i opornos¢ wielolekowa

Historycznie badania nad transporterami ABCG prowadzone byly gtdéwnie w kontekscie
zjawiska opornosci wielolekowej tj. powigzania ich aktywnosci z usuwaniem ksenobiotykow
dostarcznych do komoérek w roznego rodzaju terapiach. Genom cztowieka zawiera pig¢ genow
kodujacych potowiczne biatka ABCG, ktore jako (homo lub hetero) dimer tworzg funkcjonalny
transporter. Wérod nich cztery sa odpowiedzialne za transport lipidow (Tarr et al., 2009).
Wyrézniajacym si¢ z tej grupy jest HSABCG2, nazywane rowniez BCRP (z ang. Breast Cancer
Resistance Protein — bialko odpornosci raka piersi), ktore zostatlo odkryte za sprawa
lekoopornosci w linii komorkowej raka piersi pozbawionej glikoproteiny-P (ABCB1)(Austin
Doyle et al., 1998; J. S. Lee et al., 1997). HSABCG2 wraz z ABCB1 oraz ABCCl1
odpowiedzialny jest za oporno$¢ wielolekowg komorek nowotworowych podczas
chemioterapii. Ze wzglgdu na swoje duze znaczenie kliniczne ABCG2 stato si¢ przedmiotem
intensywnych badan. W przeciwienstwie do swoich paralogow, u ktorych transportowane
molekuty ograniczone sa do steroli, ABCG2 transportuje szeroka game réznorodnych molekut,
ktora tylko czeSciowo pokrywa si¢ z profilem charakterystycznym dla ABCB1 i ABCCL1. Lista
substratow tego biatka przekracza 200 zwigzkow, do ktorych naleza leki, ksenobiotyki
powszechne w diecie, toksyny srodowiskowe, czy metabolity i witaminy (van Herwaarden et
al., 2007; W. Robey et al., 2011). Poza swoim udziatem w opornosci wielolekowej, ABCG2
posiada wazne fizjologiczne funkcje zwigzane z transportem kwasu moczowego oraz porfiryn,
kluczowych dla dziatania hemoglobiny (Matsuo et al., 2009; Saison et al., 2012; Woodward et
al., 2009).

Pelne transportery ABCG (tzw. PDR), charakterystyczne dla genoméw roslin i grzybow,
sa homologami zwierzecych polowicznych transporteréw ABCG. Z analiz filogenetycznych
wynika, iz geny tych bialek powstaty na drodze duplikacji wspolnego dla potowicznych ABCG
genu- przodka (Crouzet et al., 2006). Genom S. cerevisiae posiada 9 genow kodujacych biatka
PDR, ktoére pelnig szeroki wachlarz funkcji, takich jak chociazby obrona przed toksynami, czy
transport steroli, fosfolipidow i jonow (Prasad & Goffeau, 2012). Podobnie jak opisywany
wyzej ludzki transporter ABCG2, niektore z nich sg rowniez zwigzane sg opornoscia
wielolekowa. Przykladowo ScPDRS zostat poczatkowo zidentyfikowany jako gen, ktorego
nadekspresja powodowata zwickszong odpornos¢ drozdzy na fungicydy w postaci

cykloheksymidu i sulfometuronu metylowego (Leppert et al., 1990). Cho¢ fizjologiczne
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substraty tego transportera wcigz nie sg znane, to obecnie wiadomo, ze transportuje szeroka
game zwigzkow chemicznych takich jak azole, antybiotyki i inne ksenobiotyki (Kolaczkowski
et al., 1996; Rogers et al., 2001). Ortologi tego biatka powszechne sg u grzybow patogennych
| przyczyniajg si¢ mi¢dzy innymi do obnizonej skutecznosci terapii podczas zakazen Candida
albicans czy warunkuja opornos¢ na fungicydy roslinnych patogenow takich jak Botrytis
cinerea (Golin & Ambudkar, 2015; Leroux et al., 2002; Martinez et al., 2002). Ze wzgledu na
znaczenie kliniczne, CDR1 z Candida albicans jest drugim po PDR5 obszernie badanym

biatkiem z podrodziny petnych transporteréw ABCG.

1.4.2. Strukturalne badania biatek ABCG

Pomimo ich znaczenia i potencjatu klinicznego, struktury eukariotycznych transporterow
ABCG zostaty poznane stosunkowo niedawno, co wynika z trudno$ci opisywanych w rozdziale
1.2.3. Uzyskane struktury heterodimeru ABCG5/G8 oraz homodimeru ABCG?2 sg do siebie
bardzo zblizone i ukazuja unikalny dla transporteréw z eukariotycznej podrodziny ABCG typ
budowy (okreslony w klasyfikacji jako typ V) (J. Y. Lee et al., 2016; Taylor et al., 2017).
Co wigcej, obecnie w bazie danych PDB (www.rcsb.org) dostepnych jest az 18
wysokorozdzielczych struktur HSABCG2 w roznych konformacjach oraz z szeregiem
substratow zwigzanych z biatkiem (Jackson et al., 2018; Kowal et al., 2021; Manolaridis et al.,
2018; Orlando & Liao, 2020; Taylor et al., 2017; Q. Yu et al., 2021). W ostatnim czasie dane
pochodzace z (l) analiz porownawczych sekwencji aminokwasowych grzybowych
transporterow ABCG, (II) modelowania homologicznego takich biatek jak CDR1 z Candida
albicans, oraz (111) uzyskanej struktury PDR5 z Saccharomyces cerevisiae pokazaty, ze biatka
te charakteryzuja si¢ wysoka homologig strukturalng w stosunku do transporteréw ABCG2
I ABCG5/G8 (Harris et al., 2021; Khunweeraphong & Kuchler, 2021). Co wigcej, biatka
eukariotyczne rdéznig si¢ od prokariotycznych, z tej samej podrodziny. Podobienstwo

strukturalne zostato ukazane na rycinie 1.7.
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Rycina 1.7. Porownanie strukturalne ScCPDRS z innymi biatkami ABCG. Na struktur¢ ScPDR5 (NBD
w kolorze zottym, TMD w odcieniach niebieskiego, petle zewnatrzkomoérkowe w kolorze rézowym)
natozono struktury (w kolorze czarnym): (a) ludzkiego heterodimeru ABCG5/G8 (PDB:5DO7), (b)
ludzkiego homodimeru ABCG2 (PDB: 6XVI) (c) prokariotycznego transportera z Aquifex aeolicus,
Wzm-Wzt (PDB: 7K2T) (d) prokariotycznego transportera z Alicyclobacillus herbarius, TarGH (PDB:
6JBH). Zrodto: Harris et al., 2021.
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Do charakterystycznych elementow naleza chociazby unikalne dla typu V horyzontalne
helisy umiejscowione przy obu powierzchniach btony — tzw. helisy ,,Elbow” w poblizu NBD,
oraz helisy ,,Re-entry” w zewne¢trznej warstwie btony. Sg one wazne dla funkcjonowania
transportera, stabilizujagc go w blonie i ograniczajagc jego ruch w trakcie zmian
konformacyjnych. Dodatkowo helisy ,,elbow” stabilizuja petle odpowiadajace za komunikacje
TMD z NBD (Khunweeraphong et al., 2017, 2019). W ostatnim czasie dane strukturalne
uzyskane dla ludzkich ABCG1, ABCG2, ABCG5/G8 oraz drozdzowego PDRS ukazaly tzw.
kieszen centralng, zlokalizowana pomi¢dzy domenami transbtonowymi, w obrebie ktorej
zwiazane byly transportowane przez te transportery molekuty (Harris et al., 2021; Jackson et
al., 2018; Kowal et al., 2021; Manolaridis et al., 2018; Sun et al., 2021; Q. Yu et al., 2021).
Zar6éwno u ludzkich dimeréw ABCG jak i u PDRS kieszen tworzona byta przez analogiczne
helisy transbtonowe 2 1 5 (w przypadku PDRS odpowiadajace im TH 2, 5, 8 1 11). Jednoczesénie,
wyniki niektorych eksperymentow przeprowadzonych w przesztosci dla ABCG2, CDR1 czy
PDRS5, sugerowaly istnienie wielu réoznych miejsc wigzania dla transportowanych molekut.
Brak jest wiec ostatecznego konsensusu dotyczacego lokalizacji i iloSci miejsc wigzania dla
transportowanych przez biatka ABCG molekut (Golin et al., 2003; Khunweeraphong et al.,
2020; Rawal et al., 2013; Tanabe et al., 2011). Kieszen centralna jest otwarta od strony
cytozolowej w konformacji IF, a przestrzefn zakonczona jest od drugiej strony hydrofobowymi
petlami bedacymi kontynuacja transbtonowych helis 5 i 5°. Ten element, nazywany potocznie
»zaworem” (ang. Valve) jest strukturalnie zachowawczy i stanowi przegrode dla molekut wody
oraz reguluje uwalnianie molekuly transportowanej (Khunweeraphong et al., 2019;
Khunweeraphong & Kuchler, 2021). W obrebie omawianej kieszeni, w przypadku ludzkiego
biatka ABCG?2 zidentyfikowano tez wazng i zachowawcza ewolucyjnie fenyloalanine (F439).
Analizy biochemiczne przy wykorzystaniu punktowej mutagenezy wykazaty, iz tworzona
w dimerze przez ten aminokwas para fenyloalanin jest kluczowa dla transportu i pelni wazng
role w stabilizowaniu molekut transportowanych w obre¢bie kieszeni translokacyjnej (Gose et
al., 2020). Kolejng wazng i jednoczesnie unikalng dla typu V czescig struktury jest tzw.
pokrywa, ktora tworza dhugie petle zewnatrzkomorkowe. Petni ona funkcje bariery, regulujac
uwalnianie molekuly transportowanej jednoczesnie zapobiegajac jej cofaniu (Harris et al.,
2021; Khunweeraphong et al., 2019). Opisane elementy strukturalne zostaly wyroznione na
rycinie 1.8.
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Rycina 1.8. Schemat opisanych w literaturze elementow strukturalnych dla transporterow ABCG
na przyktadzie struktury ABCG2 (PDB: 6VXH). (a) lokalizacja elementow w odniesieniu do catej
struktury; (b) zblizenie na pokrywe i zawor, (C) zblizenie na kieszen centralng. Domeny transbtonowe w
kolorze szarym, domeny wigzace nukleotyd zaznaczono na kremowo; Zaznaczone elementy: helisy
,»elbow” — pomaranczowy, helisy ,,re-entry” jasnopomaranczowy, kieszen centralna — zielony, zawor —
rézowy (ukazano reszty aminokwasowe), pokrywa — fioletowy, z ukazang powierzchnig. Reszty
aminokwasowe fenyloalanin 439 zostaly zaznaczone na czerwono.
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1.4.3. Roslinne petne transportery ABCG

Analizy filogenetyczne wskazuja, iz w genomach roslin ladowych doszto do ekspansji
genéw ABC, ze szczegolnym uwzglednieniem podrodzin ABCB, ABCC oraz ABCG.
Przyktadowo - liczba gendéw kodujacych transportery ABC jest niemalze dwukrotnie wyzsza
u mszakoéw niz u glonéw. Postuluje sie, iz biatka te byly waznym elementem adaptacji roslin
do zycia na ladzie (Banasiak & Jasinski, 2022; Hwang et al., 2016). Réwniez roslinne peine
transportery ABCG, poczatkowo postrzegane glownie przez pryzmat opornosci wielolekowej,
pelnig wazne 1 sprecyzowane role w aspektach fizjologicznych zwigzanych z przystosowaniem
ro$lin ladowych. Sg to miedzy innymi takie procesy jak formowanie kutikuli, sekrecja woskow,
translokacja wyspecjalizowanych (tzw. wtérnych) metabolitoéw, uwalnianie fitoaleksyn czy
transport fitohormonéw (Aryal et al., 2019; Bessire et al., 2011; Biata et al., 2017; Jarzyniak et
al., 2021; Jasinski et al., 2001; Kang et al., 2010; Kretzschmar et al., 2012; Matern et al., 2019;
Mcfarlane et al., 2010). Co wigcej, mozna podejrzewaé, iz rozwdj wyspecjalizowanego,
unikalnego w obrebie réznych linii rozwojowych metabolizmu, tworzyt rownolegle potrzebe

wyksztatcenia dedykowanych mechanizmow transportu.

Pierwszym pelnym ros§linnym biatkiem ABCG powigzanym z wyspecjalizowanym
metabolizmem byt NpABC1 (NpPDR1) z Nicotiana plumbaginifolia. Eksperymenty wykazaty,
iz NpABCI1 jest transporterem sklareolu — diterpenu o wlasciwos$ciach przeciwgrzybiczych,
wydzielanego przez trichomy lisci (Jasinski et al., 2001). Wyciszenie genu NpABC1 powoduje
obnizenie odpornosci N. plumbaginifolia na infekcje Botrytis cinerea (Stukkens et al., 2005).
Podobne transportery, powigzane z dystrybucja zwigzkow terpenowych w reakcji obronnej
opisano rowniez dla pokrewnych gatunkow takich jak Nicotiana tabacum (NtABCG1) czy
Nicotiana benthamiana (NbPDR1 i NbPDR2) (Crouzet et al., 2013; Shibata et al., 2016).
Przyktadow roslinnych petnych transporteréw ABCG zaangazowanych w odpowiedz na stres
biotyczny znanych jest obecnie znacznie wigcej. Rosliny Petunia hybrida pozbawione
transportera PhPDR2 byly znaczaco bardziej podatne na atak ze strony insekta Spodoptera
littoralis co skorelowano z obnizonym poziomem petuniasteronu i petuniolidu w trichomach
(Sasse et al., 2016). Funkcj¢ obrony przed szkodnikami przypisuje si¢ rowniez transporterom
CrABCGL1 (CrTPT2) oraz VmMABCGL1 (VmTPT2) z kolejno Catharantus roseus i Vinca minor.
Wykorzystujac drozdze jako heterologiczny system ekspresji udato si¢ powigzaé te biatka
z eksportem alkaloidow, ktorych sekrecja na powierzchnig lisci jest odpowiedzig roslin na ataki

ze strony szkodnikéw (Demessie et al., 2017; F. Yu & de Luca, 2013). Wspomniane alkaloidy
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sa rOwniez wykorzystywane terapeutycznie, co podkresla potencjat badan nad transporterami
ABCG dla biotechnologii. Innym transporterem, ktory powigzano z endogennymi substratami
i jednoczesnie scharakteryzowano w eksperymentach biochemicznych jest MtABCG46
z Medicago truncatula (pierwotnie opisywany w literaturze jako MtABCG10) (Banasiak et al.,
2013; Biata et al., 2017). MtABCG46 jest zaangazowany w dystrybucje prekursoréw w szlaku
biosyntezy fitoaleksyny Medicago- medikarpiny, co zostalo szczegdtowo opisane w sekcji 1.5.
Prominentnym przyktadem pokazujacym, ze transportery ABC kontroluja u roslin wiele cech
0 duzym znaczeniu chociazby dla rolnictwa jest gen Lr34 z pszenicy (Triticum aestivum),
warunkujgcy odporno$¢ na szereg infekcji grzybicznych. Lr34 koduje pelny transporter ABCG
I moze wystegpowaé¢ w dwoch wariantach: (i) Lr34sus — podatno$ci na choroby oraz (ii)
Lr34res, bedacy allelem zwigkszajacym odporno$¢ na patogeny grzybowe (Krattinger et al.,
2009). Lr34res jest obecnie powszechnie wykorzystywany przy wyprowadzaniu nowych
odmian pszenicy. Co wigcej zostat on rowniez wprowadzony do innych zb6z takich jak ryz,
kukurydza, jeczmien czy sorgo, skutecznie podnoszac odpornos¢ u uzyskanych odmian
(Krattinger et al., 2016; Risk et al., 2013; Schnippenkoetter et al., 2017; Sucher et al., 2017).
Warto rowniez wspomnie¢ iz podobnie jak w przypadku podrodzin ABCB, ABCC czy ABCI,
wsrod ABCG zidentyfikowano pelne transportery, ktore przyczyniajg si¢ do wyzszej tolerancji
roslin na metale cigzkie takie jak oléw czy kadm, a przykladami mogg by¢ AtABCG36
i AtABCG40 z Arabidopsis thaliana (Kim et al., 2007; M. Lee et al., 2005; Song et al., 2014).

Pelne transportery ABCG biorg udziat w translokacji fitohormonéw. Badania nad
AtABCG36 i AtABCG37 z Arabidopsis thaliana wykazaly ich rolg w dystrybucji auksyn
takich jak kwas indolilo-3-mastowy (IBA), z kolei AtABCG40 transportujac kwas
abscysynowy (ABA) reguluje reakcje rosliny na susze (Aryal et al., 2019; Kang et al., 2010;
Razicka et al., 2010; Strader & Bartel, 2009). Inne, nalezace do tej podrodziny biatka, jak np.
MtABCG59 czy PhPDR1 biorg roéwniez udziat w dystrybucji strigolaktonow. (Banasiak et al.,
2020; Kretzschmar et al., 2012). Co wigcej, wsrod pelnych transporterow ABCG Medicago
truncatula zidentyfikowano gen MtABCGS56, ktory w obecnosci symbiotycznych bakterii
Ensifer meliloti jest indukowany w korzeniach i brodawkach roslin. Kodowane przez
MtABCG56 biatko okazato si¢ by¢ eksporterem cytokinin, krytycznym dla regulacji

brodawkowania u tej ro§liny (Jarzyniak et al., 2021).

Warto podkresli¢, iz pomimo ich duzego znaczenia dla fizjologii roslin, endogenne
substraty dla wiekszo$ci transporterow ABCG sg wcigz nieznane. Wynika to po czgsci z faktu,

iz uzyskanie ekspresji tych blonowych, relatywnie duzych biatek w heterologicznym systemie
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ekspresji stanowi wyzwanie, co w konsekwencji uniemozliwia przeprowadzenie bezposrednich
eksperymentdw transportu (Lefévre & Boutry, 2018). Jednocze$nie specyficznos¢ substratowa
czesto nie jest powigzana z podobienstwem sekwencyjnym transporteréw, a przynajmniej jak

dotad nie udato si¢ znalez¢ takiej zalezno$ci (Banasiak & Jasinski, 2022).

1.4.4. Specyficzno$¢ substratowa transporterow ABCG

Pomimo prob identyfikacji aminokwasow potencjalnie stojacych za specyficzno$cia
substratowa/selektywnoscia biatek ABC, jej molekularne podstawy wciaz sg nieznane. Analizy
polimorfizmoéw oraz szeroko zakrojone wprowadzanie mutacji punktowych pozwolily z jednej
strony odkry¢ wiele aminokwasow waznych dla roli danego biatka w biologii organizmu czy
samego procesu transportu poszczegolnych substratow, z drugiej strony nie dajac odpowiedzi
pozwalajacych precyzyjnie zrozumie¢ ten fenomen. Przyktadem moze by¢ fenyloalanina 431
(F431), potencjalnie znajdujaca si¢ w obrebie miejsca wigzania substratow ludzkiego
transportera  ABCG2. Odkryty w liniach zarodkowych polimorficzny wariant F431L
charakteryzowat si¢ zmniejszong - wzgledem dzikiego typu biatka - wrazliwoscia na zwiazki
takie jak Ko143, fumitremorgin C czy sunitynib, ktore inhibuja ABCG2- zalezny transport,
przypuszczalnie blokujac miejsce wigzania (Jackson et al., 2018; Kowal et al., 2021).
Jednoczesnie rola tego aminokwasu w mechanizmie transportu jest nieznana. Przesiewowe
badania polegajace na losowym zamienianiu pojedynczych aminokwasow w obrgbie domen
transbtonowych transportera CDR1 na alaning lub glicyn¢ ujawnity ponad 100 aminokwasow,
ktorych zmiana wplywata na CDR1-zalezng opornos¢ Candida albicans na jeden lub wigcej
fungicydow. Pomimo obszernej analizy nie udato si¢ jednoznacznie zidentyfikowa¢ miejsca
wigzania substratow czy nawet ilosci takich miejsc (Rawal et al., 2013). W przypadku PDR5
z S. cerevisiae wykazano zwigzek pomiedzy rozmiarem molekuty (mierzonym w A3)
a transportem bedgcym jego udziatem (Golin et al., 2003). Warto zaznaczy¢, iz takze w obrebie
domen wigzacych nukleotyd zidentyfikowano aminokwas, ktorego zmiana (H1068A)

selektywnie wptyneta na transport rodaminy 6G przez PDRS (Ernst et al., 2008).

Przyjmuje sie, iz specyficzny tryb zycia, bogactwo wyspecjalizowanego metabolizmu
zaangazowanego w adaptacje roslin do zycia na ladzie mialy ogromny wplyw na ewolucje
biatek ABC 1 wyksztatcenie wigkszej specyficzno$ci substratowej. Przykladem obrazujacym te

adaptacje jest wybiorczy charakter transportu kwasu abscysynowego (ABA) przez AtABCG40.
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Eksperymenty wykazaty, iz biatko to rozpoznaje i translokuje jedynie aktywny fizjologicznie
(S)-enancjomer, a sposrod testowanych zwigzkow takich jak (S)-ABA, (R)-ABA, 1AA, ester
glukozowy ABA 1 kwas benzoesowy jedynie ten pierwszy miat wplyw na AtABCG40- zalezny
transport znakowanego ABA jako kompetytor (Kang et al., 2010). Innym przyktadem
ilustrujacym specyficznos$¢ substratowg roslinnych transporterow jest ABCG46 z Medicago
truncatula. MtABCG46 jest transporterem, ktory sposrod prekursoréw w szlaku biosyntezy
medikarpiny transportuje jedynie kwas para-kumarowy i likwiritigening, ale nie inne,
pokrewne chemicznie molekuty jak na przyktad izolikwiritigening, naryngening czy 7,4’-
dihydroksyflawon (Biata et al., 2017). Nalezy jednak pamigtac iz roslinne petne transportery
ABCG moga rowniez by¢ odpowiedzialne za dystrybucje¢ kilku, r6znych chemicznie molekut.
Przyktadowo AtABCG36 (znany réwniez jako AtPDR8/PEN3) przyczynia si¢ do odpowiedzi
obronnej powigzanej ze specyficznymi dla rz¢du Brassicales glukozynolanami indolowymi, a
takze jest zaangazowany w mechanizmy oczyszczania rosliny z metali cigzkich (Lu et al., 2015;
Matern et al., 2019; Stein et al., 2006; Strader & Bartel, 2009). Jednocze$nie AtABCG36 jest
transporterem kwasu indolilo-3-mastowego (IBA), ale nie pokrewnej chemicznie auksyny -
kwasu indolilo-3-octowego (IAA)(Aryal et al., 2019).

