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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Markowskiej pt.
»Charakterystyka transportera arsenowego Acr3 u drozdzy Saccharomyces

cerevisiae”

Zainteresowanie oddzialywaniem arsenu z komorkami jest w petni zrozumiate. Kilkadziesiat
milionow ludzi eksponowanych jest na dzialanie kancerogennego arsenu. Problem ten nie dotyczy
na szczescie naszego kraju, jednak zwigzki arsenu stosowane sg W terapii, w tym w chemioterapii
nowotworow. Krytyczne znaczenie dla komorkowych oddziatywan arsenu ma transport arsenu,
zwlaszcza jego eksport z komorek; o ile eksport arsenu jest korzystny dla organizmu w przypadku
srodowiskowego narazenia na arsen, moze stanowi¢ podtoze opornosci komorek nowotworowych
na zwigzki arsenu. Szereg transporteroOw moze uczestniczyé w eksporcie zwigzkOw arsenu na
zewnatrz komorek; u organizmé6w eukariotycznych najlepiej poznanym z nich jest biatko Acr3,
po raz pierwszy opisane u drozdzy przez Promotora rozprawy, Profesora Roberta Wysockiego (J.
Biol. Chem 1997). Poznanie struktury i zrozumienie mechanizmu dziatania transporterow nie jest
proste, gtownie ze wzgledu na trudnosci charakterystyki strukturalnej integralnych biatek bton.
Rowniez budowa i mechanizm transportu As®* przez biatko Acr3 oczekujg na wyjasnienie. Celem
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Markowskiej bylo poszerzenie wiedzy w zakresie
molekularnej charakterystyki transportera Acr3 drozdzy Saccharomyces cerevisiae poprzez
ustalenie topologii bialka Acr3 w btonie komorkowej i1 identyfikacje reszt aminokwasowych

istotnych dla transportu As®* w regionach transbtonowych biatka.

Swietnie napisana rozprawa doktorska mgr Katarzyny Markowskiej ma klasyczny uktad.
Rozpoczyna ja zwigzty, kompetentnie napisany Wstep, w ktorym Autorka pracy przedstawia arsen

—jego wystepowanie w Srodowisku 1 wlasciwos$ci chemiczne, mechanizmy toksycznego dziatania,



uzycie W terapii, drogi wnikania do komorek i usuwania z komoérek oraz transportery wtorne -
rodzaje btonowych biatek zaangazowanych w transport, ujednolicong koncepcje mechanizmu
transportu wtornego, a takze charakterystyczne cechy strukturalne i funkcjonalne transporterow

wtornych.

Materiaty 1 metody, obejmujace techniki biologii molekularnej, biologii komoérek drozdzy,
biochemii i biofizyki biatek blon przedstawione sa w rozprawie nalezycie szczegdtowo. Uzyty
warsztat metodyczny byt, w moim przekonaniu, optymalny dla realizacji celu pracy, nowoczesny
1 odpowiadajacy wspdiczesnym $wiatowym standardom badan w tej dziedzinie. Opis wynikow

jest jasny, precyzyjny, przejrzysty i przedstawiony w atrakcyjnej formie graficznej.

Uwazam wybor tematu badawczego za trafny i uzasadniony biomedycznym znaczeniem
transportu arsenu. Moja opinia z pewnos$cig nie jest odosobniona, bowiem badania zostaty
wykonane w ramach projektu badawczego OPUS, musiata by¢ wiec zbiezna z opinig panelu
ekspertow Narodowego Centrum Nauki, ktory zakwalifikowat projekt do finansowania. Wysoko
oceniam koncepcj¢ pracy, zakladajaca uzyskanie informacji sprecyzowanej w celu pracy za
pomoca pomystowej kombinacji metod biologii molekularnej, biochemii biatek bton i
bioinformatyki. Zastosowanie modelu drozdzowego byto bardzo dobrym rozwigzaniem ze
wzgledu na tatwo$¢ modyfikacji genetycznych, mozliwo$¢ zastosowania testu wzrostu w
obecnosci As>" jako prostego, a przy tym jednoznacznego testu aktywnosci transportowej mutein
biatka Acr3. Mimo oczywistej wady drozdzy jako organizmu modelowego w badaniach biatek
btonowych, jaka jest obecnos$¢ Sciany komorkowej 1 wynikajaca stad konieczno$¢ preparowania
sferoplastow do czgsci oznaczen, przeprowadzenie badan drozdzowego biatka Acr3 bylo prostsze,

duzo tansze 1 znacznie szybsze niz wykonanie analogicznych badan na komorkach zwierzegcych.

