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1. Znaczenie podjetego tematu

Bialka transportujace z rodziny ABC (ATP Binding Cassette proteins) sa zaangazowane
w przenoszenie przez btony biologiczne duzych molekut (w tym hormondw, czasteczek
sygnatowych, réznego rodzaju metabolitéw wtornych), stanowig wigc jedna z kluczowych grup
transporterow odpowiedzialnych za prawidtowy wzrost 1 rozwoj roslin. Mechanizmy wlaczone
w regulacje efektywnosci transportu sa jednak poznane tylko w niewielkim stopniu, szczegdlnie
podstawy molekularne warunkujace specyficzno$¢ substratowg w powigzaniu ze strukturg bialka.
Duze znaczenie poznawcze tematyki podjetej w niniejszej rozprawie doktorskiej polega na udziale
w wypehieniu tej luki w wiedzy. CELEM badan byto wskazanie determinant strukturalnych biatka
ABCG46 z Medicago truncatula, odpowiedzialnych za selektywne przenoszenie dwdch substratow:
likwiritigeniny 1 kwasu para-kumarowego.

2. Charakterystyka pracy i uzyskanych wynikow

Rozprawa doktorska liczaca 134 strony (bez zatacznikdéw) jest podzielona na pi¢¢ rozdziatow
gtownych, ktore poprzedzono Streszczeniem, Wykazem Skrotow oraz informacjami o finansowaniu
badan i publikacjach powstatych w ramach pracy doktorskiej,. Na koncu rozprawy zamieszczono
Bibliografi¢ 1 Zataczniki (trzy pozycje) oraz powtodrzenie wykazu publikacji.

We WSTEPIE liczacym 27 stron oméwiono w sposob zwiezty i zrozumiaty budowe i funkcje
biatek ABC w organizmach z r6znych krolestw. Jego uklad jest dobrze przemyslany
1 nieprzeladowany szczegoétami. W dwodch ostatnich podrozdzialach przedstawiono bardziej
szczegotowo transportery ABCG, stopniowo przechodzac do roslin 1 do zagadnienia specyficznosci
substratowej, a na koncu do biatka ABCG46 z Medicago truncatula, b¢dacego przedmiotem badan.
Szkoda, ze WSTEP nie konczy si¢ postawieniem pytan, na ktore autor pracy doktorskiej chce
odpowiedzie¢, a nastgpnie przejsciem do zaprezentowania CELU pracy. Cel i realizowane zadania
badawcze sa podane niestety dopiero po opisaniu MATERIALOW i METOD. Z tego wzgledu,
czytajac MiM w zasadzie nie wiadomo na jakie pytania autor be¢dzie chciat odpowiedzie¢. Taka
kolejnos¢ podawania informacji czyni pierwszg czg$¢ rozprawy mniej klarowng. Dobrze, Ze na jej
poczatku zamieszczono Streszczenie.

Wysoko oceniam podje¢cie trudnego do realizacji wyzwania naukowego i otrzymane wyniki.
Prac w tym obszarze jest bardzo mato. Badania przedstawione w rozprawie prowadzg do identyfikacji
aminokwasow kluczowych dla specyficznosci substratowej zlokalizowanego w btonie komorkowe;j
biatka MtABCG46, przenoszacego poza komorke likwiritigening 1 kwas p-kumarowy. Oba substraty
to molekuty ze szlaku fenylopropanoidow, waznego w biosyntezie mig¢dzy innymi lignin,
flawonoidow czy fitoaleksyn.



Otrzymano nowe, bardzo ciekawe wyniki, a sukces badan wynikat z kilku czynnikow.

Po pierwsze — z dobrego podejscia metodycznego. Zastosowano wiele roznorodnych, dobrze
dobranych, uzupelniajacych si¢ metod: (i) molekularnych (w tym mutageneza, transformacja
komorek kultur kalusa tytoniu BY2, sekwencjonowanie), (ii) biochemicznych (w tym Western,
identyfikacja lokalizacji subkomodrkowej z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego, analiza
transportu w oparciu o pecherzyki blonowe; HPLC/MS, testy aktywnosci ATPazowej),
(ii1) bioinformatycznych i metod analiz in silico z wtaczeniem dynamiki molekularnej (w tym jpred,
GREMLIN, Pymol, AlphaFold 2, I-TASSER, CAVER 3, TransportTools, CaverDock).