Jak dotad molekularne determinanty/podstawy selektywnej natury roslinnych
transporterow ABCG nie byty szczegdétowo badane. Jedynym przyktadem w obrgbie tej grupy
biatek sg analizy fenotypowe dotyczace alleli pelnego transportera ABCG36 z A. thaliana.
Warianty pen3-5 oraz pen3-6 posiadajg pojedyncze substytucje, kolejno L704F oraz A1357V
zlokalizowane w obrgbie helis transbtonowych. Analizy fenotypowe roslin oparte na procesach,
w ktore zaangazowane jest ABCG36 takich jak odporno$¢ na patogeny zaadaptowane
1 niezaadaptowane, depozycja kalozy pod wptywem infekcji, czy reakcja na egzogennie podany
IBA wykazaly rozdzielenie funkcji transportera spowodowane punktowymi mutacjami w
allelach pen3-5 i pen 3-6. Wyniki fenotypowe sugerujg, iz zmiany L704F oraz A1357V mogtly
wplynaé na specyficzno$¢ substratowa transportera, na przyklad poprzez uniemozliwienie
prawidlowego wigzania czesci substratow (Lu et al., 2015). Ta hipoteza wymaga jednak

potwierdzania w badaniach biochemicznych z udziatem transportera.
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1.5. ABCG46 z Medicago truncatula

1.5.1. Medicago truncatula jako modelowa roslina bobowata

Rosliny bobowate (Fabaceae) stanowig druga pod wzglgdem znaczenia gospodarczego
rodzing roslin nasiennych (Young & Bharti, 2012). Dzi¢ki nawigzywaniu przez nie relacji
symbiotycznych z bakteriami brodawkowymi uczestnicza w procesie hazywanym
biologicznym wigzaniem azotu (BNF, z ang. Biological Nitrogen Fixation), ktéry polega
na redukcji azotu atmosferycznego (N2) do przyswajalnego biologicznie amoniaku (NHs3).
Sa one takze zdolne do bardziej powszechnej u roslin symbiozy z grzybami mikoryzowymi.
Dodatkowo bobowate sg zrodlem wielu niskoczasteczkowych zwigzkéw, takich jak
flawonoidy, wsrod ktorych zidentyfikowano liczne molekuty aktywne biologicznie, znajdujace
zastosowanie na przyktad jako terapeutyki (Mutha et al., 2021). Do najwazniejszych gatunkoéw
modelowych w obrebie Fabaceae nalezg Lotus japonicus oraz Medicago truncatula.
Ze wzgledu na bliskie pokrewienstwo z powszechnie uprawianymi w Europie gatunkami,
takimi jak lucerna siewna, koniczyna, groch, bob czy fasola to M. truncatula stata si¢ wiodgcym

modelem w Europie (Young & Udvardi, 2009).

M. truncatula jest gatunkiem lucerny wywodzacym si¢ z obszaru basenu Morza
Srédziemnego. Jest rosling jednoroczng, o stosunkowo krotkim cyklu zyciowym (10-12
tygodni) i niskich wymaganiach uprawnych. Nawigzuje interakcje z bakteriami brodawkowymi
z rodzaju Ensifer (dawniej Sinorhizobium) tworzac brodawki korzeniowe, oraz z grzybami
mikorytycznymi Glomus intraradices. W odréznieniu od wielu bobowatych posiada
stosunkowo maty (500 — 550 Mpz), diploidalny genom (2n=16 chromosomdw), ktory zostat
zsekwencjonowany w 2011 roku (Young et al., 2011). Powszechno$¢ prowadzonych badan
z wykorzystaniem tego gatunku umozliwita powstanie baz danych, w ktérych dostepne
sg sekwencje genomowe i ich adnotacje, a takze informacje dotyczace ekspresji gendéw
(https://medicago.toulouse.inra.fr/). Opracowano szereg protokotow dla efektywnego
wykorzystania M. truncatula w in vitro, zawartych m.in. w podreczniku ,,Medicago truncatula
Handbook” (Medicago truncatula Handbook, 2006). Dodatkowo jej wyspecjalizowany
metabolizm (nazywany wcze$niej metabolizmem wtornym), obejmujacy migdzy innymi
réznorodne zwiazki z grupy fenylopropanoidow, moze by¢ zrodtem zwigzkéw o duzym

potencjale farmaceutycznym czy agrobiotechnologicznym (Kapusta, 2009; Mutha et al., 2021).
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1.5.2. Szlak fenylopropanoidowy Medicago truncatula

Szlak fenylopropanoidowy jest zrodtem wyspecjalizowanych metabolitow, ktore petnig
u ro$lin wiele funkcji, takich jak tworzenie ligniny, ochrona przed promieniowaniem UV,
warunkowanie barwy oraz zapachu kwiatow i owocow, regulacja interakcji symbiotycznych
czy reakcje obronne (Dixon et al., 2013; Nadal & Paszkowski, 2013; Naoumkina et al., 2007;
Nguyen et al., 2013; Vogt, 2010; J. Zhang et al., 2009). Szereg przemian chemicznych
prowadzacych do powstania gtownych klas fenylopropanoidow jest dobrze poznany i opisany
(Naoumkina et al., 2010). Biogeneza fenylopropanoidow rozpoczyna si¢ konwersja
L-fenyloalaniny do kwasu trans-cynamonowego przez amoniakoliaz¢ fenyloalaninowg
(PAL, z ang. Phenylalanine Ammonia-Lyase). W wyniku hydroksylacji jest on przeksztalcony
w kwas para-kumarowy, ktory stuzy kolejno do uzyskania para-kumaroilokoenzymu A
( p-koumaroilo-CoA). Te trzy reakcje tworzg tzw. centralny szlak fenylopropanoidowy, bedacy
zrodlem prekursorow dla wszystkich odgalezien szlaku prowadzacych do biosyntezy
monolignoli, stilbenow, kumaryn oraz (izo)flawonoidow (Dixon & Pasinetti, 2010). Zwiazki
z tej ostatniej grupy petnig wazne funkcje w interakcji roslin ze srodowiskiem chociazby jako
atraktanty czy fitoaleksyny. Bobowate sg niezwykle zasobne we flawonoidy, w szczeg6lnosci
w 5-deoksy(izo)flawonoidy, ktore sg charakterystyczne dla roslin z tej rodziny. Pierwszym
prekursorem odgatezienia 5-deoksy(izo)flawonow jest izolikwiritigenina, bedaca produktem
reakcji z udziatem syntazy i reduktazy chalkonowej, ktora moze by¢ nastgpnie przeksztatcona
za sprawg izomerazy chalkonowej do likwiritigeniny. Ta ostatnia jest prekursorem zarowno dla
biosyntezy 5-deoksyflawonoidow oraz 5-deoksyizoflawonoidow (Dixon et al., 2002).
Wigkszos¢ fitoaleksyn produkowanych przez bobowate to wtasnie izoflawonoidy (Hassan &
Mathesius, 2012). Przyktadowo cze$ciowa odpornosé soi na infekcje Fusarium solani jest
zalezna od indukowanej przez patogen produkcji glyceoliny w korzeniach soi (Lozovaya et al.,
2004). U Medicago truncatula koncowym produktem w szlaku 5-deoksyizoflawonoidow jest
medikarpina, bedaca gltéwna fitoaleksyng tego gatunku (Dixon et al., 2002). Schemat szlaku
fenylopropanoidowego u M. truncatula zostal umieszczony na rycinie 1.9. U bobowatych
flawonoidy pelnig rowniez rol¢ molekul sygnatowych w interakcjach symbiotycznych
z bakteriami brodawkowymi. Uwalnianie przez korzenie gatunkowo specyficznej mieszaniny
flawonoidow moduluje rozpoznanie przez szczep bakteryjny wiasciwego gospodarza
ros$linnego i warunkuje specyficznos¢ interakcji (Hassan & Mathesius, 2012; J. Zhang et al.,
2009). Warto podkresli¢ iz ze wzgledu na przestrzenne rozdzielenie miejsc biosyntezy,

magazynowania 1 efektywnego dziatania fenylopropanoidow w ro$linach, poznanie
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mechanizméw ich translokacji jest nie mniej wazne niz poznanie poszczegoélnych etapow

biosyntezy (Hassan & Mathesius, 2012).
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Rycina 1.9. Schemat szlaku fenylopropanoidowego u Medicago truncatula. Nazwy molekut
transportowanych przez MtABCG46 zostaly podkre§lone, a ich wzory strukturalne zostaty
zaznaczone w prostokacie.
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1.5.3. Identyfikacja i charakterystyka MtABCG46

W genomie M. truncatula zidentyfikowano jak dotad 184 geny kodujace biatka ABC.
Sposrod nich 30 to pelne transportery ABCG, a jednym ze scharakteryzowanych w Zaktadzie
Fizjologii Molekularnej Roslin ICHB PAN jest MtABCG46. MtABCG46 ulega ekspresji
w korzeniach, li§ciach, kwiatach 1 owocach, gtownie w obrebie ich wigzek przewodzacych
i jest indukowany w obecnosci patogendéw oraz elicytorow grzybowych. Wyciszenie ekspresji
MtABCG46 skutkuje zmniejszeniem akumulacji medikarpiny i jej prekursoréw w korzeniach
(Banasiak et al., 2013). Badania nad MtABCG46 pozwolity opisa¢ to biatko jako transporter
btonowy kwasu para-kumarowego oraz likwiritigeniny (zwigzki zostaty zaznaczone na rycinie
1.9). Co wigcej, eksperymenty transportu w heterologicznym systemie ekspresji - jakim byty
Kultury zawiesinowe BY2 - pokazaly, ze MtABCG46 wykazuje selektywno$¢ w stosunku
do molekut ze szlaku fenylopropanoidowego i nie transportuje innych, pokrewnych chemicznie
molekut takich jak chociazby izolikwiritigenina, czy 7,4’dihydroksyflawon (Biata et al., 2017).
Wzory strukturalne wybranych fenylopropanoidéw zostaly ukazane na rycinie 1.10.
Ta obserwacja wspiera hipoteze, ze roslinne transportery ABCG charakteryzuja si¢ wigksza
specyficznoscig substratowg w pordwnaniu do ich drozdzowych homologéw (Bailly et al.,
2014). Co wiecej, przypadek MtABCG46 pokazuje, iz transportery ABC mogg by¢
zaangazowane nie tylko sekrecj¢ produktéw koncowych metabolizmu, ale réwniez

transportowac prekursory, a tym samym by¢ zaangazowane w regulacje szlakow biosyntezy.

OH
0}
HO ) [ j
WOH
HO

o}
kwas para-Kumarowy likwiritigenina

Rycina 1.10. Wzory strukturalne wybranych molekut ze szlaku fenylopropanoidowego. Molekuty
transportowane i nietransportowane przez MtABCG46 umieszczono kolejno na zielonym
i czerwonym tle.
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2. Materialy i metody

2.1. Heterologiczny system ekspresji i uzyskanie hodowli zawiesinowych komérek
BY?2 do izolacji blon (MtABCG46)

2.1.1. Konstrukty genetyczne

W Zaktadzie Fizjologii Molekularnej Roslin opracowano system heterologiczny
ekspresji MtABCG46 w oparciu o kultury kalusa Nicotiana tabacum cv. Bright Yellow 2 (BY?2)
(Nagata et al., 1992), oraz konstrukcje genetyczng zawierajaca hybrydowa sekwencje
MtABCG46 (Biata et al., 2017). Sekwencja hybrydowa (5026pz) zlozona jest z fragmentu
sekwencji genomowe] zawierajacej pie¢ pierwszych intronéw (1575pz), polaczonego
w egzonie piatym z fragmentem sekwencji cDNA (3054pz). W celu ujednoliconego podejscia
zamoOwiono syntez¢ sekwencji a takze jej mutagenez¢ w firmie Genscript
(www.genscript.com). Celem mutagenezy bylo stworzenie wariantow biatka MtABCG46,
roznigcych si¢ w obrebie dwoch aminokwasow, tj. fenyloalaniny 562 (wymiana na tyrozyne,
leucyne, izoleucyne¢ i alaning) oraz tyrozyny 1213 (wymiana na alaning i fenyloalaning).
Gotowe konstrukcje bazowaly na wektorze pMDC43, zawierajacym hybrydowa sekwencje
genu MtABCG46, z przytaczona na 5° koncu sekwencja kodujaca biatko zielonej fluorescencji
(GFP, z ang. Green Fluorescent protein). Poprawnos¢ sekwencji potwierdzono przez

sekwencjonowanie.

2.1.2. Transformacja bakterii Escherichia coli/ Agrobacterium tumefaciens metoda
elektroporacji

Wykorzystane szczepy bakterii: Escherichia coli DH5a oraz Agrobacterium tumefaciens
AGL1 (Hellens et al., 2000) pochodzily z kolekcji instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w

Poznaniu.

e Przygotowanie bakterii elektrokompetentnych

Bakterie E. coli oraz A. tumefaciens wysiano na podtoze state, wykorzystujac pozywki

odpowiednio LB lub YEP (tab. 2.1). W przypadku A. tumefaciens do pozywki dodano
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antybiotyk selekcyjny - karbencyling 50 pg/ml. Nastepnie bakterie inkubowano: 18h
w temperaturze 37°C w przypadku E.coli, lub 48h w temperaturze 28°C w przypadku
A. tumefaciens. Z kolonii bakteryjnej wyprowadzono ptynng hodowle w objetosci 2 ml, ktérg
wykorzystano do propagacji 1 zatozenia 25 ml hodowli ktéra z kolei postuzyta do uzyskania
hodowli o objetosci 500 ml (rozcienczenie 1:100). W momencie, gdy hodowla
charakteryzowata si¢ ggsto$cig optyczng w przedziale wartosci od 0,5 do 0,8 (ODeoo, dugosé
fali A=600 nm) kolbe z bakteriami schtodzono na lodzie. Bakterie odseparowano od pozywki
(usunigto supernatant) poprzez wirowanie z predkoscig 5000 rpm przez 15 min, w temperaturze
4°C (Beckman J2-21, rotor wychylny). Uzyskany osad zawieszono w 125 ml schtodzonej wody
MQ i ponownie zwirowano (5000 rpm, 15 min, 4°C). Osad zawieszono w 5 ml schtodzonego
10% glicerolu i zwirowano. Koncowy osad zawieszono w 10% glicerolu w objetosci zaleznej
od OD hodowli wyjs$ciowej (przyktadowo, OD hodowli 0,6 zawieszono w 0,6 ml). Uzyskang
zawiesing poporcjowano po 40 ul w probowkach typu Eppendorf i schtodzono w cieklym

azocie. Bakterie przechowywano w temperaturze -80°C.

Tabela 2.1. Sktad pozywek LB i YEP

Pozywka LB Pozywka YEP
Skladnik Iosé g/1 Hosé g/l
Ekstrakt drozdzowy 59 10g
Pepton 109 10g
NaCl 109 509
Agar
(w przypadku pozywek stalych) 159 159
Ustalono pH 7 i auktoklawowano

e Transformacja bakterii metoda elektroporacji

10ng plazmidowego DNA dodano do 40 pl umieszczonych w schiodzonej kuwecie
(Gene 1652086, Bio-Rad),
elektrokompetentnych. Bakterie poddano dziataniu pola elektrycznego o napigciu 2,5 KV przez

do elektroporacji Pulser rozmrozonych  komorek
Sms przy uzyciu elektroporatora Gene Pulser (Bio-Rad). Nastgpnie komorki przeniesiono
do 900 ul pozywki (LB w przypadku E. coli lub YEP w przypadku A. tumefaciens) w probowce
typu Eppendorf 1 inkubowano z wytrzagsaniem (300 rpm) przez 45 min w temperaturze 37°C

(E. coli) lub 75 min w temperaturze 28°C (A. tumefaciens). W kolejnym etapie bakterie wysiano
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na stale podloze zawierajace odpowiednie antybiotyki selekcyjne i inkubowano 18 h

w temperaturze 37°C (E. coli) lub 48 h w temperaturze 28°C (A. tumefaciens).

Identyfikacje pozytywnych kolonii bakteryjnych przeprowadzono za pomocg kolonijne;j
reakcji PCR ze starterami komplementarnymi do sekwencji w obrebie MtABCG46 (polimeraza

GoTaq, Promega). Warunki reakcji oraz sekwencje starterow zawarto w tabelach 2.2.1 — 2.2.3.

Tabela 2.2.1. Sktad mieszaniny kolonijnej reakcji PCR

Skladnik Objetos¢ Stezenie koncowe
matryca* Sul -
starter 1 (10 uM) 1,25 ul 0,5 uM
starter 2 (10 uM) 1,25 ul 0,5 uM
bufor Go Taq (5x) 5u 1x (1,5 mM MgCly)
dNTP (2 mM) 2,5ul 0,2 mM
H.0 MQ 9,9 ul -
polimeraza Go Taq (5 U/ul) 0,1 ul 0,02 U/ul
objetosé koncowa 25 ul
*Pobrane z szalki i dodane do 5 pl komoérki bakteryjne poddane denaturacji (98°C 10 min)

Tabela 2.2.2. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR

Etap Temperatura Czas
Denaturacja wstepna 98°C 3 min
Denaturacja 95°C 30s
Przylaczanie starterow 52°C 30s x 30 cykli
Wydluzanie 72°C 30s
Wydtuzanie koncowe 72°C 10 min

Tabela 2.2.3. Sekwencje starterow wykorzystanych do reakcji PCR

Nazwa Sekwencja Tm [°C]
571 _ABCG46 F 5- ATG GTATGA TGG CTG TGG -3' 48,0
538_ABCG46_R 5-CTATCTCTTTTG GAA GTT AAA GG -3 49,9
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e Przygotowanie stokow glicerolowych bakterii

Koloni¢ bakteryjng zaszczepiono do 2 ml ptynnej pozywki LB (E. coli) lub YEP
(A. tumefaciens), zawierajacej odpowiednie antybiotyki selekcyjne. Hodowlg prowadzono z
wytrzasaniem (300 rpm) 18 h w temperaturze 37°C w przypadku E. coli lub 48 h w
temperaturze 28°C w przypadki A. tumefaciens. Hodowle zmieszano w proporcjach 1:1 z 50%
schtodzonym glicerolem a nastgpnie zamrozono przy wykorzystaniu ciektego azotu. Uzyskane

stoki przechowywano w temperaturze -80°C.

2.1.3. Hodowla i transformacja komorek kalusa tytoniu BY?2

Hodowle i transformacje komorek kalusa tytoniu BY2 prowadzono w Pracowni Kultur
Komorkowych i Tkankowych ICHB, z pomocq dr inz. Wandy Bialej-Leonhard z Zaktadu
Fizjologii Molekularnej Roslin ICHB.

Tkanka kalusa Nicotiana tabacum cv. Bright Yellow 2 (BY2) (Nagata et al., 1992) byta
hodowana w ciemnos$ci na pozywce statej BY2 (Tab 2.3), w temperaturze 24°C. Komorki

pasazowano na §wiezg pozywke co 4 tygodnie.

Tabela 2.3 Sktad pozywki BY2

Skladnik Ilos¢ (na11)

MS (M5524 Sigma) 43¢
Mioinozytol 100 mg
KH,PO, 370 mg

Tiamina 1mg
2,4-D 200 mg

Sacharoza 309

Agar (Kalys) (w przypadku pozywki statej) 84

Ustalono pH 5,125 i autoklawowano

41



e Hodowla zawiesinowa komorek BY?2

Hodowle zawiesinowe komorek tytoniu BY2 inicjowano poprzez umieszczenie
fragmentéw grudek kalusa w 3 ml ptynnej pozywki BY2 na ptytce 6-dotkowe;j, ktorg nastepnie
inkubowano w ciemnosci, w temperaturze 26°C, z wytrzasaniem 130 rpm (inkubator Innova
42, Incubator Shaker Series). Po trzech dniach potaczong mieszaning z trzech dotkow
wymieszano ze §wieza pozywka w proporcjach 1:1 i przeniesiono do kolby stozkowej
o pojemnosci 100 cm®. Po pieciu dniach przeprowadzono kolejny pasaz w stosunku 1:1
przenoszac hodowle do kolby o pojemnosci 300cm®. Po uptywie nastepnych 5 dni mieszanine
rozdzielano do kolb dodajac $wieza pozywke w proporcjach 10ml zawiesiny : 50ml pozywki.
Po 7 dniowym okresie wzrostu hodowle zbierano jako material do izolacji poprzez

odfiltrowanie pozywki a nastepnie mrozenie w cieklym azocie.

e Transformacja hodowli zawiesinowych BY2 z wykorzystaniem Agrobacterium

tumefaciens

Bakteriami A. tumefaciens posiadajgcymi odpowiednig konstrukcje genowa inokulowano
2 ml pozywki pltynnej YEP z antybiotykami selekcyjnymi, tworzac hodowle wstepna, ktora
nastgpnie wykorzystano do propagacji 30 ml hodowli wiasciwej, ktora inkubowano do
uzyskania ODeoo= 0,6. Bakterie zwirowano z predkoscig 5000G przez 10 min, w temperaturze
4°C przy wykorzystaniu wirdwki z uchylnym rotorem (Eppendorf 5804R). Nastepnie osad
bakteryjny zawieszono w 1ml sterylnej pozywki BY?2.

Do ptytki 6-dotkowej dodano pigciodniowa ptynng hodowle BY2 (5ml/dotek) oraz
przygotowane bakterie A. tumefaciens (50 pl/dotek). Plytki inkubowano przez 48h
W ciemnosci, w temperaturze 24°C i z wytrzasaniem 130 rpm (inkubator Innova 42, Incubator
Shaker Series). Po tym czasie mieszaniny przeniesiono po 15 ml do probowek typu Falcon
o0 objetosci S0ml i wirowano z predkoscig 2000 rpm przez 5 minut, w temperaturze pok0jowej.
Nastepnie osad ptukano trzykrotnie $wieza, sterylng pozywka BY2. W kolejnym etapie
komorki wylano na szalki ze stala pozywka BY?2 zawierajacg antybiotyki selekcyjne
(higromycyne 75 mg/1 oraz taromentin 400 mg/l). Komorki na szalkach hodowano w ciemnosci

w 24°C. Po okolo 3 tygodniach obserwowano wzrost grudek transgenicznego kalusa, ktore
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pasazowano na S$wiezg stala pozywke z antybiotykami selekcyjnymi. Uzyskane linie

transgeniczne pasazowano co 4 tygodnie.

2.1.4. Mikroskopia konfokalna

Wszystkie obserwacje mikroskopowe zostaly wykonane w Pracowni Analizy Struktur
Subkomorkoweych ICHB PAN z pomocq Dr Joanny Banasiak z Zakladu Molekularnej
Fizjologii Roslin ICHB PAN.

Przy pomocy mikroskopu (mikroskop konfokalny Leica TCS SP5 II wyposazony w
kamerg cyfrowa Leica DFC450C) analizowano lokalizacje¢ sygnatu fluorescencyjnego biatka
fuzyjnego GFP:MtABCG46 w komorkach BY2 (dlugo$¢ fali $wiatla lasera A=488nm,
maksimum emisji A=510nm). Preparaty przygotowano z 5 dniowych hodowli zawiesinowych.
Barwienie fluorescencyjnym znacznikiem bton komorkowych FM4-64 (ThermoFisher
Scientific) przeprowadzono zgodnie z instrukcjami zatagczonymi przez producenta (dtugosc¢ fali
$wiatla lasera A= 558 nm, pomiar emisji A= 690 — 750 nm). Podczas obserwacji korzystano

z oprogramowania Leica LAS AF.