Zastosowanie konstruktéw zawierajacych biatko zielonej fluorescencji umozliwito
okreslenie wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatka, istotne dla interpretacji obnizonej aktywnosci
transportowej mutein, a takze immunodetekcje¢ bialka po rozdziale elektroforetycznym i
przeniesieniu na blon¢ nitrocelulozowa, za pomoca przeciwcial anty-GFP. Test oparty na
spektrofotometrycznym pomiarze absorbancji oranzu akrydyny, barwnika wrazliwego na zmiany
pH, w wynicowanych pecherzykach btonowych pozwolil na oznaczenie szybkosci antyportu
As*/H*. Wstawienie w sekwencje regionow taczacych segmenty transbtonowe sekwencji IEGR,

zawierajagce] miejsce wrazliwe na trawienie przez czynnik krzepnigcia krwi Xa 1 uzycie
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wynicowanych  pecherzykéw  btonowych  umozliwito  okreSlenie = wewnatrz-  lub
zewnatrzkomorkowej lokalizacji tych regionéw. Rownolegle Doktorantka zastosowata metode
wstawienia w segmenty hydrofilowe sekwencji Suc2a, bedacej substratem glikozylacji i analizg
glikozylacji tak modyfikowanych mutein biatka. Uzyskanie 26 mutein zawierajacych w
odpowiednich pozycjach sekwencji zamienione aminokwasy podejrzewane o petnienie istotnej
roli w procesie prawidtowego fatdowania biatka i antyportu As**/H* umozliwito identyfikacje
takich reszt. W oparciu o modele struktury pokrewnych transporteréw, Doktorantka
zaproponowata model topologii 1 hipotetyczny mechanizm dziatania biatka Acr3 drozdzy.
Doktorantka musiata uporac si¢ z trudno$ciami zwigzanymi m. in. z niejednoznacznymi wynikami
eksperymentéw pozwalajacymi na wnioskowanie o liczbie segmentow przezbtonowych biatka 1
niejednoznacznymi modelami topologii biatka wygenerowanymi przez osiem uzytych programow
komputerowych. Nie mam jednak =zastrzezen co do wnioskéw dotyczacych topografii

wyciagnigtych przez Doktorantke.

Znakomicie napisana 30-stronicowa Dyskusja zawiera nie tylko omoéwienie wiasnych
wynikéw 1 ich konfrontacj¢ z danymi piSmiennictwa, ale takze dogl¢gbng analize uzyskanych

danych wtasnych i literaturowych prowadzaca do propozycji mechanizmu dziatania transportera.

Za najwazniejsze wyniki uzyskane w pracy uwazam wykazanie, ze (i) biatko Acr3 S.
cerevisiae zawiera 10 segmentow przezbtonowych, a jego segmenty: N-koncowy i C-koncowy
potozone sa po cytoplazmatycznej stronie blony, (ii) identyfikacje reszt aminokwasowych
istotnych dla prawidlowego fatdowania, sortowania i funkcji transportowej biatka oraz (iii)
wykazanie topologicznego podobienstwa biatka Acr3 S. cerevisiae do bakteryjnych symporteréw
Na® i kwasow zolciowych ASBT. Praca mgr Katarzyny Markowskiej moze by¢ $wietnym
przyktadem uzyskania istotnych informacji o strukturze biatka btonowego bez technik
krystalografii/rentgenografii i NMR, cho¢ wyciagnigte przez Nig wnioski beda w przysztosci

musiaty by¢ zweryfikowane z uzyciem tych technik.

Mam niewiele uwag krytycznych czy polemicznych pod adresem rozprawy. Mam pytanie
czy (a jesli tak, to w jaki sposob) Doktorantka okreslata czysto$¢ i szczelnos¢ wynicowanych
pecherzykéw btonowych? Nie bylo to zbyt istotne przy okreslaniu aktywnosci transportujacej
biatka Acr3, ale mogto mie¢ znaczenie dla analizy topologii biatka. Czy mozliwe bytoby ilosciowe

oznaczenie szybkosci eksportu As®" w oparciu o test wykorzystujacy oranz akrydyny? Dobre
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czasopismo biochemiczne zapewne zazadaloby podania wynikow densytometrycznej analizy
danych pokazanych na Ryc. 20. Na s. 27 znajdujemy termin ,,wolna energia”, bedacy
nieprecyzyjnym thumaczeniem angielskiego terminu ,,free energy”. Wykaz skrétow (s. 127) podaje
btedne objasnienie symbolu O™ - nie jest to rodnik nadtlenkowy, lecz ponadtlenkowy (powinien
by¢ zreszta napisany jako wolny rodnik, O2*); nie byloby wtedy problemu z nazwaniem rodnika
ROO?® rodnikiem nadtlenowym. Nas. 12 w Srodku zdania zaczynajacego si¢ od stow: ,,Arsen wigze
duze ilosci wolnego glutationu” szwankuje sktadnia, prawdopodobnie winno by¢ ,,hamuje funkcje
lub ,,hamuje dzialanie”. Ogolnie jednak - poza tymi drobnymi usterkami — edycja pracy jest

$wietna i zasluguje na wysokie uznanie.

W podsumowaniu uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Katarzyny Markowskiej spetnia
warunki stawiane rozprawom doktorskim przez art. 14 i 15 Ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. z pdzniejszymi
zmianami. Z pelnym przekonaniem wnosz¢ wiec do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Katarzyny
Markowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Sadze tez, ze ze wzgledu na wysoki
poziom metodyczny i merytoryczny, wage uzyskanych wynikéw, opublikowanie cze$ci wynikow
w renomowanym czasopi$mie (Molecular Microbiology) i staranng edycje, rozprawa zastuguje na

wyrdznienie.
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