Po drugie, z dobrze zaplanowane;j struktury badan, o logicznej kolejnosci doswiadczen. I tak,
punktem wyj$cia byly analizy in silico, aby przy udziale narz¢dzi dostgpnych na poczatkowym etapie
prac (I-TASSER), wygenerowa¢ trojwymiarowg strukture MtABCG46, w oparciu o ktorg wskazano
aminokwasy potencjalnie kluczowe w nadawaniu specyficznos$ci substratowe;.

W wygenerowanym modelu zidentyfikowano wazne dla transportu elementy strukturalne: kieszen
centralng (tworzong przez cztery helisy transblonowe 2, 5, 8, 11) 1 prowadzacy do niej tunel. Z kolei
w kieszeni — wskazano na dwa aminokwasy (Fenyloalanina na pozycji 562 i tyrozyna na pozycji
1213; F562 1 Y1213), ktérych znaczenie dla specyficzno$ci substratowej transportera badano
w dalszym przebiegu prac. Dla okreslenia ich funkcji w aktywno$ci przenos$nikowej biatka,
wykonano celowang mutagenezg, zamieniajac F562 1 Y1213 na aminokwasy najczeséciej wystepujace
na tych pozycjach w biatkach innych ro$lin. Podej$cie to uwazam za merytorycznie uzasadnione.
Badane aminokwasy to F562 (wykonano modyfikacje F562Y, F562L, F5621 i F562A) i Y1213
(modyfikowana do Y1213F 1 Y1213A).

Nastepnie przeprowadzono kompleksowe, uzupeiliajace si¢ badania aby okresli¢ role F562
(1 w mniejszym zakresie Y1213) w selektywnym transporcie substratow - likwiritigeniny 1
kwasu p-kumarowego: (i) eksperymenty determinujace selektywnos¢ pobierania zaleznego od biatka
natywnego 1 wariantow zmodyfikowanych; (ii) analizy in silico, z zastosowaniem metod dynamiki
molekularnej, aby przyporzadkowaé¢ zaleznym od modyfikacji zmianom w transporcie, zmiany
struktury biatka.

Co takze wazne, eksperymenty zaplanowano tak, aby dany wynik byl weryfikowany r6znymi
metodami. Dla przyktadu; (i) weryfikacja zaleznosci specyficznosci substratowej MtABCG46 od
F562 — poprzez poréwnanie wariantow MtABCG46 z celowang mutagenez¢ pod wzgledem rodzaju
przenoszonych czgsteczek, transportu kompetycyjnego, struktury przestrzennej (gtownie wielkosci
i struktury kieszeni centralnej i kanatu), mozliwo$ci dotarcia substratéw do kieszeni; (ii) porownanie
modeli MtABCG46 otrzymanych przy uzyciu dwoch narzedzi: I-TASSER 1 AlphaFold2.

Wazny wklad w powstanie pracy miata wspolpraca naukowa z Uniwersytetem
A. Mickiewicza w Poznaniu, dzigki ktérej rozszerzono zakres metodyczny badan o symulacje
dynamiki molekularnej, a takze z Uniwersytetem we Fryburgu, Szwajcaria (testy aktywno$ci ATPazy
dla detekcji potencjalnych substratow).

Do najwazniejszych osiggni¢¢ pracy doktorskiej zaliczam:

o Wygenerowanie modelu przestrzennej struktury biatka MtABCG46, zweryfikowanego poprzez
uzycie do tego celu dwoéch narzedzi (I-TASSER 1 AlphaFold2),

o Wykazanie roli kieszeni centralnej i prowadzacego do niej tunelu w specyficznym substratowo
transporcie  likwiritigeniny 1 kwasu p-kumarowego przez biatkko MtABCG46,
wskazanie, ze zwezenie tunelu wynikajace z modyfikacji F562 (F562Y 1 F562A) to jeden
z czynnikéw warunkujacych specyfike substratowa (selekcja substratow na wstgpnym etapie
transportu),

o Wykazanie, ze modyfikacja F562L zmienia specyficzno$¢ substratowa (eliminuje zdolnos$¢ do
przenoszenia kwasu p-kumarowego przy zachowaniu transportu likwiritigeniny),
pozostate mutacje (F562Y, F562A, F562I) eliminuja zdolno$¢ przenoszenia obu substratow przez
biatko MtABCG46,

Otrzymane wyniki oceniam jako nowe, oryginalne i warto$ciowe dla poznania mechanizméow
odpowiedzialnych za transport prowadzony przez biatka z rodziny ABCG. Przyczynig si¢ do lepszego
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rozumienia mechanizméw molekularnych warunkujacych przenoszenie specyficznych substratow
przez te biatka przenosnikowe. Wykonane w ramach pracy doktorskiej pionierskie badania zaleznosci
struktura-funkcja MtABCG46 doprowadzity do waznych ustalen, jednoczesnie otwierajac wiele
kolejnych $ciezek dla dalszych prac.