2.1.5. Potwierdzenie poprawnosci sekwencji wariantow MtABCG46 w liniach BY2

e Izolacja catkowitego RNA z hodowli zawiesinowych BY2

Izolacje catkowitego RNA z komérek BY2 przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), zgodnie z instrukcja zalgczong przez producenta. Aby
ograniczy¢ zanieczyszczenia prob genomowym DNA zastosowano RNase-Free DNase Set

(Qiagen). Wyizolowany RNA przechowywano w temperaturze -20°C.
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e Odwrotna transkrypcja

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Omniscript

RT Kit (Qiagen), zgodnie z zatgczong przez producentéw instrukcja.

e Amplifikacja fragmentow DNA metoda PCR

Do reakcji amplifikacji fragmentow DNA wykorzystano polimeraze KOD DNA
Polymerase (Millipore). Mieszaning reakcyjng wzbogacono dodatkiem roztworu betainy
(Sigma-Aldrich), zapobiegajacej formowaniu si¢ struktur II rzgdowych ssDNA (ang. single
stranded DNA) w rejonach bogatych w guaning i cytozyng oraz poprawia wydajnos¢ ich
amplifikacji (Henke et al., 1997). W zalezno$ci od wariantu MtABCG46 w linii, startery
zostaty dobrane tak, aby amplifikowany fragment zawieral sekwencj¢ kodonu thumaczonego
na aminokwas w pozycji 562 (dla linii/wariantow F562A, F562L, F562I oraz F562Y) lub na
aminokwas w pozycji 1213 (dla linii/wariantéw Y1213A 1 Y1213F). Dla linii zawierajacej
sekwencje¢ kodujaca natywne biatko sprawdzono sekwencje dla obu pozycji. Sktad mieszaniny
reakcyjnej, profil temperaturowo-czasowy oraz sekwencje oligonukleotydow przedstawiono w
tabelach 2.4.1 — 2.4.3. Gotowe produkty PCR poddano oczyszczaniu za pomocg zestawu DNA
Clean & Concentrator™ (D4005, Zymo Research), zgodnie z instrukcja zataczona przez
producenta. Uzyskane produkty zostaly przesekwencjonowane przez firm¢ Genomed.
Do analizy wynikéw sekwencjonowania wykorzystano narzedzie Seqman oprogramowania

LaserGene7.
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Tabela 2.4.1. Sktad mieszaniny kolonijnej reakcji PCR

Skladnik Objetos¢ Stezenie koncowe
matryca 2 ul -
starter 1 (10 pM)* 0,75 ul 0,3 uM
starter 2 (10 pM)* 0,75 ul 0,3 uM
bufor KOD (10x) 2,5 ul 1x
dNTP (2 mM) 2,5 ul 0,2 mM
MgSO4 (25mM) 1,5 ul 1,5mM
H.0 MQ 9,5 ul -
polimeraza KOD Hot start
(U 0,5 ul 0,02 U/ul
betaina (5M) 5ul 1M
objetosé koncowa 25 ul

*Para starterow 570 i 242 dla wariantéw F562X oraz wariantu natywnego; koncowy produkt 1116pz.

Para starterow 96 i 100 dla wariantow Y 1213X oraz wariantu natywnego; koncowy produkt 1138pz.

Tabela 2.4.2. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR

Etap Temperatura Czas
Denaturacja wstepna 95°C 2 min
Denaturacja 95°C 20s
Przylgczanie starterow 60/61°C* 10s x 30 cykli
Wydtuzanie 70°C 22s
Wydtuzanie koncowe 70°C 5 min

* 60°C dla pary starteréw 570 i 242; 61°C dla par sstarteréw 96 i 100

Tabela 2.4.3. Sekwencje starterow wykorzystanych do reakcji PCR

Nazwa Sekwencja Tm [°C]
570_ABCG46_R 5'- GGA GCA AGG TGT TAC AGA -3' 56,7
242_ABCG46_F 5-CGT ACC ATT TGA CAAGACG -3 59,7
96_ABCG46__ R 5-CCAATATGG TGG AGATCG TA -3 60,2
100_ABCG46_F 5-CTCTAGTTG GTT TGC CTG G -3' 60,4
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e Ilosciowa i jako$ciowa analiza otrzymanego DNA i RNA

Analize ilosciowa kwasow  nukleinowych

przeprowadzono

przy

pomocy

spektrofotometru Nano Drop One (Thermo Scientific). Na podstawie wspotczynnika

absorbancji Azeo/ A28 okreslono stopien zanieczyszczenia prob biatkami. Warto$¢ spotczynnika

Ao/ A2z informowata o zanieczyszczeniu prob m. in. etanolem lub polisacharydami. Jako$¢

wyizolowanego RNA oraz poprawng dtugos¢ produktow PCR oceniano rowniez za pomoca

rozdziatu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym, zawierajagcym barwnik fluorescencyjny

Gel View (1,5 ul/100 ml, Novazym), w buforze 1x TAE (Tab. 2.5). Elektroforez¢ prowadzono

przy napigciu 90 V. Do analizy rozdzialu wykorzystano transiluminator ChemiDoc XRS

System (Bio-Rad). Do oceny wielko$ci amplifikowanych produktéw uzyto marker Gene Ruler

1kb (Fermentas).

Tabela 2.5. Sktad buforu do elektroforezy TAE 1x

Skladnik Ilos¢ (na11) Stezenie koncowe
Tris 4,84 g 40 mM
Kwas octowy 1,2ml 20 mM
EDTA 0,372¢g 1mM
Wykorzystano 0,5 M roztwor EDTA o pH 8,0 —2 ml/1 1
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2.2. Heterologiczny system ekspresji i agroinfiltracja liSci Nicotiana benthamiana do
izolacji blon (AtABCG36)

Wykorzystane bakterie Agrobacterium tumefaciens GV3101, nasiona Nicotiana
benthamiana, oraz konstrukcje genetyczne zawierajace: (i) sekwencje cDNA AtABCG36
z przytaczong sekwencja kodujaca GFP lub (ii) sekwencje kodujaca wirusowe biatko p19,
thumigce postranskrypcyjne wyciszanie genow (nazywane dalej wektorem RK19)(Silhavy et
al., 2002) pochodzity z kolekcji odwiedzanego laboratorium Dr Markusa Geislera na Wydziale
Biologii Uniwersytetu we Fryburgu, w Szwajcarii. Badania skupione na transporterze ABCG36
z Arabidopsis thaliana prowadzono w ramach stazu zagranicznego, we wspotpracy

z doktorantem Jianem Xia.

2.2.1. Uprawa ros$lin Nicotiana benthamiana

Nasiona Nicotiana benthamiana wysiano do doniczek o pojemnosci 0,5 1, zawierajacych
ziemi¢ 1 umieszczono w pomieszczeniach fitotronowych w kontrolowanych warunkach:
temperatura 25°C, natezenie $wiatta 250 umol m? s, wilgotno$é 60%, fotoperiod - 16h
dzien/8h noc. Po 2 tygodniach pojedyncze siewki przeniesiono indywidualnych doniczek

i hodowano przez kolejne 3 tygodnie.

2.2.2. Agroinfiltracja liSci tytoniu z uzyciem A. tumefaciens

Do szklanych kolb dodano 30ml pozywki ptynnej YEP z antybiotykiami selekcyjnymi
I zaszczepiono bakteriami A. tumefaciens z konstrukcja genowa zawierajaca CONA AtABCG36
lub antywyciszajacy wektor RK19 (Silhavy et al., 2002). Hodowle prowadzono przez noc
w temperaturze 28°C. Po tym czasie komorki bakteryjne przeniesiono do probéwek typu Falcon
(50 ml) i zwirowano z predkoscig 5 000 rpm przez 15min, w temperaturze pokojowej.
Uzyskany osad zawieszono w buforze do agroinfiltracji (tab. 2.6) tak, aby uzyska¢ ODeoo = 0,8
w objetosci okoto 30ml. W kolejnym etapie bakterie inkubowano z mieszaniem przez 3h

w temperaturze pokojowej. Po inkubacji bakterie posiadajagce AtABCG36 wymieszano
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z bakteriami posiadajacymi wektor Rk19 w proporcji 2:1, zostawiajac czg$¢ bakterii

z wektorem RK19 jako kontrolg. Mieszaning przeniesiono do strzykawki pozbawionej igly,

za nastepnie wstrzyknigto jg do lisci od ich spodu tak, aby wnikneta do catosci liscia (2 — 3

liscie na rosling). Po 3 dniach nastrzykiwane li§cie zebrano.

Tabela 2.6. Sktad buforu do agroinfiltracji

(150 mM, w DMSO)

Skladnik Ilo$¢ (na 100 ml) Stezenie koncowe
MgCl: (3 M) 0,333 pl 10 mM
MES-KOH (pH5,6 ; 1M) 1ml 10 mM
Acetosyringon
100 pl 150 uM

Ekspresje AtABCG36 potwierdzano rutynowo poprzez mikroskopi¢ konfokalng oraz Western
blot z przeciwciatami anty-AtABCG36 (Agrisera, AS09 471) (Aryal et al., 2019; Matern et al.,

2019).
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2.3. Otrzymywanie izolatéw blon komérkowych i ocena jakoSci

Izolacje przeprowadzano z pomocq dr inz. Wandy Biafej-Leonhard.

2.3.1. Izolacja bton komérkowych

Frakcje blonowe izolowano z komodrek Nicotiana tabacum BY2 uzyskanych poprzez
ptynne hodowle zawiesinowe lub agroinfiltrowanych lici Nicotiana benthamiana. 12g
zamrozonego materialu wstepnie roztarto przy pomocy mozdzierza, w obecnosci cieklego
azotu. Nastepnie kontynuowano ucieranie na lodzie, wlewajac do mozdzierza 40 ml buforu
do homogenizacji (tab. 2.7), do ktoérego uprzednio dodano koktajl inhibitorow proteaz
(cOmplete™; Roche) oraz PMSF (Fluorek fenylometylosulfonylu), az do uzyskania ptynnego,
homogennego roztworu. Homogenat przeniesiono do probowki typu Falcon (50ml) i wirowano
z predkoscia 5000 G przez Smin, w temperaturze 4°C (Eppendorf 5804R). Nastgpnie
supernatant przeniesiono do nowej probéwki i wirowano 10 000 G przez 5min, w temperaturze
4°C. W kolejnym etapie supernatant przeniesiono do probowek Beckman i wirowano
z predkoscig 75 000 G przez 1,5h, w temperaturze 4°C (Beckman Coulter Avanti JXN-26, rotor
JA-25.50). Uzyskany osad zawieszono przy pomocy pedzelka w 2 ml buforu do zawieszania
frakcji btonowej (tab. 2.8).

Tabela 2.7. Sktad buforu do homogenizacji

Skladnik Stezenie koncowe
Sorbitol 250 mM
Tris-HCI 50 mM
EDTA 2mM
DTT* 0,1%
PVP* 0,6%
PMSF w etanolu 0,1 M* 1 mM
Inhibitory proteaz (cOmplete™; Roche)* 1 tabletka na 100ml buforu
Ustalono pH 8,0 i autoklawowano
* dodawane bezposrednio przed izolacja
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Tabela 2.8. Sktad buforu do zawieszania frakcji blonowej

Skladnik Stezenie koncowe
Sacharoza 0,33 M
KH2PO4 5mM
KClI 3mM
sacharoza 10%
Ustalono pH 7,8 i sterylizowano przez filtracje

2.3.2. Wzbogacanie frakcji btony komérkowej

W celu zwigkszenia udziatu frakcji btony komoérkowej, a tym samym réwniez iloSci
badanego biatka w preparatach zastosowano dodatkowo etap frakcjonowania bton oparty
o uktad dwufazowy glikol polietylenowy — dekstran (Larsson et al., 1987). Przygotowano
mieszaning dwufazowa (tab. 2.9), ktérg po doktadnym wymieszaniu rozporcjowano po 6 ¢
w probowkach typu Falcon (15 ml) 1 zostawiono na noc z ciggtym mieszaniem w temperaturze
4°C. Do kazdej probowki dodano 2 g $wiezo uzyskanego izolatu blonowego i1 dobrze
wymieszano, a nastgpnie wirowano z predkoscig 1500 rpm przez 10min w temperaturze 4°C
(Eppendorf 5804R). Nastgpnie przeniesiono gorng faze do nowej probdéwki typu Falcon (50ml)
i rozcienczono czterokrotnie z wykorzystaniem buforu do rozcienczania (tab. 2.10). Uzyskang
mieszaning przeniesiono do probowek Beckman i wirowano z predkoscig 75 000 G przez 2h,
w temperaturze 4°C (Beckman Coulter Avanti JXN-26, rotor JA-25.50). Uzyskany osad
zawieszono pedzelkiem w 100 — 300 pl buforu do zawieszania frakcji blonowe;j (tab. 2.7), lub
buforu STED10, w =zalezno$ci od przeznaczenia materiatu (tab. 2.11). Wzbogacanie
przeprowadzono jedynie dla izolatow z komorek BY?2.

Tabela 2.9. Sktad mieszaniny dwufazowe;j

Skladnik Mo$¢ (na 100g) Stezenie koncowe % (w/w)
Dekstran 20% 42,679 8,5%
Glikol polietylenowy 40% 21,33 ¢g 8,5%
Sacharoza 11,3 ¢ 11,3%
KH2PO4 (0,2M, pH 7,8) 2,5ml 0,068%
KCI (1M) 303,7 wl 0,023%
woda Do 100 g -
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Tabela 2.10. Sktad buforu do rozcienczania

Skladnik Stezenie koncowe
Sacharoza 0,33 M
Tris 0,1M
Ustalono pH 7,8 i sterylizowano przez filtracj¢

Tabela 2.11. Sktad buforu STED10

Skladnik Stezenie koncowe
Sacharoza 10% (wiv)
Tris-HCI pH 7,6 10 mM
EDTA 10 mM
DTT 1 mM
Ustalono pH 7 i autoklawowano

e Oznaczanie st¢zenia biatka metoda Bradforda

Stezenie bialka w uzyskanych z izolacji frakcji blonowych probach oznaczono
na podstawie reakcji z odczynnikiem Bradford (Bio-Rad 5000205). W tym celu sporzadzono
krzywa wzorcowa z wykorzystaniem roztworu surowiczej albuminy bydlecej (ang. Bovine
serum albumine, BSA) w 7 st¢zeniach: 0 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml,
1,5 mg/ml, 2 mg/ml. Préby przygotowano, dodajac do 798 ul wody 2 ul analizowanej proby
oraz 200 pl odczynnika Bradford (5X). Po 5 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej
zmierzono absorbancje¢ przy dlugosci fali A=595 nm za pomoca spektrofotometru Nano Drop
One (Thermo Scientific). Proby rozcieficzono w zaleznosci od przeznaczenia (1 pg/ul dla

testow aktywnosci ATPazowych i analizy western blot, 4 pg/ul dla eksperymentdw transportu).
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2.3.3. Analiza western blot

e Rozdziat elektroforetyczny biatek w warunkach denaturujacych

Do 20 ul proby o stezeniu 1 pug/ul dodano 3x stezony bufor do rozpuszczania prob

biatkowych SBB (Tab. 2.12) a nastepnie inkubowano przez 15min w temperaturze 37°C.

Po tym czasie proby zwirowano z predkosciag 13 000 rpm przez Smin. Supernatanty oraz marker

wielkosci wprowadzono w kieszonki przygotowanego wczesniej zelu poliakrylamidowego

(Tab. 2.13) i przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w warunkach denaturujacych SDS-

PAGE (ang. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide Gel Electrophoresis). Elektroforeze

prowadzono w buforze elektroforetycznym Laemmli’ego (Tab. 2.14), przy napigciu 240 V

przez okoto 45 min (do momentu wyptynigcia barwnika z zelu). Elektroforezg przeprowadzono

przy uzyciu zestawu Mini Protean firmy Bio-Rad.

Tabela 2.12. Sktad buforu do rozpuszczania prob biatkowych SBB (3x)

Skladnik Ilo$¢ (na 20 ml)
1M Tris-HCI pH 6,8 4,8 ml
SDS 1249

Glicerol 100%

Blekit bromofenolowy

0,003 g

Bezposrednio przed uzyciem dodano DTT

Tabela 2.13. Sktad zelu poliakrylamidowego

Skladnik Zel rozdzielajacy 10% | Zel zageszczajacy 5%
Poliakrylamid (roztwor 40% 19:1; Roth) 2,5ml 500 pl
1,5M Tris pH 8,8 2,5ml -
1M TrispH 6,8 - 500 pl
10% APS 100 pl 40 pl
10% SDS 100 pl 40 pl
TEMED 4 ul 4 ul
H.0 MQ 4,8 ml 2,92 ml

52



Tabela 2.14. Sktad buforu Laemmli (1x)

Skladnik Stezenie koncowe
Tris 0,025 M

Glicyna 0,192 M
SDS 0,1%

o Elektrotransfer typu Semi-Dry (p6tsuchy)

Dwie bibuly do elektrotransferu (Bio-Rad) zanurzono w pojemniku z buforem
do elektrotransferu (Tab. 2.15). Membrang PVDF (Immobilon P, Millipore) aktywowano
poprzez przeptukaniec w 100% metanolu a nastepnic umieszczono Ww buforze
do elektrotransferu. W urzadzeniu do elektrotransferu (Bio-rad Trans-blot SD Semi-Dry
Transfer Cell) utozono kolejno: bibute, membrang, zel, bibutg. Stos polano niewielka ilo$ciag
buforu i doci$nigto wateczkiem aby usuna¢ pgcherzyki powietrza. Elektrotransfer prowadzono

przy napigciu 22 V przez 1 h.

Tabela 2.15. Sktad buforu do elektrotransferu

Skladnik Stezenie koncowe
Tris 48 mM
Glicyna 39 mM
Metanol 10%
SDS 0,0375%

e Hybrydyzacja Western blot

Po elektrotransferze membrang umieszczono w buforze do przemywania (Tab. 2.17)
1 ptukano przez 15 min, w temperaturze pokojowej, z wytrzasaniem 30 rpm. Kolejnym krokiem
byta inkubacja membrany w buforze do blokowania (Tab. 2.18), przez noc w temperaturze 4°C.
Nastepnie zndéw przeptukano membrang przy pomocy buforu do przemywania. Tak
przygotowang membran¢ inkubowano w roztworze z poliklonalnymi przeciwciatami
pierwszorzgdowymi specyficznymi dla MtABCG46 (Eurogentec)(Banasiak et al., 2013)

(rozcienczone 1:5000 w buforze 1x TBS, Tab. 2.16), lub pierwszorzedowymi przeciwciatami
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specyficznymi dla H*ATPaz (rozcienczone 1:10000) (Morsomme et al., 1998), przez 1 h
W temperaturze pokojowej, z wytrzagsaniem 30 rpm. Po dwukrotnym przeptukaniu buforem
do przemywania, membrane¢ inkubowano w roztworze z przeciwciatami drugorzedowymi
antykroliczymi IgG (rozcienczenie 1:15000)(Sigma), sprzgzonymi z alaliczng fosfataza.
Po inkubacji membran¢ przeptukano czterokrotnie w buforze do przemywania. Membrang
umieszczono w roztworze zawierajagcym substraty dla alkalicznej fosfatazy BCIP oraz NBT
(SigmaFAST) i inkubowano w ciemnos$ci do momentu pojawienia si¢ barwnych prazkow.

Reakcje zatrzymano poprzez przeniesienie membrany do pojemnika z wodg.

Tabela 2.16. Skiad buforu TBS (10x)

Skladnik Stezenie koncowe
Tris 200 mM
Glicyna 1,37 M
pH 7,6

Tabela 2.17. Sktad buforu do przemywania

Skladnik Stezenie koncowe
TBS 10x 1x
Tween 80 0,1%

Tabela 2.18. Sktad buforu do blokowania

Skladnik Stezenie koncowe

TBS 10x 1x

Tween 80 0,5%
odtluszczone mleko w proszku 3%
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2.4. Biochemiczne eksperymenty transportu

Eksperymenty transportu oraz analize HPLC/MS przeprowadzono we wspotpracy
z dr inz. Wandq Bialq-Leonhard, wykorzystana aparatura HPLC/MS zostata udostgpniona w
ramach Pracowni Spektrometrii Mas ICHB PAN.

2.4.1. Ocena szczelnos$ci pecherzykow blonowych (test ACMA)

Szczelno$¢ spontanicznie formujacych sie¢ w wyniku izolacji pecherzykow blonowych
sprawdzono za pomocg testu ACMA. Odczynnik 9-amino-6-chloro-2-metoksyakrydyna
(ACMA, Invitrogen A1324), wykorzystywany podczas reakcji, jest fluorescencyjnym
zwigzkiem przenikajacym blony komorkowe, ktorego fluorescencja gaszona jest w przypadku
wystepowania gradientu pH po dwoch stronach blony. Dodanie ATP do mieszaniny reakcyjne;j
uruchamia pompy protonowe obecne w btonach komorkowych, co w przypadku szczelnych
pecherzykow prowadzi do zakwaszenia Srodowiska wewngtrznego, a tym samym do
wygaszenia sygnatlu fluorescencji ACMA (Wielandt et al., 2016). Test polegal na pomiarze
fluorescencji mieszaniny reakcyjnej (Tab. 2.19), przy wzbudzeniu 419 nm, a nast¢gpnie dodaniu
do proby ATP (5 mM). Ponownie wykonano pomiar fluorescencji przy zachowaniu tych
samych parametréw (wzbudzenie 419 nm, typ widma EM, zakres skanowania 439-318 nm,

przestona 10 nm) (spektrofluorofotometr Shimadzu RF5301PC).

Tabela 2.19. Sktad mieszaniny reakcyjnej testu ACMA

Skladnik Stezenie koncowe
(NH4)SO4 25 mM
MgCI2 6 mM
ACMA 4 uM
frakcja blonowa (OD=5) 50 pl
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2.4.2. Eksperymenty transportu

Transport  likwiritigeniny,  kwasu  p-kumarowego, izolikwiritigeniny  oraz
7,4’dihydroksyflawonu (extrasynthase) zbadano w oparciu o izolaty frakcji blonowej komoérek
BY2 nadekspresjonujacych warianty MtABCG46. Schematyczny przebieg doswiadczenia
zilustrowano na rycinie 4.10. Dla kazdego analizowanego zwigzku przygotowano dwie
mieszaniny reakcyjne: (i) zawierajagcg ATP oraz (ii) pozbawiong ATP (tab. 2.20). Reakcje
rozpoczynano poprzez dodanie pecherzykéw o koncowym stezeniu 0,52 mg/ml do mieszaniny
reakcyjnej zawierajacej potencjalny substrat o stezeniu 750 uM, a takze kinaze¢ kreatynowa
i fosfokreatyne, ktore zapewniaty stato$¢ stezenia ATP w czasie poprzez regeneracj¢ ADP do
ATP. W przypadku kompetycji transportu mieszanina zawierata jednocze$nie likwiritigening
jak i kwas p-kumarowy (w réwnym st¢zeniu 750 pM). Po 3 minutach inkubacji w 24°C
z wytrzasaniem 300 rpm, proby w objetosci 300 ul zebrano poprzez odfiltrowanie na filtrze
nitrocelulozowym (0,45 pm, Millipore) i przeplukanie 10 ml schtodzonego buforu
do transportu pozbawionego ATP (tab. 2.21). Filtry suszono na bibule przez godzing
w temperaturze pokojowej, a nastepnie przeniesiono do indywidualnych butelek zawierajacych
po 1ml 80% metanolu z 0,1% dodatkiem kwasu mrowkowego 1 inkubowano przez 45 minut

w temperaturze pokojowej.

Aby wyekstrahowa¢ analizowane zwigzki, 680ul proby przeniesiono do probowek typu
Eppendorf (2ml), dodano mieszaning chloroform:woda w proporcjach 1:0,25 objetosci proby,
zworteksowano a nastgpnie wirowano przez 30 min z predkoscia 13 200 rpm. W kolejnym
etapie supernatant przeniesiono do szklanych probéwek i wysuszono (Thermo Scientific Savant
SPDI21P SpeedVac Concentrator). Wysuszone proby rozpuszczano w 80% metanolu

1 poddawano analize¢ HPLC/MS.

Tabela 2.20. Sktad mieszaniny reakcyjnej w eksperymentach transportu

+ATP -ATP
Skladnik Stezenie koncowe Stezenie koncowe
Bufor do transportu 1 x (+ATP) 1x
MgCI2 1 mM 1mM
Analizowany zwigzek 750 pM 750 pM
Kinaza kreatynowa 0,1 mg/ml 100 mg/ml
Fosfokreatyna 10 mM 10 mM
pecherzyki btonowe 0,52 mg/ml 0,52 mg/ml
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Tabela 2.21. Sktad buforu do transportu

Skladnik Stezenie koncowe

Sacharoza 10% (wiv)

Tris-HCI 10 mM
EDTA 10 mM
ATP* 4 mM

Ustalono pH5

*Tylko dla prob +ATP

2.4.3. Analiza HPLC/MS

Analizy LC/MS zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem systemu LC/ESI/MS. System

chromatograficzny UPLC Aquity firmy Waters byt sprzezony ze spektrometrem mas

micrOToF-QII firmy Bruker Daltonics. Parametry pracy uktadow przedstawiono w tabelach

2.2212.23.

Tabela 2.22. Waters UPLC Aquity- parametry pracy

Uklad Waters UPLC Aquity

Sposdb wprowadzania proby

Automatyczna komora nastrzyku

Kolumna

Poroshell 120-EC-C18 (Agilent)

Wymiary kolumny

2,1 x 100 mm, $rednica ziaren 2,7 pm

Temperatura kolumny 35°C
Objetos¢ nastrzyku Sul
Przeptyw 0,6 ml/min
Temperatura proby 10°C
Czas rozdziatu 25 min

S7



Tabela 2.23. Bruker Daltonics micrOToF-QII — parametry pracy

Uklad micrOToF-Qll
Zrédto jonow ESI
Analizator Qo-ToF
Napigcie w zrodle jonow +/- 4,5 kV
Temperatura zrodta 220°C
Gaz nebulizujacy Azot 1,2 bara
Przeptyw gazu suszacego 8 I/min
Rozdzielczoé¢ uktadu 15000 FWHM (przy 200 m/z)
Zakres rejestrowanych mas 50-1200 m/z
Kalibracja aparatu Zewnetrzna i wewnetrzna — klastrami mréwczanu sodu
Program do analizy danych Data Analysis 4.0

Faze ruchomg stanowity mieszaniny:
- Faza A —99,5% H>0, 0,5% kwas mréwkowy (v/v)
- Faza B — 99,5 % acetonitryl, 0,5% kwas mréwkowy (v/v)

Gradient fazy ruchomej umieszczono w tabeli 2.24.

Tabela 2.24. Gradient fazy ruchomej wykorzystany przy analizach HPLC/MS

Minuty % A % B
0 90 10
5 70 30
12 70 30
13 5 95
15 5 95
18 90 10
25 90 10

Objetos¢ wycieku z kolumny zostata rozdzielona w stosunku 3:2 (split postkolumnowy), do

zrodta jondw proba byta wprowadzana z predkoscig przeptywu 0,2 ml/min.
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2.5. Testy aktywnosci ATPazowej

Do testow aktywnosci ATPazowej wykorzystano izolaty btonowe posiadajgce badany
transporter (MtABCG46 lub AtABCG36), zawieszone w buforze STED10 (tab 2.11) i stezeniu
biatka 1mg/ml. Przygotowano $wieze roztwory A i B, ktore inkubowano na lodzie przez
co najmniej godzing (tab. 2.25). Nastepnie w probowce typu Eppendorf (1 ml) sporzadzono
mieszaning reakcyjng (tab. 2.26) poprzez dodanie do buforu podstawowego (tab. 2.27)
pecherzykéw btonowych, substancji, ktorej wplyw na aktywno$¢ badano oraz zestawu
fosfoenolopirogronian — kinaza pirogronianowa, ktory zapewniat statos$¢ st¢zenia ATP w czasie
poprzez regeneracje ADP do ATP. Bezposrednio przed startem potaczono roztwory A i B
1 rozpieptowano do umieszczonej na lodzie ptytki 96 dotkowej numer 1 (po 100 pl na dotek).
Do dotkow plytki 96 dotkowej numer 2 dodano po 100 pul buforu wywotujacego (tab. 2.28).
reakcje rozpoczynano dodajac do 1 ml mieszaniny reakcyjnej 50 pl 0,33M roztworu ATP (pH
7,0) do mieszaniny reakcyjnej. Proby inkubowano w 24°C z wytrzgsaniem 300 rpm. Pomiaru
dokonywano w 3 czasach (0 min, 15 min i 30 min) poprzez dodanie 100 pul mieszaniny do 3
dotkéw ptytki numer 1 dla kazdego punktu pomiarowego. Do wyznaczenia stezenia jonoOw
fosforanowych sporzadzono krzywa wykorzystujac roztwory KH2PO4 o znanym st¢zeniu.
Po 10 minutach inkubacji proby na lodzie 133 pl mieszaniny z ptytki 1 przenoszono na plytke
2. Pomiaru absorbancji o dtugosci fali (A=840 nm) dokonywano po inkubowaniu prob przez
godzing na plytce numer 2 (Hidex Sense microplate reader). Wynik dla kazdego punktu
pomiarowego usredniano z trzech dotkow. Z 3 punktow czasowych wyznaczano krzywa,
na podstawie ktorej ustalano aktywnoéé ATPazowa (nmol jonéw fosforanowych * min? *

mg* biatka).

Tabela 2.25. Sktad roztworow A i B

Roztwér Skladnik Stezenie koncowe
Kwas askorbinowy 0,17 M
Roztwor A (25ml) HCI 05M
SDS 0,1%
Roztwér B (2,5 ml) Heptamolibdenian amonu 60 mM
Inkubowano na lodzie
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Tabela 2.26. Sktad mieszaniny reakcyjnej testow ATPazowych

Skladnik

Stezenie koncowe

Bufor podstawowy 1x
pecherzyki btonowe 0,06 mg/ml
Analizowany zwigzek* 0-100 uM
Ortowanadan sodu (inhibitor)* 1 mM
fosfoenolopirogronian 10 mM
kinaza pirogronianowa 0,44 mg/ml

* W zaleznosci od proby

Tabela 2.27. Sktad buforu podstawowego do testow ATPazowych

Skladnik Stezenie koncowe
MOPS 20 mM
MgSO, 8mM
KNOs 10 mM
NaN3 4 mM

Na,MoO4 0,25 mM

Ustalono pH 7,0

Tabela 2.28. Sktad buforu wywotujacego

Skladnik Stezenie koncowe
Metaarsenian sodu 150 mM
Cytrynian sodu 0,75 mM
Kwas octowy (lodowaty) 5% (vIv)
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2.6. Analizy filogenetyczne i modelowanie in silico

2.6.1. Stworzenie zbioru sekwencji

Zbiory sekwencji utworzono z pomocq Dr Joanny Banasiak z Zakladu Fizjologii
Molekularnej ICHB, oraz Dr Marcina Radoma z Zaktadu Bioinformatyki Strukturalnej ICHB.

Do stworzenia zbioru sekwencji pelnych roslinnych transporteréw ABCG wykorzystano
algorytm tBLASTn (Altschul et al., 1990) oraz sekwencj¢ aminokwasowg MtABCG46
do przeszukania transkryptomicznej bazy projektu tysigca roslinnych transkryptomow (1KP —
1000 transcriptomes project) (E. J. Carpenter et al., 2019). Dobierajac parametr E-value
na poziomie le-5 wyszczegdlniono 26 889 sekwencji o dtugosci powyzej 1000 aminokwasow
w obrebie wszystkich 6 ramek odczytu analizowanych przez algorytm. Nastepnie usuni¢to
powtarzajace si¢ sekwencje 1 wybrano najdtuzsze wyniki, rozpoczynajace si¢ kodonem ATG
do dalszej analizy. Stosujac  algorytm BLATp  (Altschul et al, 1990)
1 wykorzystujac znane sekwencje transporterow ABC z réznych podrodzin zidentyfikowano
sekwencje nalezace do podrodziny ABCG. Uzyskano zbiér tworzony przez 1839 sekwencji,
pokrywajacych sie w co najmniej 70% z sekwencjami pelnych transporterow ABCG (E-value
0,0), ktore wykorzystano do dalszych analiz.

2.6.2. Analizy oparte o zbior sekwencji

Celem dalszych analiz na zbiorze sekwencji wykonano dopasowanie sekwencji (MSA,
z ang. Multiple Sequence Alignment) wykorzystujac algorytm MUSCLE (Edgar, 2004),
dostepny w ramach programu MEGA X (Kumar et al., 2018).

e Przewidywanie struktury drugorzedowe;j

Do przewidywania struktury drugorzedowej pelnych roslinnych transporterow ABCG

wykorzystano serwer JPred4 (Drozdetskiy et al., 2015) oraz utworzone dopasowanie sekwencji
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ros$linnych pelnych transporterow ABCG w formacie .fasta. Serwer dostgpny jest pod adresem
http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/index up.html. Aby poréwnaé¢ otrzymany wynik
ze strukturg drugorzedowa dostepnej struktury ludzkiego homodimeru ABCG2, plik PDB 5nj3
(Taylor et al., 2017) poddano analizie lokalng wersja algorytmu Stride (Heinig & Frishman,
2004). Uzyskane w ten sposob informacje na temat struktury drugorzedowej zestawiono
na podstawie dopasowania sekwencji (algorytm MUSCLE) pelnych transporterow ABCG
Medicago truncatula (w tym MtABCG46) oraz ludzkich dimeréw ABCG (w tym homodimeru
ABCG2).

Przewidywanie helis transbtonowych w obrgbie sekwencji MtABCG46 przeprowadzono
przy uzyciu serwera CCTOP (wersja s.1.00) (Dobson et al., 2015), dostepnego pod adresem
http://cctop.ttk.hu/.

e Analizy zachowawczos$ci 1 koewolucji

Ze zbioru sekwencji po dopasowaniu algorytmem MUSCLE wyodrebniono mniejsze
zbiory, tworzone przez sekwencje przypisane gatunkom z grup filogenetycznych: zielone algi
- 66 sekwencji, Bryophytes - 205 sekwencji, Pteridophytes - 91 sekwenc;ji, jednoli$cienne - 388
1 dwuliscienne - 725 sekwencji. Analize zachowawczo$ci przeprowadzono zaréwno dla
petnego zbioru jak 1 wyodrgbnionych mniejszych zbiorow wykorzystujac serwer ConSurf,
dostepny na stronie https://consurf.tau.ac.il, z domyS$lnymi ustawieniami (statystyka
bayesowska, automatyczny dobor modelu ewolucyjnego) (Ashkenazy et al., 2016; Celniker et
al., 2013). Drzewo filogenetyczne do analizy uzyskano w ramach serwera.

Analize koewolucyjng przeprowadzono w oparciu o algorytm GREMLIN dostepny
na stronie http://gremlin.bakerlab.org, z domys$lnymi ustawieniami (Kamisetty et al., 2013;
Ovchinnikov et al.,, 2014). Do tego celu wykorzystano pelny zbior 1839 sekwencji
po dopasowaniu algorytmem MUSCLE.

Czestotliwo$¢  wystepowania aminokwasOw na danej pozycji ustalono przy
wykorzystanie zbioru sekwencji po dopasowaniu oraz narz¢dzia WebLogo3 (Crooks et al.,
2004).
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2.6.3. Modelowanie z wykorzystaniem serwera I-TASSER

Na postawie analizy struktury drugorzedowej (JPRED4) 1 porownania z dostepnymi
w tym czasie strukturami ludzkich potowicznych transporterow ABCG - heterodimeru
ABCG5/G8 (PDB: 5DO7)(J. Y. Lee et al., 2016) i homodimeru ABCG2 (PDB: 5NJ3)(Taylor
et al., 2017), sekwencje MtABCG46 podzielono na dwie czesci tak, aby odzwierciedlata dwa
potowiczne transportery. Kazda cze$¢ posiadata przewidywane sekwencje tworzace po jednej
domenie wigzacej i jednej domenie transblonowej. Z uwagi na brak analogicznych elementéw
w dostepnych strukturach biatek ABCG, bgdacych zrédiem informacji dla modelowania,
na tym etapie w sekwencji biatka pominigto pierwsze od N konca 110 aminokwaséw tancucha,
aminokwasy 784 — 803 budujace petle taczaca TMD1 z NBD2 (lacznik), oraz aminokwasy 137
— 159 tworzace wydluzong petle pomiedzy dwiema pierwszymi harmonijkami B NBDI
(i calego biatka). Tym samym do pierwszej serii modelowania wykorzystano sekwencje
kolejno od 111 do 783 dla pierwszej potowy 1 od 803 do 1428 dla drugiej potowy. Nastepnie,
wyniki analizy koewolucyjnej (GREMLIN) przekonwertowano do formy ograniczen
kontaktow (ang. contact restraints) przy pomocy wtasnego skryptu. Wykorzystujac sekwencje
oraz ograniczenia kontaktu jako dane dla serwera I-TASSER (Yang et al., 2014; Yang & Zhang,
2015) uzyskano modele struktur obu czesci modelowanego biatka. W kolejnym etapie obie
cze$ci natozono na eksperymentalnie uzyskang strukture homodimeru ABCG5/G8 (PDB:
5D0O7) przy pomocy algorytm TM-align (Y. Zhang & Skolnick, 2004). W drugiej serii
modelowania ponownie wykorzystano serwer I-TASSER, tym razem wprowadzajac uzyskang
strukture jako szablon dla sekwencji MtABCG46 zawierajacej tacznik i wydtuzong petle
w obrgbie NBD1 (111 — 1428). Jako$¢ uzyskanego modelu przeanalizowano wykorzystujac
narzgdzie PROCHECK  (Laskowski et al, 1993), dostepne na  stronie
https://saves.mbi.ucla.edu/.
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2.7. Eksperymenty w oparciu o dynamike molekularna

Wyniki oparte na dynamice molekularnej z zastosowaniem Modelu AlphaFold2 uzyskano
na podstawie eksperymentow przeprowadzonych we wspotpracy z dr Janem Brezovskim prof.
UAM oraz mgr. Carlosem Eduardo Sequeiros Borjq z Laboratorium Biomolekularnych
Interakcji i Transportu na Uniwersytecie Adama Mickiewicza. Do przeprowadzania analiz
wykorzystano zaplecze Poznanskiego Centrum Superkomputerowo-Sieciowego (PCSS),

afiliowanego przy ICHB PAN.

2.7.1. Model AlphaFold2

Wykorzystujac sekwencje MtABCG46 i narzedzie AlphaFold2 (wersja 2.1.0) (Jumper et
al., 2021), wygenerowano model struktury biatka. Jako$¢ przewidywania przeanalizowano na
podstawie wbudowanego w AlphaFold2 testu lokalnej r6znicy odleglosci (LDDT, z ang. Local
Distance Difference Test) (Mariani et al., 2013) oraz wykorzystujac narzedzie PROCHECK
(Laskowski et al., 1993). Aby ustali¢ potozenie jonéow Mg?* oraz czasteczek ATP, model
natozono na eksperymentalnie uzyskane struktury PDRS z S. cerevisiae (PDB: 6hbu) oraz
ludzki homodimer ABCG2 (PDB: 6hbu) przy pomocy algorytmu TM-align (Y. Zhang &
Skolnick, 2004) a nastepnie skopiowano koordynaty jonow Mg?*. W przypadku ATP
dodatkowo zastosowano narzedzie AutoDock Vina (wersja 1.1.2) (Trott & Olson, 2009),
i przeprowadzono dokowanie in silico, aby mozliwie najlepiej dopasowac czasteczki w obrebie
domen wigzacych nukleotyd modelu MtABCG46. Warianty modelu uzyskano zamieniajac
fenyloalaning w pozycji 562 na alanineg, leucyne i1 tyrozyne¢ za pomocg narzg¢dzia tleap

dostgpnego w ramach pakietu Amber20 (D.A. Case et al., 2020).

64



2.7.2. Dynamika molekularna

Modele biatka uprotonowano z uzyciem serwera H++ (Anandakrishnan et al., 2012)
(http://newbiophysics.cs.vt.edu/H++/), zaktadajac pH 7,0. Nastepnie struktury ulokowano
w dwuwarstwie lipidowej utworzonej z fosfatydylocholiny palmitynowo-oleinowej (POPC)
za pomocg serwera CHARMM-GUI (Brooks et al., 2009; Jo et al., 2008; J. Lee et al., 2016,
2020; Wu et al., 2014)(https://www.charmm-gui.org/). Parametry symulowanego uktadu oraz
symulacji zawarto w tabeli 2.29. Pierwszym etapem symulacji byta minimalizacja energii
uktadu (5000ns), w trakcie ktdrej nadano energetyczne ograniczenia pozycyjne biatku, ATP
i jonom Mg?* oraz dwuwarstwie lipidowej, dodatkowo ograniczonej dwusciennie. Nastepnie
przeprowadzono seri¢ krotkich etapow (Ins), w trakcie ktorych stopniowo zmniejszano
poczatkowe ograniczenia w celu zrbwnowazenia symulowanego uktadu. Po tym czasie system
poddano symulacji przez kolejne 100ns, w trakcie ktorych jedynie jony Mg?* i czasteczki ATP
zostaly ograniczone pozycyjnie. Ostatnim etapem bylo docelowe 400 ns symulacji bez
nadanych ograniczen, ktére postuzyly do analiz. Dla kazdego wariantu przeprowadzono 5
powtdrzen docelowej fazy symulacji. W tabeli 2.30 zawarto poszczegdlne etapy symulacji

i nadane ograniczenia.

Tabela 2.29. Parametry symulowanego uktadu i symulacji

Parametry symulowanego ukladu i dynamiki molekularnej

Przestrzen symulacji Szescian o dhugosci boku 130 A
Grubos¢ warstwy wody 15A
Stezenie KCI 01M
Model obliczeniowy wody OPC (lzadi et al., 2014)

Amber20 (D.A. Case et al., 2020) z implementacjg

Silnik symulacji
GPU (le Grand et al., 2013)

Model obliczeniowy pola sitowego dla
biatka

Ff19SB (Tian et al., 2020)

Model obliczeniowy pola sitowego dla L
lipid17 (D.A. Case et al., 2020)

warstwy POPC
Parametry dla molekut ATP Na podstawie (Meagher et al., 2003)
Klatka symulacji Co 0,2 ns
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Tabela 2.30. Etapy symulacji i nadane ograniczenia energetyczne

Dwuscienne
Pozycyjne ograniczenia energetyczne ograniczenie
. Czas symulacji [Kcal/mol] energetyczne
Etap symulacji [ns] [Kcal/mol]
. Dwuwarstwa Dwuwarstwa
Bialko . ..
lipidowa lipidowa
Minimalizacja 5000 10 2,5 250
Réwnowazenie 1 1 10 2,5 250
Réwnowazenie 2 1 5 2,5 100
Rownowazenie 3 1 2,5 0 50
Rownowazenie 4 1 1 0,5 50
Rownowazenie 5 1 0,5 0,1 25
Rownowazenie 6 1 0,1 - -
Koncowe 100 . . .
rownowazenie
Etap analizy 400 - - -

2.7.3. Analizy in silico wariantow modelu MtABCG46

e Identyfikacja tunelu prowadzacego do kieszeni centralnej

Do identyfikacji tunelu prowadzacego do kieszeni centralnej wykorzystano narzedzie
CAVER (wersja 3.0)(Chovancova et al., 2012), ustalajac punkt w rownej, najmniejszej
odlegtosci od pozycji 562, 566, 1213 i 1217 biatka jako miejsce startowe dla kulistej sondy
o promieniu 0,9 A. Nastepnie wykorzystano narzedzie TransportTools (wersja
0.9.0)(Brezovsky et al., 2022) do analizy poréwnawczej otrzymanych sieci tuneli. Otrzymane
w natywnym biatku tunele zgrupowano (ang. clustering) z parametrem punktu odcigcia
ustawionym na 0,5A. W przypadku poréwnywania wszystkich wariantow biatka parameter
punktu odcigcia zmieniono na 2A. Tunele z grupy wybranej na podstawie lokalizacji wyjscia,
dtugosci 1 szerokos$ci najwickszego zwezenia (ang. Bottleneck) posortowano wedlug
najwickszego zwezenia. 100 najszerszych wynikow wybrano do analizy barier energetycznych

dla migrujacych molekut.
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e Analiza dostepu molekut do kieszeni centralnej wariantow

Przy pomocy narz¢dzia CaverDock (wersja 1.1)(Vavra et al., 2019) zmierzono
mozliwo$¢  dostepu  likwiritigeniny,  kwasu  p-kumarowego, izolikwiritigeniny
1 7,4’dihydroksyflawonu do kieszeni centralnej wszystkich badanych wariantow MtABCG46
(natywne biatko, F562A, F562L 1 F562Y). Struktury molekut pobrano z bazy PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)(tab. 2.31). Nastepnie wykorzystywane w eksperymencie
zwigzki oraz modele biatka przygotowano poprzez zestaw narzedzi MGLTools
(wersja 1.5.6) (Morris et al, 2009) oraz skrypt prepare_receptord.py
(https://www3.mpibpc.mpg.de/groups/de_groot/dseelig/adplugin.html) z ustawieniami
domys$lnymi. Wyniki CaverDock przeanalizowano wykorzystujac skrypty wilasne

Laboratorium Biomolekularnych Interakcji i Transportu UAM.

Tabela 2.31. Numer akcesyjne wykorzystanych molekut w bazie PubChem

Molekuta Numer akcesyjny CID
Likwiritigenina 114829
Kwas p-kumarowy 637542
Izolikwiritigenina 638278
7,4’dihydroksyflawon 5282073

e Pozostate analizy

Do uzyskania wynikéw RMSD oraz RMSF (z ang. Root Mean Square Fluctuation,
pierwiastek ze $redniego kwadratu fluktuacji, zaleznego od czasu odchylania pozycji atomu
od wartosci $redniej) dla cigzkich atomow obu wariantéw MtABCG46 (uzyskany przy pomocy
serwera I-TASSER oraz model AlphaFold2), symulacje przeanalizowano modutem cpptraj
(Roe & Cheatham, 2013), bedacego czgscig zestawu Amber20.

Do analizy transbtonowych helis 2, 5, 8 i 11, tworzacych wejscie tunelu wykorzystano
HELANAL be¢dacego modutem narzedzia MDAnalysis (wersja 2.0.0) (Gowers et al., 2016;
Michaud-Agrawal et al., 2011).
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2.8. Spis wykorzystanego oprogramowania i narzedzi internetowych

Nazwa

. Strona internetowa Referencje
narzedzia
AlphaFold2(wer ) .