Rozprawe konczy rozdziat DYSKUSJA, w ktorym na 10 stronach mgr inz. Pakuta omoéwit
swoje najwazniejsze osiggni¢cia naukowe, przedstawiajac je na tle literatury 1 uzasadniajac
wyciagnigte wnioski, jednoczesnie wskazujac na wiele watkow wymagajacych wykonania kolejnych
doswiadczen dla okreslenia ich znaczenia w regulacji transportu oraz specyficznosci substratowe;.
Rzetelne 1 krytyczne omowienie wynikow wskazuje na duzg wiedz¢ Doktoranta i umiejgtnos$c
spojrzenia na wiasne badania z dystansem. Z pracy jasno wynika, ze poczynione ustalenia to poczatek
badan nad transportem zaleznym od MtABCG46, a jednoczes$nie nad charakterystyka rodziny biatek
ABCG.

Przeprowadzone badania sg bardzo ciekawe, nowatorskie, dotycza analiz bardzo stabo
poznanych struktur 1 proceséw. Jednak tekst w kilku miejscach pozostaje niejasny. I tak:

(1) W momencie rozpoczynania badan, jedynymi dostgpnymi strukturami bialek ABCG byty
ludzkie potowiczne transportery ABCG takie jak ABCG5/G8 1 ABCG2. Zatozono, iz te struktury
moga by¢ wykorzystane do modelowania in silico roslinnego biatka MtABCG46. Podstawa tego
zalozenia byty analizy struktury drugorzg¢dowej oparte o zbiér 1856 sekwencji pelnych roslinnych
transporterow ABCG, ktore wykazaty, iz ta grupa biatek wykazuje wysokie podobienstwo
strukturalne do wspomnianych ludzkich potowicznych transporterow ABCG. Doceniam ten punt
wyj$cia 1 takie podejscie metodologiczne, jednak uwazam, ze ten etap badan, kluczowy dla catej
pracy, zostat omowiony zbyt powierzchownie. Okreslenia ,,wysokie podobienstwo”, bez
uzasadnienia, okreslenia co to konkretnie oznacza, to za mato. Na potwierdzenie wnioskéw Doktorant
przestawit tylko dane w Zatl, oraz topologie MtABCG46 na Ryc. 4.1 (w zasadzie bez
szczegblowego komentarza, str.72). Brakuje mi: (i) po pierwsze zamieszczenia takze innych
wynikéw — np. dotyczacych ABCGS5/GS, a nie tylko dla ABCG2 (szczegoélnie, ze modele
MtABCG46 natozono na struktur¢ ABCG5/GS, str. 73-74); (ii) bardziej szczegélowego komentarza
do wynikow prezentowanych w Zat.1 (w odniesieniu do opisu zamieszczonego na str. 71 pracy) —
obejmujacego zaréwno podobienstwa jak i rdéznice (np. jakich domen dotycza, czy sa jakies$
specyficzne domeny, ktére warto wskazac, itp.). To wazny poczatek badan, zatem dane w oparciu
o ktore prowadzono kolejne analizy powinny by¢ szczegoétowo przedstawione, a co bardzo wazne —
takze skomentowane.

(2) Wyniki pierwszego etapu badan wskazywaly na istnienie jednego tunelu prowadzacego
do kieszeni centralnej. W podzniejszym etapie sprawdzano, czy tuneli jest wigcej (str. 90). Poza
informacja, ze analizy przy zastosowaniu narzedzi CAVER 3.0 oraz TransportTools uwidocznilty
rozbudowang sie¢ potaczen z réznych obszaroéw komorkowych — nie pokazano tego wyniku, a kolejne
badania (symulacje dynamiki molekularnej) weryfikuja znaczenie wykrytych tuneli. Powinny zosta¢
pokazane — np. graficznie, z zaznaczeniem, ktore warianty zostaty wybrane do dalszych analiz.