5ja 2.1.0) https://alphafold.ebi.ac.uk/ Jumper et al 2021

Amber20 https:/fambermd.org D.A. Case et al., 2020

Autodock
Vina(wersja https://vina.scripps.edu/ Trott and Olson 2010

1.1.2)

BLASTp https://blast.ncbi.nlm.nih.gov Altschul et al., 1990
CAVER 3.0 https://www.caver.cz/ Chovancova et al., 2012
CaverDock https://loschmidt.chemi.muni.cz/caverdock/ Vavra et al., 2019
(wersja 1.1)

CCTS(iPOv(\;erSJa http://cctop.ttk.hu Dobson et al., 2015
Brooks et al., 2009; Jo et al., 2008; J.
CHARMM-GUI https://www.charmm-gui.org/ Lee et al., 2016, 2020; Wu et al.,
2014
ConSurf https://consurf.tau.ac.il Ashkenazy etaTl"Z%%G; Celniker et
. . Kamisetty et al., 2013; Ovchinnikov
GREMLIN http://gremlin.bakerlab.org etal., 2014
H++ http://newbiophysics.cs.vt.edu/H++/ Anandakrishnan et al., 2012
ITASSER https://zhanggroup.org/lI-TASSER/ Yangetal, 20;3;15\(&“9 & Zhang,
Jpreda http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/index_ Drozdetskiy et al., 2015
up.html
LaserGene7 https://www.dnastar.com/software/lasergene/
LDDT https://swissmodel.expasy.org/lddt Mariani et al., 2013
MDAnalysis(wer httos://www.mdanalvsis.ora/ Gowers et al., 2016; Michaud-
sja 2.0.0) ps: ' ysis.org Agrawal et al., 2011
MegaX https://www.megasoftware.net/ Kumar et al., 2018
MGLTools . . .
(wersja 1.5.6) https://ccsb.scripps.edu/mgltools/ Morris et al., 2009
MUSCLE Edgar, 2004
PROCHECK https://saves.mbi.ucla.edu/ Laskowski et al., 1993
Pymol https://pymol.org Delano, 2002
Stride http://webclu.bio.wzw.tum.de/stride/ Heinig & Frishman, 2004
tBLASTN https://blast.nchbi.nlm.nih.gov Altschul et al., 1990
TM- align https://zhanggroup.org/TM-align/ Y. Zhang & Skolnick, 2004

TransportTools

https://github.com/labbit-eu/transport_tools

Brezovsky et al., 2022

WebLogo3

https://weblogo.threeplusone.com/

Crooks et al., 2004
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3. Cel pracy

Glownym celem pracy byla identyfikacja molekularnych determinant stojacych
za selektywnym transportem kwasu p-kumarowego i likwiritigeniny przez biatko ABCG46

z Medicago truncatula. Jego realizacje podzielono na nast¢pujace etapy:

e Stworzenie modelu struktury MtABCG46 metodami in silico

e Wykorzystanie informacji strukturalnych oraz analiz filogenetycznych do wyodrgbnienia
aminokwaséw potencjalnie kluczowych dla selektywnego transportu

e Ukierunkowana mutageneza i analiza biochemiczna wariantow mutacyjnych MtABCG46

e Zbadanie wptywu modyfikacji MtABCG46 na to biatko i pelniony przez nie transport
z wykorzystaniem symulacji dynamiki molekularnej we wspotpracy z Laboratorium
Bimolekularnych Interakcji i Transportu na Uniwersytecie Adama Mickiewicza

w Poznaniu.

Dodatkowym celem mojej pracy byto sprawdzenie korelacji migdzy transportem
a stymulacjg aktywnosci ATPazowej u roslinnych petnych transporterow ABCG w oparciu
0 MtABCG46 oraz ABCG36 z Arabidopsis thaliana.
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4. Wyniki

Prowadzone wczesniej w Zakladzie Fizjologii Molekularnej Roslin ICHB PAN
(Banasiak et al., 2013; Biata et al., 2017) badania pokazaly, ze MtABCG46 transportuje kwas
p-kumarowy i likwiritigening, jednoczes$nie nie transportujac innych, pokrewnych chemicznie
molekut ze szlaku fenylopropanoidowego, takich jak np. izolikwiritigenina czy

7,4’-dihydroksyflawon.

Specyficzno$¢ substratowa roslinnych pelnych transporteréw ABCG jest zagadnieniem,
ktore nie bylo jak dotad badane na poziomie molekularnym. W niniejszej pracy postanowiono
wykorzysta¢ kompleksowe potaczenie metod bioinformatycznych do racjonalnego
zaprojektowania mutacji, a nastgpnie przeprowadzenia eksperymentéw biochemicznych
I dynamiki molekularnej do identyfikacji i proby zrozumienia molekularnych podstaw

selektywnego transportu kwasu p-kumarowego i likwiritigeniny przez MtABCG46.
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4.1. Modelowanie in silico MtABCG46

W momencie rozpoczynania prac niedostepne byly zadne wysokorozdzielcze dane
strukturalne dotyczace pelnych transporterow ABCG. Przeprowadzono analizy struktury
drugorzedowej oparte o zbior 1856 sekwencji pelnych roslinnych transporterow ABCG
uzyskanych poprzez ekstrakcje z bazy danych projektu ,,1K transcriptomes project” (Leebens-
Mack et al.,, 2019), ktore pokazaty, iz ta grupa bialek charakteryzuje si¢ wysokim
podobienstwem strukturalnym do ludzkich potowicznych transporterow ABCG takich jak
heterodimer ABCG5/G8 (PDB: 5DO7), czy homodimer ABCG2 (PDB: 5NJ3) bedace
w tamtym czasie jedynym zrodtem informacji dotyczacych struktury eukariotycznych
transporterow ABCG (J. Y. Lee et al., 2016; Taylor et al., 2017)(ryc. 4.1, zalacznik 1).
Co wiecej, na podstawie heterodimeru ABCG5/G8 zaobserwowano, iz pomimo niskiego
stopnia identyczno$ci pomigdzy sekwencjami ABCGS oraz ABCG8 (~28%), oba monomery
charakteryzuja sie duzym podobienstwem strukturalnym (RMSD = 2A; RMSD — Root Mean
Square Deviation, z ang. pierwiastek ze S$redniego kwadratu odlegltosci pomiedzy
odpowiadajacymi sobie elementami optymalnie natozonych struktur przestrzennych; miara
uzywana do oceny podobienstwa struktur biatkowych) (J. Y. Lee et al., 2016). Na tej podstawie
przyjeto, iz opublikowane struktury potowicznych transporterow ABCG mogg zostaé
wykorzystane do modelowania in silico, czyli wykorzystania dedykowanych algorytméw

1 sekwencji aminokwasowej do uzyskania trojwymiarowej struktury biatka.

cCTOP - 1 1 - 1! s |

Rycina 4.1. Topologia MtABCG46 przewidywana na podstawie sekwencji. Do przewidywania
wykorzystano algorytm CCTOP (Dobson et al., 2015). Reprezentujac sekwencje MtABCG46
(z N- koncem po lewej stronie) kolorem czerwonym zaznaczono obszary wewnatrzkomorkowe
biatka, zoitym helisy transblonowe, a niebieskim obszary zewnatrzkomorkowe.
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4.1.1. Identyfikacja kieszeni centralnej w obrgbie domen transblonowych modelu
MtABCG46

Wstepnie, na podstawie przewidywania struktury drugorzedowej przy pomocy algorytmu
jpred (Drozdetskiy et al., 2015) sekwencje MtABCG46 podzielono na dwie czgsci tak, aby
odzwierciedlala dwa polowiczne transportery (zalacznik 1.). Nastepnie dla kazdej czesci
przeprowadzono analize¢ koewolucyjng GREMLIN, w oparciu o zbior sekwencji pelnych
roslinnych transporterow ABCG (Kamisetty et al., 2013; Ovchinnikov et al., 2014). Pozwala
ona na podstawie kowariancji zmiennosci aminokwaséw w duzych zbiorach sekwencji biatek
z tej samej rodziny, wskaza¢ potencjalng interakcj¢ pary aminokwasow, tym samym blisko$¢
ich potozenia w ramach struktury biatka (de Juan et al., 2013; Ovchinnikov et al., 2014).
Do modelowania obu czg$ci wykorzystano serwer I-TASSER (Yang et al., 2014; Yang &
Zhang, 2015), wprowadzajac sekwencje aminokwasowag oraz dane uzyskane z analizy
GREMLIN. Uzyskane modele obu czes$ci natozono na struktur¢ heterodimeru ABCGS5/GS8
uzyskujagc w ten sposob peiny transporter. RMSD tancuchéw gléwnych w poréwnaniu
do ABCGS5 (PDB: 5DO7, tafcuch 1) wyniosto 0,57A i 0,335A kolejno dla pierwszej i drugiej
czgsci. Analizy poréwnawcze sekwencji, oraz przewidywania struktury drugorzgdowe;j
wykazaly, Ze ro$linne petne transportery ABCG posiadaja kilka elementow odrozniajacych
je od potowicznych transporteréw. Jednym z tych elementow jest petla taczagca TMD1 z NBD2
(potocznie nazywana tgcznikiem) stanowigca strukturalne potaczenie dwoch czesci biatka (ryc.
4.3). Inng zaobserwowang rozbieznoscig strukturalng byty znaczgco wydtuzona petla pomiedzy
dwoma pierwszymi harmonijkami  pierwszej domeny wiazacej nukleotyd (nazywana dalej
PN1, Petla NBD1). Z powodu duzej dynamiki ten fragment jest niewidoczny w strukturach
ABCG5/G8 oraz ABCG2 (J. Y. Lee et al., 2016; Taylor et al., 2017). Przewidywanie struktury
drugorzedowej (jpred) wskazato z duza pewnos$cia na wystepowanie helisy w petli, nieobecnej
U potowicznych transporterow ABCG, ani w obrebie drugiej domeny wiazacej nukleotyd
pelnych roslinnych ABCG (ryc. 4.2). Brakujace w modelu pgtle uzupelniono przez ponowne
zastosowanie serwera I-TASSER przy wykorzystaniu petnej sekwencji MtABCG46 i modelu

pozbawionego petli jako strukturalny szablon.
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MtABCG46 NBD1 110 VGLDIP-TIEVRYNNLKIDAEAFVGSRALPSFINAATNVIEGVLNFLHIIPTKKRHVAILKDVSGIVKPRRM

jpred -------——————om -EEEE------ HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH------ HHH-—-————-
pewno$é przewidywania -------—-—-——-—- 882028853788761289999999999998541028876023212117413477037
MtABCG46 NBD2 820 MVLPFE-PHSITFDDIVYSVDMPAEMKEQGV-—-—-=-—=—-——=———————— TEDRLVLLKGVSGAFRPGVL
jpred -------- E---EEEEE-HHHHHH------——————————————— HHHHHHHH-------—-
pewno$é przewidywania 983363-113972770488821234431367-—=—====—======—=———~ 73413333131033678899
AtABCG1 59 YMRTVPFVLSFDNLTYNVS------ VRPKLDFRNLFPRRRTEDPEIAQTARPKT--KTLLNNISGETRDGEI
jpred _____ F N F '." F F e - T BT s i e s e i i
pewno$é przewidywania 9988713675200258998------ 20357777667777777777652257773--5771367700177889
HsABCG2 29 KAFTEGAVLSFHNICYRVK-------- LKSGFLP--CRKPVE=============- KEILSNINGIMKPG-L
jpred ——————————————————————————— HHH----------———- HHHHHH---EE-----
pewno$é przewidywania 9525677458998888731---—---- 5771111--764268-===—======——= 7786318730021341

Rycina 4.2. Unikalna struktura petli NBD1 pelnych transporterow ABCG. a) dopasowane
sekwencyjnie wyniki przewidywania struktury drugorz¢dowe;j jpred (Drozdetskiy et al., 2015) dla
petli NBD1 i NBD2 pelnych roslinnych transporterow ABCG (reprezentowane przez sekwencje
MtABCG46), roslinnych polowicznych transporterow ABCG (reprezentowane przez sekwencje
AtABCG1) oraz ludzkich potowicznych transporterow ABCG (reprezentowane przez sekwencje
HsABCG2). Aminokwasy tworzacy strukture harmonijki B i o helisy zostaty oznaczone kolejno z6ttg
litera ,,E” i czerwonag literg ,,H”, pozostale typy oznaczone przez ,,-”. Pewno$¢ przewidywania jpred
w skali 0-9, gdzie 9 oznacza najwyzszg pewnosc.

Uzyskany model charakteryzuje si¢ faldowaniem bardzo zblizonym do struktury
ABCG5/G8 (PDB: 5D07) — RMSD wyniosto 1,67A (ryc. 4.3). Zaobserwowano, ze model
przewiduje istnienie kieszeni centralnej tworzonej gldwnie przez aminokwasy znajdujace si¢ w
obrgbie helis transbtonowych 2, 5, 81 11 (ryc. 4.4). Analogiczng kieszef odnaleziono w obrebie
struktury homodimeru HsABCG2, co wigcej, w jej obrebie zwigzane byly czasteczki
cholesterolu (Taylor et al., 2017). Aby zbada¢ znaczenie zaobserwowanej kieszeni centralnej
oraz tunelu do niej prowadzacego dla transportu kwasu p-kumarowego i likwiritigeniny
zmapowano aminokwasy, ktore bezposrednio je tworza. W tym celu wygenerowano przy
pomocy programu Pymol powierzchni¢ wewnetrznych przestrzeni dostgpnych dla
rozpuszczalnika pomiedzy helisami 2, 5, 8 i 11, a nastepnie zidentyfikowano poszczegdlne

aminokwasy je tworzace (ryc. 4.4, tab. 4.1.) (Delano, 2002).
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Rycina 4.3. Model MtABCG46 uzyskany przy wykorzystaniu serwera I-TASSER. Na utworzony
model natozono strukture HSABCG5/G8 (PDB: 5DO7, czarna cienka linia). Poszczegdlne domeny
MtABCG46 zaznaczono kolorami: NBD1 zielonym, TMD1 czerwonym, NBD2 niebieskim, TMD2
zO6ttym. Lacznik pomigdzy TMD1 a NBD2 zaznaczono kolorem szarym.
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Rycina 4.4. Kieszen centralna w modelu MtABCG46. (a, b) Powierzchnia kieszeni centralnej
dostepna dla rozpuszczalnika w modelu MtABCG46 (a) oraz HsSABCG2 (b) (PDB: 5SNJ3) (Taylor et
al., 2017). (¢, d) Widok boczny (a) i od gory (od strony zewngtrzkomorkowej w kierunku
wewnatrzkomorkowej) (b) na aminokwasy w transbtonowych helisach 2, 5, 8 i 11 tworzace
powierzchnig kieszeni centralnej w modelu MtABCG46. Domeny transbtonowe zaznaczone na szaro,
domeny wigzace nukleotyd zaznaczone na kremowo, powierzchnia kieszeni centralnej zaznaczono
na zielono. Aminokwasy tworzace kieszen, bedace czescig helis 2, 5, 8 i 11 zostaly zaznaczone
na kolejno kolory: czerwony, zolty, niebieski i fioletowy.
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4.2. Analizy filogenetyczne aminokwasow tworzgcych kieszen centralng

Przyjmujac zatozenie, ze rozpoznanie i transport roznych molekul przez dedykowane
im transportery wynika inter alia ze zmiennosci sekwencji aminokwaséw tworzacych kieszen
oraz tunel do niej prowadzacy postanowiono z poczatkowej grupy aminokwaséw budujacych
kieszen wyeliminowac te, ktore: (i) sa silnie zachowawcze u roslinnych transporteréw ABCG,
lub takie, (ii) ktérych zmienno$¢ mozna wytlumaczy¢ koewolucja z inng pozycja. Zmiany w
obrgbie takich pozycji z wysokim prawdopodobienstwem zaburzylyby interakcje pary
aminokwasow a tym samym strukturg biatka (de Juan et al., 2013). W tym celu wykorzystano
wspomniany wczesniej zbidr 1856 sekwencji pelnych roslinnych transporterow ABCG
do analizy opartej o algorytmy: (I) Consurf (Ashkenazy et al., 2016; Celniker et al., 2013) —
do wyznaczenia pozycji silnie zachowawczych (Ocena 9/9), oraz (I11) GREMLIN (Kamisetty et
al., 2013; Ovchinnikov et al., 2014) — do analizy koewolucyjnej (tab. 4.1).

Tabela 4.1. Analiza filogenetyczna aminokwasow tworzacych kieszen centralng MtABCG46. Numery
pozycji zostaly uwzglednione w tabeli dla aminokwasow wstepnie wyselekcjonowanych (kandydaci).

Helisa 2 Helisa 5
MtABCG46 ﬁALFFTLVTMMFNGMSEISMTI MIVANTFGSFAVLTLLALGGFILS
Zachowawcze
Koewolucja
Kieszen centr.
Kandydaci F M NT SF VL L
Numer pozycji & 9 P 33 33 3
N [X] ® © Nw o 0
Helisa 8 Helisa 11
MtABCG46 GSMYTAVLFLGVQNSSSVQPVYV HHVASIVAAAFYAIWNLFSGFVVP
Zachowawcze | |
Koewolucja
Kieszen centr.
Kandydaci L \'4 S S A
) o o o © P
Numer pozycji = N N R ®
. Wysoka zachowawczosé I | Powigzania koewolucyjne | |Aminokwasy tworzgce powierzchnie kieszeni centralnej i tunelu

W obrgbie aminokwaséw tworzacych kieszen zaobserwowano obecnos$¢ wysoce
zachowawczych aminokwasow takich jak fenyloalanina 570, fenyloalanina 1218 oraz
asparagina 1331 (N1331). Zaobserwowano, ze N1331 wraz z innym polarnym aminokwasem,
tyrozyng 1213 (Y 1213), znajdujacym si¢ w jego bezposredniej bliskosci w modelu, tworzg pare
powigzang koewolucyjnie. Jednym z wyselekcjonowanych aminokwaséw spetiajacych w/w
kryteria selekcji okazata si¢ fenyloalanina 562 (F562) znajdujgca si¢ w obrebie TH2.

Odpowiada on strukturalnie fenyloalaninie 431 (F431) w sekwencji ludzkiego homodimeru
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ABCG2, ktora zostata opisana jako aminokwas potencjalnie znajdujacy si¢ w obrebie miejsca

wigzania substratow i inhibitoréw transportu tego transportera (ryc. 4.5) (Jackson et al., 2018).

SQ~ _ ib)
[N

N
\

Rycina 4.5. Nalozenie pozycji F562 oraz Y1213 w modelu MtABCG46 na pozycje F431
w strukturze HSABCG2 (PDB: 5NJ3). MtABCG46 zaznaczono kolorem ciemnoszarym a ABCG2
jasnoszarym. Na strukturze zaznaczono helis¢ 2 (a) oraz 8 (b) modelu ABCG46 oraz helisg 2 1 2’
modelu ABCG2 a takze uwidoczniono aminokwasy F431 i F431° w ABCG2 (z6lty), oraz F562
(zielony), Y1213 (niebieski) i N1331 (czerwony) w ABCG46.

Co ciekawe, w przeciwienstwie do F431, ktory jest aminokwasem silnie zachowawczym
u ludzkich biatlek ABCG oraz zwierzecych ortologéw ABCG2, sekwencje roslinnych pelnych
transporterow ABCG charakteryzujg si¢ wiekszym zréznicowaniem w pozycji analogicznej
do F562 u MtABCG46. Poza fenyloalaning wystepuja tam aminokwasy takie jak tyrozyna,
leucyna czy izoleucyna (tab. 4.2), a czestotliwo$¢ wystgpowania aminokwaséw innych niz
fenyloalanina w tej pozycji znaczaco wzrosta u roslin jednoliSciennych 1 dwuli§ciennych
w poréwnaniu do starszych ewolucyjnie grup filogenetycznych takich jak zielone algi,
Bryophyta czy Pteridophyta (ryc. 4.6). Zakladajac potencjalne powigzanie pomigdzy
réznorodno$cig chemiczng wyspecjalizowanego metabolizmu ros$lin jedno i dwulisciennych
z wigkszg zmienno$cig aminokwasowg pozycji analogicznych do F562 u roslinnych ABCG,
postanowiono zbada¢ wptyw tego aminokwasu na selektywny transport fenylopropanoidow
bedacy udziatem MtABCG46. Z uwagi na to, ze HSABCG2 jest homodimerem, pozycja
odpowiadajaca F431 wystgpuje réwniez w obregbie drugiej domeny transblonowej i jest nig
tyrozyna 1213 (Y1213), ktora rowniez zostala wybrana do dalszych badan (ryc. 4.5).

W poréownaniu do F562 charakteryzuje si¢ wickszym stopniem zachowawczo$ci u roslinnych
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transporterow ABCG (ryc. 4.6), a analiza GREMLIN wykazala powigzanie tej pozycji z silnie
zachowawczg aspariging 1331 (N1331) (tab. 4.1).

Tabela 4.2. Dopasowanie fragmentéw sekwencji przypadajacych okolicom F431 w HsABCG2
i (a) ludzkim paralogom ABCG oraz (b) ortologom HsABCG2 u réznych zwierzat, a takze (c)
przypadajacym F562 w MtABCG46 i wybranym roslinnym pelnym transporterom ABCG.

a) Ludzkie paralogi ABCG b) Ortologi HSABCG2 u réznych c) Wybrane roslinne pelne biatka
zwierzat ABCG
HsABCG2 GV L|F|F Homo sapiens (HsABCG2) G V L |F|F MtABCGt-tB GALJ|F|F
HsABCG1 GF L|F|F Pan troglodytes GV L|F|F CrTPT2 GA L|Y|F
HsABCG4 isoform a GCL|F|F Macaca mulatta GV L|F|F HvABCG31 GAL|Y|F
HsABCG4 isoform b GCLI|F|F Canis lupus familiaris GV L|F|F OsABCG31 GA L|Y|F
HsABCG5 GL L|Y|Q Bos taurus GV L|F|F AtABCG32 GS L|Y|F
HsABCG8 ALLIFIM Mus musculus GV L|F|F AtABCG35 GSLIL|F
Rattus norvegicus GV F|F|F AtABCG36 GALI|L|F
Gallus gallus GS L|F|F VmABCG1/VmTPT2 G A L|Y|F
Danio renio GALJ|F|F NtPDR3 GAL|F|Y
Drosophila melanogaster G A | |F|L NbABCG1 GALJ|F|F
Xenopus tropicalis GS L|F|F NbABCG2 GALJ|F|F
NtPDR1 GAL|F|F
MtABCG52 GAI|L|F
MtABCG54 GAI|L|F
MtABCG56 GA L|F|F
a) b)
F562 Y1213
o . © o
E :=‘1uo/n £ :=1no,a
3 S 29
o N o N
a o =2}
Lo [TR-1
§ 2 § b
o B 5% o 7 50%
83 5
£ zE
B c =
w E w E
o © [
N N
) 0% (&) 0%
N ) ) & @ » ) ) @ @
Af @ & & & ) @ & & &
o° &é‘ 6"’{‘ & o° & & &
\\O do {\60 §{9 \\‘9 \e}o 60 o \bﬂ OQ{Q é\‘:
% Q & < & F % Q Q¢ sobo oF

OF @Y m@mL O BV B Inneaminokwasy

Rycina 4.6. Czgstotliwos¢ wystgpowania aminokwasow na pozycji F562 (a) i Y1213 (b)
w sekwencjach petnych transporterow ABCG w obrebie réznych grup filogenetycznych.

78



4.3. Heterologiczna ekspresja wariantow MtABCG46 w komorkach kalusa tytoniu
BY2

W celu zbadania znaczenia F562 oraz Y1213 dla transportu z udzialem MtABCG46,
zaprojektowano zmodyfikowane warianty biatka. Sekwencje zmieniono tak, aby aminokwasy
wymieni¢ na inne, najczgsciej wystepujace u ros$linnych transporterow ABCG na tych
pozycjach, tj. tyrozyna, leucyna i izoleucyna w przypadku F562, oraz fenyloalanina
w przypadku Y1213 (ryc. 4.6). Dodatkowo zaprojektowano warianty, u ktorych w pozycjach
562 1 1213 wstawiono alaning¢. Taka zamiana eliminuje tancuch boczny nie wplywajac
bezposrednio na konformacje gtownego tancucha tworzacego polipeptyd (Cunningham &

Wells, 1989). Liste zaprojektowanych wariantow MtABCG46 umieszczono w tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Lista zaprojektowanych wariantow MtABCG46

Pozycja zmiany | Aminokwas w pozycji Zmieniony aminokwas Wariant
- F562, Y1213 - ABCG46
562 Fenyloalanina (F) Tyrozyna (YY) F562Y
562 Fenyloalanina (F) Leucyna (L) F562L
562 Fenyloalanina (F) Izoleucyna (1) F5621
562 Fenyloalanina (F) Alanina (A) F562A
1213 Tyrozyna (Y) Fenyloalanina (F) Y1213F
1213 Tyrozyna (Y) Alanina (A) Y1213A

Wektory pMDC43 (Curtis & Grossniklaus, 2003), zawierajgce warianty MtABCG46
z przylaczong na 5° koncu sekwencja kodujaca biatko zielonej fluorescencji (GFP — Green
Fluorescent Protein), oraz shuzacy jako kontrolny wektor nie posiadajacy sekwencji MtABCG46
(EV) a tylko wolne GFP, wprowadzono do bakterii Agrobacterium tumefaciens AGL1 (Hellens
et al., 2000) przy pomocy elektroporacji. Uzyskane szczepy wykorzystano nastepnie do
transformacji komoérek kalusa tytoniu BY2. Przebieg procedury opisano w sekcji 2.1. Obecno$¢
wariantow  biatka MtABCG46 w liniach potwierdzono metodg Western blot
z wykorzystaniem przeciwcial anty-MtABCG46 (ryc. 4.7). Wyselekcjonowane linie

wykorzystywane byly jako materiat do izolacji blon komoérkowych uzywanych
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w eksperymentach biochemicznych. Dodatkowo poprawnos$¢ sekwencji poszczegdlnych

mutantow potwierdzono przez sekwencjonowanie transkryptow MtABCG46.