(3) Uwazam opis wyniku na str. 90 (5-10 wiersz od gory) za zbyt ogolny. Nie wskazano jaki
sens ma wskazanie, ze likwiritigenina akumuluje si¢ ,,w warstwie pomiedzy glowami a ogonami
fosfolipidow tworzacych btong” (ryc. 4.15) — biorac pod uwage integralng budowe czasteczki
fosfolipidow (hydrofilowa glowa 1 hydrofobowe tancuchy sktadajace si¢ na ogon). Aby przejs¢ dale;,
ten wynik powinien by¢ skomentowany pod wzgledem wskazania znaczenia funkcjonalnego w
badanym procesie specyficznosci substratowej MtABCG46 (brakuje mi odniesienia wprost do
informacji podanych na str. 90, wiersze 3-5). Bialko MtABCG46 przenosi substraty z wnetrza
komorki poza blong komoérkowa — jakie zatem moze mie¢ znaczenie analiza tuneli prowadzacych
z obszaru btony komoérkowej. To wazne w pracy zagadnienie nie zostalo jasno przedstawione
1 opisane, nie wiadomo jaki jest stosunek autora pracy doktorskiej do tego zagadnienia. Krotkie
odniesienie do ryc. 4.16 na str. 90 niewiele wyjasnia, poniewaz ani legenda do ryciny 4.16 nie jest
wystarczajgco precyzyjna, ani opis w tekscie.



(4) Catkowity brak komentarza do wynikow pokazanych w zal.3 (str. 91). Uwazam, ze poza
stwierdzeniem ,,brak znaczacych réznic w stabilno$ci mutantow w porownaniu do natywnego biatka”
powinno si¢ chociaz w 2-3 zdaniach wskaza¢ co zrobiono, jakimi metodami i jaki jest wynik.

(5) Rozdziat 4.5.5 uwazam w calo$ci za zle napisany. Opis jest za mato zrozumiaty — autor
nawigzuje do poprzednich wynikow, jednak tylko slownie - trzeba si¢ domysla¢ co i skad zostato
uzyte do porownania. Brak odniesien do konkretnych danych, rycin tabel. Rycina 4.21 (cytowana w
tekscie) nie zostata prawidtowo opisana i nie wnosi wielu czytelnych informac;ji.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca zostala napisana poprawnym naukowym je¢zykiem, zasadniczo bez stosowania tzw.
zargonu laboratoryjnego. Czyta si¢ ja dobrze, a zamieszczone grafika (tabele, ryciny) pomaga
w zrozumieniu przekazu. Jednak legenda do rycin i tabel nie zawsze jest zgodna z zasada podania
wszystkich szczegdtow umozliwiajacych sledzenie zawartych informacji (ang. ,,self-explanatory’).
Rycina 4.4. (str. 75) — legenda zawiera btedy w oznaczeniach w 3ciej i 4tej linii opisu.
Tabela 4.1: Opis Tabeli zbyt og6lny, niepelny, nie podano zakresu numeréw aac w pozywanych
helisach, nie wyjasniono zasady tagczenia odpowiadajacych sobie par aac tworzacych pary powiazane
koewolucyjnie. Poza tym:
(i) Opis niezgodny z gtownym przestaniem, iz numery pozycji w Tabeli 4.1 to aac wstegpnie
wyselekcjonowane - brak zaznaczonego numeru Y1213 (aac wybrany do dalszych badan).
(i) Przydatoby si¢ tez dla jasnosci przekazu w Tabeli 4.1 oznaczy¢ numerami wszystkie
aac omawiane w tekScie ponizej. Aby $ledzi¢ tok rozumowania / opisy wynikoOw — trzeba sobie
odlicza¢ i zaznacza¢ otowkiem w pracy pozycje omawiane w tekscie (np. F570, F1218, N1331).
(ii1) Z kolei, aac zaznaczone numerami (kandydaci) nie s3 w ogole omowione w tekscie (poza F562),
nie wiadomo zatem jak sa postrzegane przez autora rozprawy doktorskiej, dlaczego zostaty
zaznaczone a potem juz nie zostaty uwzglednione w analizach. Dane te powinny zosta¢ oméwione z
podaniem ich potencjalnego znaczenia w transporcie i powodow, dla ktorych nie zostaly w pracy
analizowane pod wzgledem znaczenia w nadawaniu specyficznos$ci substratowej transportera.
Rycina 4.12. (str. 86) — legenda nieprecycyjna: rycina nie przedstawia ,,Transportu kompetycyjnego
likwiritigeniny 1 kwasu p-kumarowego”, a ,,Transport kompetycyjny likwiritigeniny w obecnosci
kwasu p-kumarowego” lub ,Kompetycyjne dziatanie kwasu p-kumarowego na transport
likwiritigeniny”. Poza tym -- nast¢pne zdanie zaczynajace si¢ od ,,Przedstawione wartosci to ...... ”
powinno zosta¢ uzupetnioOne informacja: ..... w warunkach kontrolnych oraz w obecnos$ci zwigzku
kompetycyjnego kwasu p-kumarowego [podac ste¢zenie kwasu...].
Rycina 4.14. (str. 89) — na grafice nie zaznaczono (np. nie wskazano strzatkg lub innym oznaczeniem
graficznym) obszaru gdzie jest kieszen. To nalezy do kanonu precyzyjnego opisu i przedstawiania
wynikow.
Rycina 4.15. (str. 90) — nieprawidtowy opis cz¢sci (a) ryciny. W zasadzie nie napisano co prezentuje
grafika w (a), jedynie podano co zaznaczono zielong kulka ???? Brak prawidtowych oznaczen, brak
odniesienia do pokazanych elementéw, powinno si¢ je wskaza¢ np. strzalkami czy innymi
elementami graficznymi, a w legendzie poda¢ co one oznaczaja.
Rycina 4.16. (str. 91) — opis grafiki catkowicie nieczytelny, cz¢$¢ (a) brak wskazania elementow
strukturalnych na grafice — tunele, brak opisu; cze$¢ (b) — czy to tunel zidentyfikowany jako
zajmujacy ok 9% czasu symulacji? Jezeli tak — to na str. 90 powinno by¢ odniesienie do ,,ryc. 4.16b”
Jaka jest relacja pomiedzy czescia (a) 1 (b)?
Rycina 4.17. (str. 92) — w legendzie napisano: Wptyw modyfikacji na tunel ....; zabrakto podania co
bylo modyfikowane. W czg¢sci (b) pokazano dane z inng skalg n osi ,,y” — jednak dla promieni w
zakresie 0.95 — 1.05 powinno si¢ takze pokaza¢ wartosci dla ABCG46 1 F562L przerywajac shupki
1 podajac wartosci powyzej. Poza tym wartosci dla F562Y 1 F562A sg inne niz w cze$ci (a) 7?77
Rycina 4.21. (str. 97) —niejasny opis ryciny, brak oznaczen na grafice — trzeba si¢ domysla¢ co na
niej autor pokazat. Wptyw modyfikacji ... czego ? ...; Skad ta struktura? Skad F684? Nie wiadomo
co pokazujg elementy graficzne a-d. Obowigzkiem autora jest precyzyjne wyjasnienie co pokazuje
i przyjecie takich dodatkowych oznaczen (wyjasnionych w legendzie) zeby bez zadnych watpliwosci
sledzi¢ jego tok myslenia.



Wymienione komentarze 1 uwagi krytyczne nie umniejszajg mojej bardzo wysokiej oceny
wartosci naukowej pracy doktorskiej. Przedstawiono szereg interesujacych, nowych i waznych
wynikéw wnoszacych istotny wktad w zrozumienie regulacji specyficznosci substratowe] biatek
ABCG na przyktadzie MtABCG46. Czeg$¢ danych zostala opublikowana z doktorantem jako
wspoétautorem (Journal of Biological Chemistry, 2020r.), kolejne dwie prace sg w trakcie recenz;ji.
Nalezy tez podkresli¢, Zze doswiadczenia ze stymulacja aktywnosci ATPaz dla identyfikacji
potencjalnych substratow dla bialek ABCG zostaly wykonane w ramach wtasnego grantu NCN
PRELUDIUM (2021/41/N/NZ1/04030).

Whiosek koncowy:

Przedstawiona praca doktorska zawiera nowatorskie wyniki w istotny sposob poszerzajace
dotychczasowy stan wiedzy w zakresie molekularnych podstaw transportu i specyficznosci
substratowej biatek ABCG u roslin. Otrzymane dane stanowig tworczy wktad w poznanie proceséw
warunkujacych selektywny transport fenylopropanoidéw w wyniku aktywnosci MtABCG46. Biorac
pod uwagg zaprezentowany oryginalny dorobek naukowy stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji
rozprawa doktorska spetnia warunki okres§lone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669
ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora z Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr 99/2022/Internet z dnia 9
czerwca 2022 r.), i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o
dopuszczenie mgr inz. Konrada Mateusza Pakuty do dalszych etapow postepowania o nadanie
stopnia doktora.

Prof. dr hab. Danuta Maria Antosiewicz