GFP:MtABCG46 (187kDa)

-

H*ATPaza (100kDa)

" I3 - &

EV  ABCG46 F562L F562A  F5621 Y1213A

Rycina 4.7. Przyktadowa analiza Western blot biatek btony komodrkowej wyizolowanych z komoérek
BY2 transformowanych pustym wektorem (EV) oraz BY2 ekspresjonujacych warianty MtABCG46
z uzyciem przeciwcial anty-MtABCG46 i anty-H'-ATPazom (uzytym jako markerom bton
komorkowych).

Poprzez obserwacje transformowanych komorek BY2 przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego zarejestrowano sygnat GFP w btonie komorkowej u linii posiadajacych warianty
MtABCG46. Poprawng lokalizacje potwierdzono poréwnujac go do sygnatu fluorescencyjnego
barwnika bton komorkowych FM4-64 (ThermoFisher Scientific). Lokalizacja u wspomnianych
linii znaczaco réznila si¢ od linii kontrolnej EV, u ktérej sygnat zielonej fluorescencji
obserwowany byl w cytoplazmie (ryc. 4.8). Co wigcej, w przypadku zadnego z wariantéw nie
dostrzezono znaczacych rdéznic w sygnale, w porownaniu do niemodyfikowanego biatka

MtABCG46.
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C) GrFp FM4-64  polaczone

F562Y F562| F562A F562L MtABCG46

Y1213A

Y1213F

Rycina 4.8. Lokalizacja subkomoérkowa wariantow MtABCG46 w komorkach BY2. Obrazy
mikroskopowe wykonane w technice poszerzonej glebi ostrosci (a) linii kontrolnej EV, gdzie sygnat
GFP obserwowany jest w cytoplazmie oraz (b) linii MtABCG46, u ktorej sygnat GFP zlokalizowany
jest w blonie komorkowej. (c) Kolokalizacja sygnatu GFP z barwnikiem btony komoérkowej FM4-64
dla wszystkich linii.
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4.4. Eksperymenty biochemiczne transportu

4.4.1. lzolacja bton i wzbogacanie frakcji blony komoérkowej

Jedng z bezposrednich metod transportu molekut poprzez btony biologiczne,
sg eksperymenty w uktadzie in vitro, oparte na p¢cherzykach btonowych (nazywanych rowniez
mikrosomami), uzyskanych poprzez izolacj¢ frakcji blonowych z komoérek posiadajacych
badany transporter. Do tego celu wykorzystano wyzej wymienione linie transgeniczne komorek
BY2. W trakcie prowadzenia badan do procedury izolacji dodano etap frakcjonowania bton
(Larsson et al., 1987), w celu zwigkszenia udziatu frakcji btony komorkowej, a tym samym
rowniez ilosci badanego biatka w preparatach. Wzbogacenie frakcji btony komoérkowej
analizowano przy wykorzystaniu techniki Western blot oraz poprzez pomiar sygnatu GFP

(ryc. 4.9). Procedura izolacji zostata szczegotowo opisana w sekcji 2.3.

. | GFP:MtABCG46 (187 kDa)
el ¥ % | H+ATPaza (100kDa)
i FB FW i i FB FW i
EV MtABCG46

Rycina 4.9. Wzbogacenie frakcji btony komoérkowej ukazane przy pomocy analizy Western blot
biatek preparatéw btony komérkowej przed (FB — frakcja btonowa) i po wzbogaceniu (FW — frakcja
wzbogacona). Wykorzystano linie transformowane pustym wektorem (EV) i wektorem zawierajacym
natywng sekwencje MtABCG46 przeciwciala anty-MtABCG46 i anty-H*-ATPazom (uzyte jako
marker bton komorkowych).
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4.4.2. Eksperymenty transportu in vitro wybranych fenylopropanoidow Medicago
truncatula

Aby sprawdzi¢ wptyw wprowadzonych zmian w pozycji 562 oraz 1213 w MtABCG46
na transport, przeprowadzono szereg eksperymentow, wykorzystujac endogenne
fenylopropanoidy  Medicago truncatula tj. likwiritigening, kwas p-kumarowy,
izolikwiritigening oraz 7,4’dihydroksyflawon. Biochemiczne eksperymenty transportu
polegaja na wykorzystaniu spontanicznie tworzacych si¢ w izolatach blonowych pecherzykow.
Cze$¢ z nich ma orientacj¢ odwrocong, w ktorej domeny wigzace nukleotyd wystepuja
na zewnatrz dwuwarstwy lipidowej. W ten sposob eksporter, jakim jest MtABCG46, moze
wykorzystywac dostarczone w buforze reakcji ATP jako zrodto energii, a w wyniku aktywnego
transportu akumulowaé¢ molekuty wewnatrz pecherzykow. Jednoczesnie w pecherzykach
o orientacji nieodwroconej, domeny wigzace nukleotyd sa odizolowane od zrédta ATP btona,
tym samym czynigc transportery nieaktywnymi. Nastgpnie, poprzez odfiltrowanie
pecherzykow z buforu, ekstrakcje i oznaczenie ilosci molekuty, zarejestrowaé mozna ATP —

zalezny transport. Do oznaczenia ilo$ci badanych fenylopropanoidow w ekstraktach

O TMD
obszar
zewnatrzkomorkowy G NBD
. . blona
izolacja
—> | lransportowany
substrat
cytozol

ATP

orientacja nieodwrocona orientacja odwrocona

pecherzykKi ]

transportowany
]
_> u

substrat
ATP

Zbior
pecherzykow
i

ekstrakcja

stezenie substratu

pecherzyki
]
transportowany ™
substrat

Pomiar

Rycina 4.10. Schemat eksperymentu transportu opartego na pgcherzykach o orientacji odwrdocone;.
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z pecherzykow wykorzystano technike HPLC/MS. Proces zostal schematycznie przedstawiony
na rycinie 4.10.

Analizy wykazaly zalezng od ATP akumulacje likwiritigeniny i kwasu p-kumarowego
w pecherzykach btonowych otrzymanych z linii posiadajagcych natywne MtABCG46.
Jednoczes$nie nie zaobserwowano podobnej akumulacji dla izolikwiritigeniny czy
7,4°dihydroksyflawonu (ryc. 4.11). Obserwacje te s3 w zgodzie z poprzednimi badaniami
(Biata et al., 2017). Eksperymenty z wykorzystaniem frakcji bton komorkowych pochodzacych
z linii BY?2 posiadajacych zmodyfikowane wersje MtABCG46, pokazaly iz zarowno zmiany
w obrebie fenyloalaniny 562 jak i tyrozyny 1213 mialy znaczacy wplyw na transport tych
molekul. W przypadku wariantow F562A, F562Y, F5621 oraz Y1213A i Y1213F nie
zaobserwowano ATP-zaleznej akumulacji likwiritigeniny i kwasu p-kumarowego. Co ciekawe,
w mikrosomach posiadajacych wariant F562L zaobserwowano zblizony do natywnego
MtABCG46 transport likwiritigeniny przy jednoczesnym braku transportu kwasu
p-kumarowego (ryc. 4.11). Zaréwno izolikwiritigenina jak i 7,4’dihydroksyflawon nie byty
transportowane przez zaden z testowanych wariantow MtABCG46 (ryc. 4.11). Wyniki
eksperymentow sa w zgodzie z hipoteza zakladajaca role kieszeni centralnej w rozpoznaniu
1 transporcie molekut przez badane biatko. Co wigcej, zamiana fenyloalaniny w pozycji 562 na
leucyne wptyneta na specyficznos$¢ substratowa, sprawiajac iz wariant F562L MtABCG46 jest

transporterem likwiritigeniny ale nie kwasu p-kumarowego.
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Rycina 4.11. Transport likwiritigeniny (a), kwasu p-kumarowego (b), izolikwiritigeniny (c), oraz
7,4’-dihydroksyflawonu (d) z wykorzystaniem pecherzykow btonowych uzyskanych z linii
ekspresjonujacej pusty wektor (EV, szary), oraz posiadajagcych warianty MtABCG46: natywne
(zielony), F562L (niebieski), F562Y (fioletowy), F562A (czerwony), F5621 (pomaranczowy),
Y1213A (brazowy) lub Y1213F (bialy). Przedstawione warto$ci to wielokrotno$¢ zmiany pod
wplywem obecnosci ATP [(+)ATP/(-)ATP]. Wartosci i £odchylenie standardowe zostaty uzyskane
w co najmniej 3 powtorzeniach technicznych dla 3 powtdrzen biologicznych. Wysokos¢ stupkow
wyznaczaja wyniki migdzy 25 a 75 percentylem; linia srodkowa w kazdym stupku reprezentuje
mediang; powtdrzenia wykraczajace za 10 i 90 percentyl oznaczone kropka; mate litery a i b
przedstawiajg istotng statystycznie rdznicg¢ (P<0,001 (a), P<0,01 (b), P<0,05 (c,d) na podstawie testu
Kruskala-Wallisa i testu Dunna.
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4.4.3. Eksperymenty kompetycji transportu

Wecezedniejsze badania wykazaty, iz likwiritigenina jest kompetytorem dla kwasu
p-kumarowego w transporcie bedacym udziatem MtABCG46 (Biala et al., 2017). W wyniku
przeprowadzonych eksperymentow ustalono, ze rOwniez kwas p-kumarowy jest kompetytorem
dla transportu likwiritigeniny (ryc. 4.12). W doswiadczeniach z wykorzystaniem pecherzykow
zawierajacych wariant F562L zaobserwowano, iz pomimo faktu nietransportowania kwasu
p-kumarowego, wcigz ma on negatywny efekt na akumulacj¢ likwiritigeniny podobnie jak

w przypadku natywnego MtABCG46 (ryc. 4.12).

ABCG46 F562L

d
. a

akumulacja likwiritigeniny
[wielokrotnosc zmiany (+)ATP/(-)ATP]
w
|
[ Nex
* T

Rycina 4.12. Transport kompetycyjny likwiritigeniny i kwasu p-kumarowego. Przedstawione
wartosci to wielokrotno§¢ zmiany ilosci likwiritigeniny pod wplywem obecnosci ATP
[(+)ATP/(-)ATP]. Wartoéci i + odchylenie standardowe zostaly uzyskane w co najmniej 3
powtorzeniach technicznych dla 3 powtorzen biologicznych. Wysoko$¢ stupkéw wyznaczajg wyniki
miedzy 25 a 75 percentylem; linia srodkowa w kazdym stupku reprezentuje mediang; powtdrzenia
wykraczajace za 10 1 90 percentyl oznaczone kropks; mate litery a i b przedstawiajg istotng
statystycznie réznice (P<0,001) na podstawie testu Manna-Whitneya.
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4.5. Symulacje Dynamiki molekularnej z wykorzystaniem modelu MtABCG46

W celu proby lepszego zrozumienia efektu wprowadzonych mutacji na strukture
i funkcjonowanie biatka nawigzano wspotprace z dr Janem Brezovskim prof. UAM oraz
mgr. Carlosem Eduardo Sequeiros Borjag z Laboratorium Biomolekularnych Interakcji
I Transportu na Uniwersytecie Adama Mickiewicza. Dzigki ich ekspertyzie przeprowadzono
szereg eksperymentow in silico z wykorzystaniem symulacji dynamiki molekularnej. W tym
rozdziale zostaly opisane wyniki dotyczace 4 wariantow badanego biatka — natywne
MtABCG46, F562L, F562Y oraz F562A. Prowadzone badania in silico sa obecnie

kontynuowane dla pozostatych wariantow.

4.5.1. Uzyskanie modelu przy uzyciu AlphaFold2

W 2021 roku opublikowana zostata pierwsza struktura pelnego transportera ABCG —
ScPDR5 (Harris et al., 2021). Co wigcej, spoteczno$ci naukowej zostato udostepnione
narzedzie oparte o technike uczenia maszynowego - AlphaFold2, stuzagce do przewidywania
struktur biatkowych (Jumper et al., 2021). Potwierdzono takze wysoki stopien poprawnosci
generowanych struktur 3D na podstawie sekwencji aminokwasowej takze w przypadku duzych
bialek transblonowych (Hegediis et al., 2022). Postanowiono wykorzysta¢ AlphaFold2
do wygenerowania modelu MtABCG46 majacego postuzy¢ do dalszych analiz in silico
(nazywany dalej modelem AF2). W przeciwienstwie do pierwotnego podej$cia, w ktdérym
modelowano a nastgpnie potaczono dwie czesci, AlphaFold2 generuje calg strukturg
jednoczesnie, co powinno skutkowac przewagg tego modelu, w postaci lepszej optymalizacji
przestrzeni stykowej domen transbtonowych. Wyniki wbudowanego w narzedzie testu lokalne;j
roéznicy odleglosci (LDDT, z ang. Local Distance Difference Test) pokazuja, ze AF2 prezentuje
wysoka pewnos¢ poprawnosci przewidywania z wyjatkami w przypadku jedynie kilku rejonow

(ryc. 4.13)(Mariani et al., 2013). Wskazane rejony odpowiadajg jednak elementom o wigkszej
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Rycina 4.13. Model AlphaFold2 biatka MtABCG46 (AF2). Kolor odpowiada wartosci IDDT dla
pozycji aminokwasowej, rejony o mniejszej pewnosci przewidywania sa w kolorze czerwonym,
pomaranczowym i zottym.

dynamice w eksperymentalnie uzyskanych strukturach biatek ABCG (Harris et al., 2021;
Orlando & Liao, 2020; Sun et al., 2021). Podobnie jak ta uzyskana przy pomocy serwera
I-TASSER, struktura prezentuje typowy dla eukariotycznych transporterow ABCG typ
faldowania okreslany jako V (Thomas et al., 2020). Analiza z wykorzystaniem algorytmu
TM-score (z ang. Template Modeling score; miara podobienstwa pomiedzy dwiema
strukturami przestrzennymi bialek) potwierdzita, Ze otrzymany model charakteryzuje si¢
fatdowaniem bardzo zblizonym do pierwotnie uzyskanego modelu ABCG46, jak réwniez
pierwszej eksperymentalnie uzyskanej struktury petnego transportera ABCG, ScCPDRS, a takze
do homodimeru HSABCG2 (tab. 4.4) (Y. Zhang & Skolnick, 2004). Nastepnie poréwnano
model AF2 z pierwotnym modelem MtABCG46 przy zastosowaniu dynamiki molekularnej.

Uzyskane wyniki wykazaly wigksza stabilno§¢ nowego modelu w symulacjach, w zwigzku
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z czym do dalszych analiz wykorzystano strukture uzyskang za pomoca algorytmu AlphaFold2
oraz oparte na niej warianty MtABCG46 (F562A, F562L oraz F562Y) (zatacznik 2).

Tabela 4.4. Porownanie struktury modelu z innymi biatkami ABCG. Wynik TM-score zawiera si¢ w
warto$ciach migdzy 0 a 1; wartosci powyzej 0,5 uzyskiwane sg przy poréwnaniu struktur o zblizonym
faldowaniu.

Struktura porownawcza TM-score
pierwotna struktura MtABCG46 0,81
ScPDR5 (PDB id: 7P04) 0,82
HSABCG2 (PDB id: 6VXH) 0,66

4.5.2. Identyfikacja tunelu prowadzacego do kieszeni centralnej MtABCG46

Tworzona gléwnie przez transbtonowe helisy 2,5,8 1 11 - kieszen centralna modelu AF2
jest znaczaco zredukowana w porownaniu do kieszeni obserwowanej w pierwotnym modelu,
ale réwniez ScPDRS5 (ryc. 4.14). Dodatkowo tunel prowadzacy do wspomnianej kieszeni nie
posiada szerokiego wejscia od strony cytozolowej, obecnego w ScPDRS jak i1 strukturze

uzyskanej przy pomocy serwera I-TASSER.

Rycina 4.14. Porownanie kieszeni centralnych. Przekroj poprzeczny powierzchni (a) modelu AF2,
(b) pierwotnego modelu MtABCG46, (c) struktury Cryo-EM ScPDR5 (PDB ID: 7p04). Obszar
zewnatrzkomorkowy zostal zaznaczony na niebiesko, obszar transbtonowy na bragzowo, a obszar
wewnatrzkomérkowy na ré6zowo.
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Aby zidentyfikowa¢ mozliwe tunele umozliwiajace substratom dostgp do kieszeni
centralnej, wyniki dynamiki molekularnej przeanalizowano przy uzyciu narzedzi CAVER 3.0
oraz TransportTools (Brezovsky et al., 2022; Chovancova et al., 2012). Analiza uwidocznita
sie¢ potencjalnych polaczen prowadzacych do kieszeni zardwno z przestrzeni wewnatrz
1 zewnatrz — komoérkowych, oraz od strony blony komoérkowej. Aby wyodrebni¢ najbardziej
prawdopodobng droge dla substratow przeprowadzono symulacje dynamiki molekularnej
z udzialem jednego z substratow MtABCG46 — likwiritigeniny oraz modelu dwuwarstwy
lipidowej utworzonej z fosfatydylocholiny palmitynowo-oleinowej (POPC). Symulacje
wykazatly tendencje likwiritigeniny do akumulacji w warstwie pomigdzy gtowami a ogonami

fosfolipidow tworzacych btong (ryc. 4.15).
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Rycina 4.15. Lokalizacja likwiritigeniny w symulacjach. (a) Zielong kulkg zaznaczono lokalizacje
molekuty likwiritigeniny w kazdej klatce symulacji z blong. (b) Wykres zaggszczenia masy wzdtuz
osi Z przestrzeni symulacji. Glowy i ogony czasteczek POPC zaznaczano kolejno pomarafczowa
i szarg linig z korespondujaca osig po lewej stronie. Zagegszczenie masy likwiritigeniny zaznaczono
zielong linia, z osig po prawej stronie.

Sposrod wykrytych w MtABCG46 tuneli prowadzacych z tego obszaru do kieszeni centralnej
wybrano najczesciej wystepujacy (~9% calkowitego czasu symulacji) (ryc. 4.16).
Wyselekcjonowany tunel charakteryzowat najwiekszym przewezeniem o promieniu
0.97+0.06 A. Pozostate tunele w tym rejonie nie zostaly przeanalizowane z uwagi na ich

znacznie mniejszg czgstotliwos$¢é wystepowania i skomplikowang geometrig.
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Rycina 4.16. Identyfikacja tuneli prowadzachych do kieszeni centralnej modelu MtABCG46 (AF2).
(a) Zgrupowane na podstawie lokalizacji tunele (poszczegdlne grupy w odmiennych kolorach),
zidentyfikowane w obrebie transbtonowej czgsci modelu. (b) Catkowita objetos¢ tunelu wybranego
do analizy w symulacji (kolor zielony).

4.5.3. Wplyw modyfikacji fenyloalaniny 562 na tunel prowadzacy do kieszeni
centralnej

Symulacje dynamiki molekularnej przeprowadzone z wykorzystaniem  modelu
dwuwarstwy lipidowej utworzonej z fosfatydylocholiny palmitynowo-oleinowej (POPC) oraz
wariantow MtABCG46 (natywne, FS62L, F562Y oraz F562A) nie wykazaty znaczacych r6éznic
w stabilnos$ci mutantow w poréwnaniu do natywnego biatka (zatacznik 3). W kolejnym etapie
przeprowadzono analize $ciezki prowadzacej do kieszeni centralnej z wykorzystaniem CAVER
3.0, ktore jest narzgdziem umozliwiajacym identyfikacje i charakteryzacj¢ tuneli w obrebie
biatek (Chovancova et al., 2012). Eksperymenty wykazaty, iz kazda z badanych zmian wpltywa
negatywnie na czgstotliwos¢ wystepowania tunelu prowadzgcego do Kieszeni centralnej w
symulacjach (ryc. 4.17). Czgstotliwo$¢ wystgpowania rozumiana jest jako procent czasu
symulacji w ktorej obecny jest tunel. Analizujac szeroko$¢ stu najszerszych Sciezek, to znaczy
klatek symulacji zawierajacych tunel (szeroko$¢ wyznaczana jest przez najmniejsze
przewezenie), pojawiajacych si¢ w symulacjach dla kazdego wariantu MtABCG46
zaobserwowano, iz F562L nie rozni si¢ znaczaco w tym aspekcie od natywnego bialka.
Jednoczes$nie, w przypadku mutacji fenyloalaniny na tyrozyng lub alanine (F562Y, F562A)
doszto do zwezenia tunelu, w szczegolnosci w obrebie wejscia do niego (ryc. 4.18). Zaktadajac,

ze zwezenie moze spowodowaé ograniczenie dostgpu substratow do kieszeni centralne;j,
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obserwacje te stoja w zgodzie z uzyskanymi dla F562Y oraz F562A wynikami transportu (ryc.
4.11).
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Rycina 4.17. Wptyw modyfikacji na tunel prowadzacy do kieszeni centralnej. Wykres pokazuje
populacje tuneli o poszczegodlnej szerokosci (promieniu) w wariantach, (a) dla wszystkich wykrytych
tuneli oraz (b) dla 100 najszerszych.

Rycina 4.18. Wejscie do tunelu prowadzacego do kieszeni centralnej. (a) Miejsce wejscia
przedstawione na strukturze poprzez 4 czerwone punkty, bedace na centralnej osi 4 helis
transbtonowych — 2, 5, 8 i 11 (wyznaczone przy pomocy narzedzia HELANAL (Gowers et al., 2016;
Michaud-Agrawal et al., 2011)). (b) powierzchnia wejscia u badanych wariantow. Wartosci
i odchylenie standardowe dla kazdego wariantu zostaty uzyskane w 400 pomiarach z 5 niezaleznych
symulacji. Wysoko$¢ stupkéw wyznaczaja wyniki migdzy 25 a 75 percentylem; linia srodkowa w
kazdym stupku reprezentuje mediang; powtorzenia wykraczajace za 10 i 90 percentyl oznaczone
kropka; mate litery a i b przedstawiajg istotng statystycznie roznice (P<0,0001) na podstawie testu
Kruskala-Wallisa i testu Dunna.



4.5.4. Analiza dostepu do kieszeni centralnej z wykorzystaniem fenylopropanoidow

Aby zweryfikowaé hipoteze dotyczaca ograniczenia dostgpu do kieszeni centralnej,
zbadano mozliwos¢ dotarcia do niej z przestrzeni wewnatrzkomorkowej przez transportowane
z udziatem MtABCG46 likwiritigening i kwas p-kumarowy oraz nietransportowane, lecz
pokrewne chemicznie izolikwiritigening i 7,4’dihydroksyflawon. W tym celu wykorzystano
uzyskane wczesniej 100 najszerszych tuneli dla kazdego wariantu i poddano je analizie
CaverDock (Vavra et al., 2019). To narzedzie tworzy profil energetyczny w postaci energii
wigzania badanej molekuly z bialkiem mierzonym na kolejnych etapach drogi zadanej
molekule do przebycia (ryc 4.19). Taki profil informuje o barierach energetycznych jaka
potencjalny substrat/ligand musi pokona¢ aby przedostac si¢ do kieszeni biatka. CaverDock byt
skutecznie zastosowany w badaniach jako narzedzie w inzynierii biatkowej oraz do pokazania
korelacji pomigdzy barierami energetycznymi a kinetyka reakcji (Brodsky et al., 2020; Marques
et al., 2019; Papadopoulou et al., 2021).

Rycina 4.19. Transport molekuly z przestrzeni wewnatrzkomorkowej do kieszeni centralnej
MtABCG46. Ukazano natozone 4 klatki przyktadowej analizy, w ktorej kwas p-kumarowy (r6zowy)
migruje do kieszeni MtABCG46 (szary) Sciezkg wyznaczong przez $rodek tunelu (niebieska linia).
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Jednoczes$nie przyjeto zatozenie, ze potowa ze 100 najlepszych powtorzen (tuneli z najnizszymi
barierami energetycznymi) dla likwiritigeniny i natywnego biatka wyznacza energetyczna
granice¢ dla skutecznego zdarzenia transportu (mediana barier energetycznych rowna 38,5
kcal-mol ™). Eksperymenty z wykorzystaniem likwiritigeniny pokazaty, iz podczas gdy wyniki
uzyskane dla wariantu F562L nie réznig si¢ znaczaco od tych dla natywnego bialka,
w przypadku F562Y oraz F562A ilos¢ powtdrzen, w ktorych molekuta skutecznie dotarta
do kieszeni centralnej byta drastycznie mniejsza i wyniosta odpowiednio 16% 1 11% (ryc. 4.20).
Co wigcej, w przypadku F562A w ogodle nie udato si¢ uzyska¢ skutecznosci zblizonej
do niemodyfikowanego MtABCG46, a w przypadku F562Y molekuty musialtyby pokonaé
bariery energetyczne wynoszace ponad 50 kcal-mol™?. Obserwacje te s3 w zgodzie z wynikami
biochemicznych eksperymentow transportu, w  ktorych transport likwiritigeniny
zarejestrowano tylko dla MtABCG46 oraz wariantu F562L (ryc. 4.20). Wyniki uzyskane dla
kwasu p-kumarowego, pokazaly, iz zwigzek ten skutecznie migrowat do kieszeni centralnej
we wszystkich badanych wariantach biatka, co mozna powigza¢ z jego mniejszym rozmiarem
w porownaniu do pozostalych analizowanych fenylopropanoidow (ryc. 4.20).
W przeciwienstwie do kwasu p-kumarowego, w przypadku natywnego MtABCG46 jak
1 badanych mutantéw, kieszen centralna byta bardzo trudno dostepna dla izolikwiritigeniny
1 7,4’dihydroksyflawonu, co dobrze koresponduje z faktem iz oba zwigzki nie s3

transportowane przez badany transporter (ryc. 3.20, ryc. 3.11).
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Rycina 4.20. Sumaryczny rozktad barier energetycznych w drodze do kieszeni centralnej przez 100
najszerszych tuneli dla likwiritigeniny (a), kwasu p-kumarowego (b), 7,4’dihydroksyflawonu (c) oraz
izolikwiritigeniny (d). Dla wynikéw poszczegolnych wariantow uzyto koloréw: zielony dla
ABCG46, niebieski dla F562L, fioletowy dla F562Y i czerwony dla F562A. Czarng przerywana linig
zaznaczono mediang barier energetycznych dla likwiritigeniny i ABCG46.

95



4.5.5. Wplyw modyfikacji w obrebie fenyloalaniny 562 na struktur¢ MtABCG46
I Kieszen centralng

Wykorzystanie dynamiki molekularnej umozliwito zbadanie skutkow wprowadzonych
mutacji na poziomie strukturalnym. Na podstawie analiz in silico zaobserwowano,
1z modyfikacje w obrgbie pozycji 562 zaburzyly oddziatywania niekowalencyjne, tworzone
w natywnym biatku przez fenyloalaning, czego konsekwencja byly zmiany strukturalne helis
tworzacych kieszen centralng. Fenyloalanina 562 tworzy niekowalencyjne oddzialywanie typu
n-stacking z fenyloalaning 684 (F684), ktore z racji posiadanego pierScienia aromatycznego
obecne jest rowniez w wariancie F562Y (ryc. 4.21). Utrata tego wigzania w wyniku zamiany
F562A doprowadzita do przemieszczenia transbtonowej helisy 5, czego konsekwencja byto
zaburzenie struktury innych, tworzacych kieszen helis. W przeciwienstwie do alaniny,
wprowadzona w pozycji 562 leucyna nie doprowadzita do destabilizacji THS pomimo braku
pier§cienia aromatycznego w obrebie tancucha bocznego leucyny. Przypuszczalnie wynika to

z pozostatych stabych oddzialywan tancucha bocznego.

Zmiany w obrebie helis transblonowych spowodowane wprowadzonymi mutacjami
miaty wptyw nie tylko na ksztalt kieszeni centralnej, ale rowniez na szeroko$¢ wejscia tunelu
do niej prowadzacego. Zwezenie zostato zaobserwowane zarowno dla wariantow F562A oraz
F562Y (ryc. 4.21). W mutancie F562Y dodatkowa grupa hydroksylowa tworzyla wigzanie
wodorowe ze znajdujaca si¢ w obrgbie THS8 tyrozyng 1213 (Y1213) przez caly czas trwania

symulacji.
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Rycina 4.21. Wptyw modyfikacji na oddziatywanie pozycji 562 z F684. Zblizenie w obrgbie
struktury przedstawia interakcje F684 pomiedzy F562 w natywnym biatku (a), L562 w wariancie
F562L (b), Y562 w F562Y (c) oraz A562 w F562A.
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4.6. Stymulacja aktywnoS$ci ATPazowej MtABCG46 przez molekuly transportowane

W przypadku niektorych biatek ABC aktywnos$¢ ATPazowa transportera jest indukowana
obecnoscig transportowanej molekuty (patrz sekcja 1.3.2.). Wykorzystujac modelowy uktad
reprezentowany przez MtABCG46, postanowiono sprawdzi¢ czy zjawisko stymulacji
aktywnosci ATPazowej mozna potencjalnie wykorzysta¢ jako posrednig metodg identyfikacji
molekul transportowanych. W tym celu opracowano test aktywnos$ci ATPazowej, oparty na
kolorymetrycznym oznaczeniu ilo$ci jonéw fosforanowych (Pj). Eksperymenty wykazaly
liniowa w czasie hydrolize ATP przez biatka obecne w izolatach bton komérkowych linii BY2
(ryc. 4.22). Co wigcej, aktywno$¢ ATPazowa prob ulegla znaczacemu zmniejszeniu pod
wplywem ortowanadanu sodu, bedacego inhibitorem m.in. transporteréw ABC (Hunke et al.,
1995; Pierman et al., 2017). Nast¢pnie sprawdzono czy obecnos¢ likwiritigeniny i kwasu
p-kumarowego indukuje hydrolizg¢ ATP w probach zawierajacych MtABCG46. Wyniki
wykazaly zalezng od st¢zenia likwiritigeniny stymulacje aktywnosci (ryc. 4.23). Jednocze$nie

nie zaobserwowano zadnego wpltywu wywotanego dodaniem kwasu p-kumarowego. Aby
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Rycina 4.22. Aktywno$¢ ATPazowa biatek btony komodrkowej wyizolowanych z komérek BY?2
ekspresjonujacych MtABCG46. Na wykresie pokazano wartosci uzyskane w ramach przyktadowego,
reprezentatywnego powtdrzenia biologicznego dla proby z dodatkiem ATP (ATP) oraz z dodatkiem
ATP i ortowanadanu sodu (VAD). Wartosci i = odchylenia standardowe zostalo otrzymane
z co najmniej 3 powtdrzen technicznych. Na wykresie umieszczono wartos¢ R? dla wyznaczonych
linii trendu
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potwierdzi¢, ze za efekt obserwowany w obecnos$ci likwiritigeniny odpowiada MtABCG46,
a nie pozostate biatka w izolacie, eksperyment przeprowadzono rowniez dla linii kontrolnej
(EV). W poréwnaniu do kontroli, w probach zawierajacych MtABCG46 obecno$¢ substratu
poskutkowata znaczgco wigkszg stymulacja (ryc. 4.23).
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Rycina 4.23. Stymulacja aktywno$ci ATPazowej MtABCGA46 zaleznej od ortowanadanu sodu przez
likwiritigening i kwas p-kumarowy. Przedstawione wartosci to wielokrotno$¢ zmiany aktywnosci pod
wplywem obecnosci molekuly badanej w porownaniu do kontroli (linig przerywang zaznaczono
warto§¢ 1 oznaczajaca brak zmiany). (a) Stymulacja aktywnosci ATPazowej biatek blony
komorkowej wyizolowanych z komorek BY2 ekspresjonujacych MtABCG46 zalezna od st¢zenia
substratow. Przedstawiono krzywa uzyskang w co najmniej 4 powtorzeniach technicznych dla
pojedynczego powtodrzenia biologicznego celem doboru wiasciwego stezenia. (b) Stymulacja przez
likwiritigening i kwas p-kumarowy bialek btony komorkowej wyizolowanych z komoérek BY2
transformowanych pustym wektorem (EV; bialy) oraz BY2 ekspresjonujgcych MtABCG46
(ABCG46; szary). Wartosci i + odchylenie standardowe zostaly uzyskane w co najmniej 3
powtorzeniach technicznych dla 3 powtorzen biologicznych. Wysoko$¢ stupkow wyznaczajg wyniki
miedzy 25 a 75 percentylem; linia srodkowa w kazdym shupku reprezentuje mediang; powtdrzenia
wykraczajace za 10 i 90 percentyl oznaczone kropka; mate litery a i b przedstawiajg istotng
statystycznie roznice (P<0,0001 dla likwiritigeniny) na podstawie testu Manna-Whitneya.
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4.6.1. Wykorzystanie stymulacji aktywno$ci ATPazowej w badaniach nad ABCG36
z A. thaliana

W trakcie doktoratu odbyto staz naukowy w grupie badawczej Dr. Markusa Geislera
na Wydziale Biologii Uniwersytetu we Fryburgu, w Szwajcarii. W jego trakcie wykorzystano
opracowang metodyke dotyczaca aktywnosci ATPazowej do badan nad pelnym transporterem

ABCG36 z Arabidopsis thaliana.

AtABCG36 jest zaangazowany w réwnowage hormonalng i rozwoj ro$liny jako
transporter kwasu indolilo-3-mastowego (IBA), nie translokujac jednocze$nie kwasu indolilo-
3-octowego (IAA) (Aryal et al., 2019; Ruzicka et al., 2010). Mutanty ABCG36 A. thaliana
charakteryzowaty si¢ zaburzeniami w reakcjach obronnych przeciwko patogenom
niezaadaptowanym, sugerujac udziat biatka w takich procesach jak depozycja kalozy
indukowana flg22 (22-aminokwasowy fragment biatka bakteryjnego biatka flageliny,
powszechnie uzywany jako elicytor mechanizméw obronnych ro$lin) czy akumulacja
glukozynolanow indolowych (Bednarek et al., 2009; Clay et al., 2009). W wyniku badan
majacych na celu identyfikacje substratow tego transportera zaproponowano molekuty
ze szlaku glukozynolanéw indolowych takie jak prekursor/y 4-O-B-glukozylo-indolilo-3-
formamidu (40GIcl3F), 4-metoksy-indolilo-3-metanol (4MeOI3M) czy S-(4-metoksy-
indolilo-3-metylo) cysteing (4MeOI3Cys)(Lu et al., 2015; Matern et al., 2019). Jednakze
zwiazki te nie wplywaly na zalezng od ABCG36 inhibicje¢ wzrostu patogennego grzyba
Phytophtora infestans a jedynie zwigkszaty indukowane flg22 odktadanie si¢ kalozy (Matern
et al., 2019). Co wigcej, w ostatnim czasie wykazano, ze biatko, i jego bliskie homologi
tj. ABCG34 i ABCG40 s3 zaangazowane w sekrecje gltownej fitoaleksyny A. thaliana,
kamaleksyny (He et al., 2019; Khare et al., 2017).W zwigzku z tym postanowiono wykorzystac
testy aktywnos$ci ATPazowej jako dodatkowa metod¢ podkreslajaca zwiazek pomiedzy
kamaleksyna a AtABCG36.

W celu uzyskania materialu do badan wykorzystano metodyke odwiedzanego
Laboratorium, ktorej opis zawarto w sekcji 2.2 (Aryal et al., 2019; Hao et al., 2020; Matern et
al., 2019). Wyniki eksperymentow wykazaly, ze - podobnie jak w przypadku MtABCG46
i likwiritigeniny — aktywno$¢ ATPazowa prob zawierajacych AtABCG36 wzrosta w obecnos$ci
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IBA oraz kamaleksyny (ryc. 4.24). Podobnego efektu nie zaobserwowano w probach
kontrolnych (RK19), czy w obecnosci podobnych strukturalnie, ale nietransportowanych przez
badany transporter IAA, czy indol (ryc. 4.24).
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Rycina 4.24. Stymulacja aktywnos$ci ATPazowej AtABCG36 zaleznej od ortowanadanu sodu przez
kamaleksyne, IBA, TAA i indol. Przedstawione wartosci to wielokrotno§¢ zmiany aktywnosci pod
wplywem obecnosci molekuty badanej w porownaniu do kontroli (linig przerywang zaznaczono
warto$¢ 1 0znaczajacg brak zmiany). Stymulacja biatek btony komorkowej przez badane molekuty,
wyizolowanych z komorek lisci tytoniu agroinfiltrowanych wektorem antywyciszajacym RK19 oraz
konstrukcja genetyczng zawierajacg AtABCG36 (AtABCG36; szary) lub agroinfiltrowanych tylko
wektorem antywyciszajacym i stuzacych jako kontrola (RK19; biaty). Wartosci i = odchylenie
standardowe zostaly uzyskane w co najmniej 2 powtdrzeniach technicznych dla 3 powtorzen
biologicznych. Wysoko$¢ stupkow wyznaczaja wyniki miedzy 25 a 75 percentylem; linia $rodkowa
w kazdym stupku reprezentuje mediang; mate litery a i b przedstawiajg istotng statystycznie roznicg
(P<0,01 dla kamaleksyny; P<0,05 dla IBA) na podstawie testu Manna-Whitneya.
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5. Dyskusja

Molekularne podstawy specyficznosci substratowej transporterow ABC s3 wcigz
stosunkowo stabo zrozumiane. W kontrascie do tego stoi chociazby dobrze poznany
zachowawczy mechanizm wigzania i hydrolizy ATP przez te biatka. W wyniku badan
obejmujgcych analiz¢ polimorfizméw oraz wprowadzania punktowych zmian w obrebie
sekwencji nieselektywnych transporteréw takich jak CDR1 z C. albicans, czy PDR5
z S. cerevisiae zidentyfikowano liczne aminokwasy, ktorych zmiana obnizata zalezng od tych
biatek odpornos¢ grzyboéw na rézne fungicydy (Egner et al., 1998; Ernst et al., 2008; Rawal et
al., 2013). W przypadku PDR5 znaleziono rowniez aminokwas w obrebie domeny wigzacej
nukleotyd, ktérego zmiana (H1068A) selektywnie wplynela na zalezny od PDRS transport
rodaminy 6G (Ernst et al., 2008). Zaproponowano, ze szerokie spektrum selektywnosci
transporterow ABCG moze wynika¢ nie tylko z powinowactwa substratu do miejsca wigzania
ale rowniez z kinetyki zmian konformacyjnych biatka, ktore w przypadku substratow
potrzebujacych rézny czas na zwigzanie z biatkiem warunkowalyby transport (Ernst et al.,
2010). Interpretacja wynikéw uzyskanych w oparciu o analize wielu translokowanych przez
transporter molekul jednoczes$nie stanowi wyzwanie. Ciekawg alternatywe w kontekscie tego
typu badan stanowig ro$linne transportery ABCG, charakteryzujace si¢ potencjalnie wyzsza
specyficznosciag substratowg - co wykazano niejednokrotnie eksperymentalnie (Biata et al.,
2017; Crouzet et al., 2013; Kang et al., 2010). Warto zaznaczy¢, ze jak dotad takich biatek nie
wykorzystano jako uktad modelowy w tego typu badaniach.

Znajomo$¢ wysokorozdzielczej struktury biatka jest niezwykle uzyteczna w badaniach
molekularnych, poniewaz nadaje kontekst sekwencji, utatwiajac tym samym identyfikacje
waznych dla funkcji biatka aminokwaséw (Roy et al., 2010). W ostatnich latach rozwo;j technik
biologii strukturalnej spowodowat znaczacy postep w odniesieniu do duzych hydrofobowych
biatek btonowych w tym biatek ABC. Opisano m.in. unikalny dla transporteréw ABCG typ
budowy (Harris et al., 2021; Jackson et al., 2018; J. Y. Lee et al., 2016; Manolaridis et al., 2018;
Sunetal., 2021; Taylor et al., 2017). Zaproponowano takze, ze zarbwno potowiczne jak i peine
eukariotyczne biatka ABCG cechuje zachowawczo$¢ struktury (Harris et al., 2021).
Jednocze$nie rozwoj metod obliczeniowych pomaga omingé wyzwania zwigzane z wydajna
produkcja, oczyszczaniem biatka i eksperymentalnym wyznaczaniem struktury poprzez

modelowanie in silico. Ta metoda umozliwia uzyskanie danych strukturalnych na podstawie
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sekwencji aminokwasowej. Do uzyskania modelu MtABCG46 w tej pracy wykorzystano
serwer I-TASSER (ryc. 4.3) (Yang et al., 2014; Yang & Zhang, 2015). Narzgdzie to zostato
wielokrotnie uznane za jedng z najlepszych metod w odbywajacym cyklicznie eksperymencie
krytycznej oceny metod przewidywania struktury biatek (CASP, z ang. Critical Assessment
of methods of protein Structure Prediction) (https://zhanggroup.org/I-TASSER/about.html).
Wyniki eksperymentéw pokazuja, iz dostepne obecnie zautomatyzowane metody s3 w stanie
generowaé struktury o jakoSci przewidywania poréwnywalnej z modelowaniem
przeprowadzanym przez specjalistow (Battey et al., 2007; Huang et al., 2014; Tai et al., 2014).
Uzyskana struktura transportera ABCG46 prezentowata budowe bardzo zblizong do struktury
ludzkiego heterodimeru ABCG5/G8 w konformacji skierowanej do wewnatrz (PDB: 5DO7)
(ryc. 4.3). Na tym etapie analiz przewidywania struktury drugorz¢dowej zaobserwowano
obecnos$¢ dodatkowych, unikalnych dla petnych transporterow ABCG elementow takich jak
tacznik pomigdzy TMD1 a NBD2 oraz ustrukturyzowana petla w obrgbie NBD1 (ryc. 4.2 oraz
4.3). Potowiczne transportery nie posiadaja facznika, ktory w petlnych transporterach taczy obie
potowy (tj. pary NBD-TMD). Wysokie zréznicowanie tgcznika pozwala zaklada¢ iz jego
sekwencja aminokwasowa nie ma duzego znaczenia dla funkcji biatka. Dzieki wykorzystaniu
narzg¢dzia heliquest (Gautier et al., 2008) poczyniono cickawg obserwacj¢ dotyczacg unikalnej
petli w NBD1 — obecna z duzym prawdopodobienstwem w jej obrebie helisa charakteryzuje sie
amfifilowoscia, to znaczy zbudowana jest w taki sposob, ze po jednej jej stronie znajdujg si¢
aminokwasy hydrofobowe, a po drugiej polarne i obdarzone tadunkiem. Miarg amfifilowosci
jest moment hydrofobowy (Eisenberg et al., 1982), ktory dla sprawdzanej helisy wyniost 0,556.
Innym parametrem okreslajagcym witasciwosci helisy jest hydrofobowos$¢, ktéra wyniosta 0,642.
Wykorzystujac oba parametry oraz diagram stworzony na podstawie scharakteryzowanych
eksperymentalnie helis (Phoenix & Harris, 2002), mozna przypuszczaé, ze jest to element
aktywny powierzchniowo, wystepujacy na granicy btony, podobnie do innych- opisywanych
w obrgbie struktur ABCG- horyzontalnych helis ,,elbow”, ktére stabilizujg biatko w blonie oraz
wspottworza region odpowiadajacy za komunikacje TMD z NBD (Khunweeraphong et al.,
2017, 2019). W 2021 roku opublikowano pierwsza eksperymentalnie uzyskang strukturg
pelnego transportera ABCG — PDR5 z S. cerevisiae. Obserwowany typ faldowania bardzo
przypominat ten opisany dla potowicznych ludzkich biatek ABCG, potwierdzajac tym samym
wysoki stopien zachowawczos$ci strukturalnej w obrebie podrodziny eukariotycznych biatek
ABCG. Co ciekawe, w obrebie petli NBD1, pomigdzy dwoma pierwszymi harmonijkami 3
zaobserwowano przewidziang u MtABCG46 amfifilowa helis¢ lokalizujaca na powierzchni
btony (Harris et al., 2021).
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W ostatnim czasie udostgpniono nowe narzedzie — AlphaFold2, ktére w oparciu o metode
uczenia maszynowego zostato zaprojektowane do przewidywania struktur biatkowych (Jumper
et al., 2021). W niedawnych badaniach wykazano, ze wygenerowane przy uzyciu tego
algorytmu struktury zarowno biatek globularnych jak i duzych biatek blonowych takich jak
transportery ABC, charakteryzuja si¢ wysokim stopniem poprawnosci (Hegeds et al., 2022).
Wykorzystujagc AlphaFold2 w tej pracy uzyskano model (AF2) o fatdowaniu bardzo zblizonym
zarowno do PDRS5 jak i uzyskanej przy pomocy serwera I-TASSER struktury MtABCG46
(tab. 4.4). Uzyskanie zblizonego wyniku przy pomocy dwodch niezaleznych metod wzmacnia
zatozenie poprawnosci przewidywania i jednoczesnie podkresla uzytecznos¢ wspotczesnych
algorytmoéw modelowania na podstawie sekwencji w badaniach molekularnych. Nie jest
to rozwigzanie idealne ale pozwalajace przy wszystkich ograniczeniach eksperymentalnego
wyznaczania struktury na dalsza prace. Wygenerowany model AF2 postuzyt do analiz

bioinformatycznych opartych od dynamike molekularng.

W modelu zaobserwowano kieszen pomigedzy domenami transbtonowymi, tworzong
przez aminokwasy znajdujace si¢ w obrebie helis transblonowych 2, 5, 8 1 11 (ryc. 4.4).
Kieszenie w analogicznym miejscu zostaly zidentyfikowane réwniez w  strukturach
homologoéw, takich jak homodimery HsABCG1, HSABCG2 czy pelny transporter SCPDRS.
Co ciekawe, w przypadku tych biatek, w obrebie ich kieszeni stwierdzono obecnos$¢
odpowiadajacych im substratow, kolejno cholesterolu, mitoksantronu i1 rodaminy 6G,
co wskazuje na potencjalne znaczenie tego elementu strukturalnego dla transportu tych molekut
(Harris et al., 2021; Orlando & Liao, 2020; Sun et al., 2021). Znaczenie kieszeni podkreslaja
takze przedstawione w tej pracy badania, w ramach ktorych wprowadzono modyfikacje
aminokwasow wspottworzacych ja w MtABCG46 tj. fenyloalaniny 562 (F562) oraz tyrozyny
1213 (Y1213) znajdujacych si¢ kolejno w 2 1 8 helisie transbtonowej. Wybor F562 oparto
na zatozeniu, ze rozpoznanie i transport réoznych molekut przez transportery wynika¢ moze
ze zmienno$ci sekwencji aminokwasoéw tworzacych kieszen oraz tunel do niej prowadzacy (tab.
4.1). Z kolei symetryczna do F562, w drugiej domenie transbtonowej — tyrozyna 1213, jest
aminokwasem bardziej zachowawczym 1 koewolucyjnie powigzanym z wysoce zachowawczg
asparaging 1331 (tab. 4.1). Obie pozycje odpowiadajg silnie zachowawczej fenyloalaninie 431
ludzkiego homodimeru ABCG2 (ryc. 4.5). Przypuszcza si¢, ze aminokwas ten wspottworzy
miejsce wigzania dla transportowanych substratow u ABCG2. Wniosek ten wynika jednak
tylko z obserwacji fenotypowych, w ktorych polimorficzny wariant F431L ABCG2
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charakteryzowatl si¢ niewrazliwoscig na inhibitory blokujace potencjalne miejsce wigzania.
Trzeba jednak zaznaczy¢, ze nie wyjasniono roli tego aminokwasu w mechanizmie transportu
na poziomie molekularnym. Fenyloalanina w tej pozycji jest silnie zachowawcza nie tylko
u ludzkich biatek ABCG ale takze zwierzgcych ortologow. W obrebie kieszeni centralnej
ABCG2 znajduje si¢ rowniez inna zachowawcza ewolucyjnie fenyloalanina w pozycji 439.
Tworzona w homodimerze para F439 — F439’ stabilizuje transportowane molekuty w obrgbie
kieszeni przez oddziatywania typu n-stacking (Gose et al., 2020). Biorgc pod uwage presje
ewolucyjng, ktorej konsekwencjg jest zachowawczo$¢ aminokwasu na danej pozycji, mozna
przypuszczaé, ze cho¢ aminokwasy te petnig wazne role w mechanizmie transportu, t0 raczej
w mniejszym stopniu decyduja o specyficznos$ci substratowej. Z kolei w przypadku roslinnych
pelnych biatek ABCG zaobserwowano, ze na pozycji odpowiadajacej F562 czgéciej wystepuja
inne aminokwasy, takie jak leucyna, izoleucyna czy tyrozyna (tab. 4.2). Zmiany aminokwasow
na tej pozycji moga odzwierciedla¢ adaptacje bialek je posiadajacych do petnionych funkcji.
| tak np. ABCG3L1 z Oriza sativa (Garroum et al., 2016), ABCG31 z Hordeum vulgare (Chen,
Komatsuda, Ma, Nawrath, et al., 2011), oraz ABCG32 z Arabidopsis thaliana (Bessire et al.,
2011; Fabre et al., 2016) tworza grupg ortologéw zaangazowanych w dystrybucj¢ kutyn.
U wszystkich z tych bialek - potencjalnie odpowiedzialnych za translokacj¢ podobnego Iub
tego samego substratu - na tej pozycji obecna jest rzadziej wystepujgca tyrozyna, co moze
oznaczac jej znaczenie dla specyficznos$ci substratowej. Warto rowniez zwrédci¢ uwage na fakt,
1z odpowiadajace sobie pozycje w 1 1 2 domenie transbtonowej jakimi sa F562 1 Y1213 r6znia
si¢ zachowawczos$cig 1 powigzaniami koewolucyjnymi (tab. 4.1, ryc. 4.6). Uwidacznia to rozne
pochodzenie domen oraz asymetri¢ ich ewolucji, ktora stanowi unikalng ceche organizacji
pelnego transportera ABCG. Taka asymetria moze stanowi¢ o plastycznos$ci adaptacyjnej oraz

zwigkszac jej mozliwos¢ w poréwnaniu do tworzacych dimery potowicznych transporterow.

W poréwnaniu do modelu uzyskanego przy wykorzystaniu serwera [-TASSER, w
modelu AF2 rozmiar badanej kieszeni centralnej byt zredukowany (ryc. 4.13). Co wigcej,
tworzacy do niej dostep z przestrzeni cytozolowej tunel, obserwowany chociazby w strukturach
ScPDR5 czy HSABCG2 (Harris et al., 2021; Orlando & Liao, 2020), zostat uwidoczniony
dopiero w przeprowadzonych symulacjach dynamiki molekularne;j.

Wszystkie testowane biochemicznie modyfikacje biatka w obrebie kieszeni centralne;,
a doktadniej na pozycjach F562 i Y1213 (F562L, F562I, F562Y, F562A oraz Y1213F
i Y1213A) mialy istotny wptyw na zalezny od MtABCG46 transport kwasu p-kumarowego
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1 likwiritigeniny, potwierdzajac znaczenie badanego obszaru dla funkcjonowania biatka i jego
roli w dystrybucji fenylopropanoidow u Medicago truncatula (ryc. 4.11). Jednoczesnie zaden
z wariantow nie byl zdolny do translokacji izolikwiritigeniny 1 7,4’dihydroksyflawonu.
Pomimo podobienstwa do likwiritigeniny i kwasu p-kumarowego oraz wspdlnego pochodzenia
ze szlaku fenylopropanoidowego, oba te zwigzki nie sg substratami MtABCG46. WyniKi
eksperymentdw sa w zgodzie z hipoteza zaktadajaca role kieszeni centralnej w rozpoznaniu
1 transporcie molekut przez badane biatko. Bioragc pod uwage stosunkowo wysoki stopien
zachowawczo$ci Y1213, jego powigzanie z silnie zachowawczg asparaging 1331, a takze fakt,
ze oba aminokwasy nalezg do stosunkowo nielicznych w obrgbie kieszeni aminokwasow
polarnych, mozna podejrzewac ich znaczenie w wigzaniu lub stabilizacji substratow. Zamiana
fenyloalaniny w pozycji 562 na leucyng wptyneta na specyficzno$¢ substratowa, sprawiajac
iz wariant F562L MtABCG46 jest transporterem likwiritigeniny ale nie kwasu p-kumarowego.
Jednoczesnie zamiana na podobng do leucyny izoleucyn¢ doprowadzita — podobnie jak
w wariantach F562A i F562Y — do braku transportu obu znanych substratoéw. Oznacza to,

ze aminokwas wystepujacy w tej pozycji ma duze znaczenie dla pelnionej przez biatko funkcji.

Wyniki  przeprowadzonych analiz in silico opartych o izolikwiritigening
1 7,4’ dihydroksyflawon byty zgodne z eksperymentami biochemicznymi pokazujac, ze dostegp
tych zwigzkow do kieszeni centralnej MtABCG46 jest utrudniony 1 wysoce nieprawdopodobny
(ryc. 4.19). W przypadku natywnego modelu AF2 jak i wariantu F562L bariery energetyczne
napotykane przez likwiritigening byly zblizone 1 wystarczajaco niskie dla skutecznego
transportu w obu przypadkach. Z kolei zamiana zarowno na tyrozyneg jak 1 alaning (F562Y,
F562A) doprowadzita do czeSciowego zapadnigcia si¢ tunelu, co w konsekwencji znaczaco
zmniejszyto mozliwos¢ dotarcia likwiritigeniny do kieszeni centralnej, tym samym
uniemozliwiajagc transport (ryc. 4.20). Wyniki te, bedace w zgodzie z rezultatami
biochemicznych eksperymentdéw transportu pozwalajg przypuszczaé, ze ograniczenie dostepu
do badanej kieszeni stanowi zarowno wazny element i jednoczesnie jeden z pierwszych etapow
selektywnego transportu. Co zaskakujace przeprowadzone eksperymenty pokazaly, iz ten
mechanizm umozliwia nawet rozrdznienie molekut o bardzo zblizonym wzorze strukturalnym,
takich jak likwiritigenina 1 7,4’dihydroksyflawon (ryc. 1.10). Mozna podejrzewac rowniez,
ze szeroko$¢ i geometria tunelu prowadzacego do kieszeni - a szczegélnie jego wejscia -
determinowac bedzie rozmiar substratow transportera. Takie rozwigzanie - W postaci selekcji
na wstgpnym etapie - wydaje si¢ praktyczne i efektywne, poniewaz w przeciwnym razie

niepozadane zwigzki dostajgce si¢ do kieszeni centralnej moglyby prowadzi¢ do spowolnienia
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lub inhibicji transportu. Elementy strukturalne w postaci tuneli prowadzacych do ukrytych
wewnatrz bialek miejsc aktywnych oraz ograniczajacych dostgp tzw. bram zostaty
zidentyfikowane chociazby w grupie enzymow tworzonej przez cytochromy P450 (Cojocaru et
al., 2007; Schleinkofer et al., 2005; Winn et al., 2002). Tunele i bramy peinig wazng role
w enzymach, regulujac dostgp substratow i rozpuszczalnikow do kieszeni, umozliwiajac tym
samym kontrole katalizowanych reakcji. Z drugiej strony, wspomniane bramy sg czesto
przestrzennie oddalone od miejsca aktywnego, co zwigksza prawdopodobienstwo, ze mutacje
w ich obrebie nie uszkodzg katalitycznej funkcji biatka, umozliwiajac tym samym Szybsze
tempo ewolucji (Gora et al., 2013; Zawaira et al., 2011). Biorgc pod uwage uzyskane w pracy
wyniki, dokladna analiza tworzacych wejscie do tunelu aminokwaséw stanowi obiecujaca
opcj¢ kontynuacji badan. Co ciekawe, polimorficzny allel pen3-6 koduje wariant biatka
AtABCG36 z pojedyncza zmiang silnie zachowawczej alaniny 1357 na waling (A1357V), ktéra
znaczaco wptywa na fenotyp roslin, przypuszczalnie poprzez zaburzenie transportu z udziatem
tego transportera (Lu et al., 2015). A1357 odpowiada alaninie 1319 (A1319) w MtABCG46,
ktora jest zlokalizowana na wewnatrzkomorkowym koncu helisy 11. Pomimo, iz aminokwas
ten nie jest skierowany do $rodka, gdzie znajduje si¢ tunel i kieszen centralna, to podejrzewac
mozna, ze zmiana w obrebie tej pozycji wplyngtaby na potozenie helisy, zaburzajac tym samym

strukture wejscia tunelu.

Przyjmujac mozliwos¢ przenikniecia molekuty do kieszeni centralnej za jedyny warunek
skutecznego rozpoznania 1 translokacji, wyniki analizy dostegpu z wudzialem kwasu
p-kumarowego sugerowatyby zdolno$¢ do transportowania tej molekuly przez wszystkie
analizowane warianty MtABCG46 (natywne, F562L, F562A i F562Y). W rzeczywistosci
jedynie w przypadku wariantu biatka o oryginalnej sekwencji zaobserwowano transport (ryc.
4.11). Z drugiej strony fakt, ze nietransportowany przez F562L kwas p-kumarowy jest
kompetytorem dla likwiritigeniny w takim samym stopniu jak w typie dzikim MtABCG46 (ryc.
4.12) pozwala przypuszczad, iz kwas p-kumarowy jest w stanie dotrze¢ do kieszeni — co mozna
powigza¢ z jego mniejszym rozmiarem w porownaniu do pozostatych analizowanych
zwiazkow, a brak transportu spowodowany jest faktem, iz fenyloalanina 562 ma znaczenie
réwniez na dalszych etapach procesu rozpoznania i translokacji molekut. Taka obserwacja
sugeruje tym samym, iz selektywno$¢ transporterow ABCG jest aspektem wieloetapowym.
Przeprowadzone analizy in silico pokazaty, iz zmiana pojedynczego aminokwasu w obrebie
kieszeni centralnej moze wplyna¢ na interakcje i1 wzajemng organizacje tworzacych

ja wewnetrznych helis, tym samym zaburzajac funkcjonowanie innych aminokwasow
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kluczowych dla mechanizmu translokacji. Warto rowniez pamigtac, iz obserwacje poczyniono

jedynie w ramach konformacji skierowanej do wewnatrz.

Dzigki zastosowaniu dynamiki molekularnej zdotano zaobserwowa¢ rowniez
molekularne konsekwencje wprowadzonych modyfikacji w obrebie F562. W natywnym
MtABCG46 wspomniana fenyloalanina tworzy niekowalencyjne oddzialywanie typu
n-stacking z fenyloalaning 684 (F684) (ryc. 4.21). F684 zlokalizowane jest w petli nad THS,
ktora w HsABCG2 zostata opisana jako tzw. zawor. Postulowang rolg tego elementu
strukturalnego jest regulacja uwalniania molekuly transportowanej na zewnatrz
(Khunweeraphong et al., 2019; Khunweeraphong & Kuchler, 2021). Co wigcej, na podstawie
dopasowania sekwencji ustalono, ze kodowana przez polimorficzny allel pen3-5 zmiana
pojedynczego aminokwasu wzgledem natywnego AtABCG36, L704F rowniez zlokalizowana
jest we wspomnianej petli. Fenotyp roslin pen3-5 wskazywal na roztaczenie zaleznych
od AtABCG36 funkcji, co mozna wyjasni¢ zmiang specyficzno$ci substratowej transportera
(Lu et al., 2015). Tym samym, zidentyfikowane w obrebie MtABCG46 interakcje pomiedzy
aminokwasami mogg stanowi¢ potencjalne wyjasnienie dla zaobserwowanego efektu tej
mutacji. Brak oddzialywania typu m-stacking wigzania w wariancie F562A doprowadzito
do reorganizacji helis tworzacych kieszen centralng. Pomimo braku pier§cienia aromatycznego
na tej pozycji w przypadku wariantu F562L, zmiana nie doprowadzita do destabilizacji THS,
co przypuszczalnie wynika z pozostatych stabych oddziatywan tancucha bocznego.
Co ciekawe, rowniez w przypadku wariantu F562Y doszlo do zmiany organizacji
wewnetrznych helis transblonowych. Wynikalo to z tworzonego z Y1213 wigzania
wodorowego, ktorego konsekwencja byto miedzy innymi zwezenie tunelu prowadzacego do
kieszeni. Dodatkowo, we wszystkich przeprowadzonych symulacjach dynamiki molekularnej
zaobserwowano wigzanie wodorowe tworzace si¢ pomi¢dzy Y1213 a asparaging w pozycji
1331. Bioragc pod uwage iz wspomniana asparagina 1331 jest silnie zachowawczym (tab. 3.1)
u roslinnych pelnych transporterow ABCG i zlokalizowanym w kieszeni centralnej polarnym
aminokwasem przypuszcza¢ mozna, iz zaburzenie jej funkcjonowania bedzie mialo wpltyw

na wigzanie si¢ substratow w obrebie badanej kieszeni.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentdow biochemicznych oraz analiz
filogenetycznych mozna przypuszczaé, ze adaptacja roslinnych biatek ABCG znajduje
odzwierciedlenie w zmienno$ci w obrgbie waznych aminokwasow takich jak np. F562. Taka

zmienno$¢ umozliwia uksztaltowanie transporterow do pelnienia roli w zrdéznicowanych
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chemicznie scenariuszach umozliwiajacych zycie roslin na ladzie. Takim scenariuszem jest
chociazby selektywna dystrybucja prekursorow w szlaku metabolicznym, czego przyktadem
jest zalezny od MtABCG46 transport kwasu p-kumarowego i likwiritigeniny (Biata et al.,
2017). Poniewaz w obrgbie szlaku fenylopropanoidowego wystepujg zaréwno flawonoidy
petigce role w inicjacji i kontroli oddziatywan symbiotycznych (J. Zhang et al., 2009), jak
rowniez dedykowane reakcjom obronnym (np. szlak biosyntezy medikarpiny bedacej
fitoaleksyng M. truncatula) (Dixon et al.,, 2002), ewolucja precyzyjnych mechanizméw
translokacji pokrewnych chemicznie zwigzkéw jest istotna. Warto podkresli¢, iz enzymy
katalizujace reakcje w obrgbie poszczegolnych odgatezien szlakow metabolicznych moga by¢
zorganizowane w postaci oddzielonych przestrzennie metabolonéw tj. tymczasowych,
funkcjonalnych komplekséw enzymatycznych, sktadajacych sie z niekowalencyjnie
zwigzanych enzymoéw w danym szlaku metabolicznym. Przykladowo w roslinach maku
lekarskiego (Papaver somniferum) wykazano komoérkowo - specyficzng lokalizacje
kluczowych enzymow reprezentujgcych rozne szlaki biosyntezy alkaloidow (Weid et al., 2004).
Podobnie u A. thaliana poszczeg6lne reakcje w biosyntezie glukozynolanow przeprowadzane
sg w obrebie roznych komorek (Fuchs et al., 2016; Nintemann et al., 2018). Biorac to pod
uwage, modyfikacje selektywnosci biatek ABCG odpowiedzialnych za dystrybucje

prekursoréw majg duzy potencjal biotechnologiczny jako metody regulacji szlakow biosyntezy.

Wyspecjalizowany metabolizm ro$linny jest zrédlem zwigzkéw chemicznych
wykorzystywanych takze jako fungicydy czy leki (Khan et al., 2022), co czyni bezposrednio
powigzane z nim transportery ABCG przedmiotem zainteresowania ze strony biotechnologow.
Obecnie dla roslin wykorzystywanych do biosyntezy takich metabolitow prowadzone
sa badania, ktorych celem jest identyfikacja transporterow zaangazowanych w poszczegélne
szlaki biosyntezy. Przykladem takiego transportera jest np. ABCG40 u Artemisia annua.
Nadekspresja genu kodujgcego to biatko wplywa na zawarto$¢ artemizyny - leku
antymalarycznego — w ro$linie (Fu et al., 2020). Poszukiwania bialek ABCG sa obecnie
prowadzone chociazby w liniach zawiesinowych Lithospermum erythrorhizon, ktorej kultury
in vitro wykorzystywane sa do produkcji alkaniny (H. Li et al., 2022; Yazaki et al., 1999).
Potencjal majg takze badania, ktorych celem jest analizowanie skutkéw mutacji takich jak
np. ta zidentyfikowana w ABCG37 z A. thaliana, skutkujaca zmiang pojedynczego aminokwasu
w obrgbie drugiej domeny wigzace] nukleotyd (A1034T). Jej efektem jest zwigkszona
stabilno$¢ tego biatka, a tym samym jego wigksza ilo$¢ w komorkach roslin, a w konsekwencji

wydajniejszy transport bedacy udzialem takiego transportera (Ito & Gray, 2006). Efekt tej
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mutacji jest powtarzalny i zostal wykorzystany dla zmiany stabilnosci transportera tryptolidu,
PDRL1 z Tripterygium wilfordii (Miao et al., 2021).

Warto pami¢ta¢ jednak iz, w przypadku wigkszosci zidentyfikowanych roslinnych
transporterow ABCG wcigz nie poznano/opisano translokowanych przez nie endogennych
substratow. To duze wyzwanie dla badan podstawowych. Analizy ekspresji genéw lub dane
metabolomiczne mogg pozwoli¢ na wytonienie potencjalnych kandydatow, metody te nalezy
jednak traktowa¢ z ostroznoscig (Leféevre & Boutry, 2018). Przyktadowo nadekspresja
ABCG40 u Artemisia annua pozytywnie wplyngta na zawarto$¢ artemizyniny w roslinie,
zwigzku stosowanego w leczeniu malarii (Fu et al., 2020). Dalsze badania wykazaly jednak,
ze transporter ten zaangazowany jest takze w dystrybucje¢ kwasu abscysynowego, co posrednio
wplyngto na biosynteze tego metabolitu. Z kolei bezposrednie badanie transportu
z wykorzystaniem komorek lub pecherzykoéw blonowych stanowi wyzwanie eksperymentalne.
Posrednio wynika to z faktu, iz wigkszo$¢ substratow transporterow ABCG ma charakter
hydrofobowy co w konsekwencji czesto stwarza trudnosci w analizie (Lefévre & Boutry, 2018).
Co ciekawe w przypadku czgéci transporterd6w zaobserwowano stymulacje aktywnosci
ATPazowej pod wptywem obecnosci transportowanych molekut (Herget et al., 2009; Kaur et
al., 2016; Nyathi et al., 2010). W ostatnim czasie obserwacja ta zostata zaproponowana jako
utylitarna metoda identyfikacji substratow ABCG1 z Nicotiana tabacum (Pierman et al., 2017).
Pomiar aktywnosci ATPazowej jest prostszy w pordwnaniu do eksperymentéw transportu i nie
wymaga znacznych modyfikacji protokotu przy wykorzystywaniu réoznych molekut w zwigzku
z czym metoda potencjalnie moze zosta¢ wykorzystana do badan przesiewowych o duzej
przepustowosci. Powigzanie transportu ze stymulacja aktywnosci ATPazowej w przypadku
podrodziny ABCG jak dotad nie zostato jednak bezposrednio zweryfikowane w oparciu
o eksperymenty transportu. W zwiazku z tym wykorzystano opracowany wokot MtABCG46
warsztat do zbadania tej relacji. W eksperymentach wykazano stymulacje aktywnosci
ATPazowej transportera w obecno$ci likwiritigeniny. Co ciekawe, podobnego efektu nie
zaobserwowano w przypadku kwasu p-kumarowego (ryc. 4.23). Na podstawie tych wynikoéw
mozna wnioskowaé, Ze translokacja molekuty nie jest w 100% skorelowana ze stymulacja
aktywnosci transportera, a tym samym, ze przy pomocy metody nie mozna w peini wykluczy¢,
ze badana molekuta jest substratem. Nie mniej jednak opracowana metodyka z sukcesem
postuzyta w badaniach nad innym pelnym roslinnym transporterem — ABCG36 z Arabidopsis
thaliana (ryc. 4.24). Stymulacj¢ aktywnosci AtABCG36 zaobserwowano w obecno$ci znanego

substratu — kwasu indolilo-3-mastowego (IBA) oraz kamaleksyny, dostarczajgc posredni
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dowod na dystrybucje tej fitoaleksyny przez badane bialko. Jednoczesnie w obecnosci
podobnych strukturalnie ale nietransportowanych kwasu indolilo-3-octowego (IAA) oraz
indolu nie zaobserwowano zwigkszenia aktywnosci. W tym wypadku korelacja miedzy
indukcja a transporteem jest duza. Warto w tym miejscu zaznaczy¢ iz badania skupione
na wykorzystaniu testow stymulacji aktynwnos$ci ATPazowej jako przesiewowej metody
identyfikacji substratow transportu z udzialem biatek ABCG sg nadal kontynuowane w ramach
projektu  PRELUDIUM20 ,Zwigzek pomiedzy stymulacja aktywnosci ATPazowe;j

a transportem na przyktadzie selektywnego transportera ABCG z Medicago truncatula”.
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7. Zalaczniki

Lista zatacznikow:

1. Dopasowanie sekwencji MtABCG46 i HSABCG2 wraz z przewidywaniem struktury

drugorzedowej dla pelnych roslinnych transporterow ABCG i jego porownaniem ze
struktura drugorzedowa HSABCG2 (PDB: 5NJ3).

Porownanie parametrow (RMSD i RMSF) modeli MtABCG46: (1) uzyskanego z
wykorzystaniem serwera I-TASSER i (1) wygenerowanego przez AlphaFold2 w
symulacjach.

Poréwnanie parametrow (RMSD i RMSF) wariantow modelu AF2 MtABCG46 w
symulacjach.
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