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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Markowskiej pt. ,,Charakterystyka transportera
arsenowego Acr3 u drozdzy Saccharomyces cerevisiae .

Przedstawiona do oceny praca zostata wykonana w Zaktadzie Genetyki i Fizjologii Komorki
Instytutu Biologii Eksperymentalnej Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego
'pod kierunkiem prof. dr hab. Roberta Wysockiego. Zespo6t ten od kilku lat, z duzym sukcesem, bada
rozne aspekty transportu arsenu i odpowiedzi komorki drozdzy na stres arsenowy.

Arsen jest toksycznym dla komoérki metaloidem, jednakze powszechnie wystgpuje w
srodowisku. Komorki eukariotyczne wyksztalcily szereg mechanizméw obronnych, w tym
regulujacych pobieranie oraz usuwanie zwiazkow arsenu, ograniczajacych toksyczno$¢ w
przypadku dtugotrwalej ekspozycji. Z drugiej strony, zwiazki arsenu sg uzywane jako leki w
niektorych jednostkach chorobowych i nabywanie przez komorki opornosci na te zwiazki stanowi
medyczny problem. W przedstawionej do recenzji pracy doktorantka podjgta si¢ ambitnego zadania
doglebnego poznania mechanizmu dziatania antyportera arsenu Arc3, uczestniczacego w aktywnym
usuwaniu arsenu na zewnatrz komoérek w sprzgzeniu z transportem protonéw do wngtrza, w
organizmie modelowym, jakim sa drozdze. Temat ten jest wigc wazny w aspekcie rolniczym i
medycznym.

Doktorantka rozpoczeta swa pracg od zbadania topologii biatka Acr3 w btonie komérkowej
drozdzy S. cerevisiae. Badanie metodami bioinformatycznymi wskazato na obecnos$¢ 9-ciu lub 10-
ciu region6w transblonowych, co wigzato si¢ z odmiennym potozeniem konca C. Wobec tego
oznaczono potozenie pgtli hydrofobowych migdzy segmentami transbtonowymi metoda wstawienia
kasety Suc2A warunkujacej glikozylacjg 1 analizy glikozylacji tak zmodyfikowanego biatka. W tej
metodzie glikozylowane sa tylko pgtle zewnatrzkomoérkowe. Wyniki pozwolity jednoznacznie
ustali¢ potozenie o$miu petli ale potozenie ostatniej petli délej nie bylo jasne. Wobec tego
zastosowano alternatywna metode, wprowadzenia miejsc ciecia proteolitycznego przez czynnik
krzepnigcia Xa, co pozwolito ostatecznie ustali¢ topologig biatka Acr3. Arc3 posiada dziesigé

domen transblonowych, a konce N i C skierowane sa do cytoplazmy.




W drugiej czgéci pracy doktorantka zidentyfikowata aminokwasy niezbgdne do
funkcjonowania antyportera metoda mutagenezy ukierunkowanej i analizy funkcjonalnej mutantow.
Do mutagenezy wytypowano 26 ewolucyjnie konserwowanych aminokwaséw wystgpujacych we
wszystkich domenach transblonowych. Mutanty poddano szczegétowej analizie fenotypowej i
biochemicznej (wzrost w obecno$ci arsenu, ekspresja genu ARC3, poziom bialka Arc3-GFP w
ekstrakcie catkowitym, poziom biatka Arc3-GFP w blonie komoérkowej, lokalizacja komérkowa
biatka Arc3-GFP, usuwanie arsenu z komoérek mutantéw). Pozwolito to na klasyfikacjg mutantow i
identyfikacje aminokwasow waznych dla prawidtowego faldowania i transportu Arc3 do biony
komoérkowej oraz takich, ktore nie powoduja zmian poziomu biatka, czy jego lokalizacji, ale moga
by¢ wazne dla jego funkcjonowania w procesie antyportu (aa S349, F266, F352, E353, E380).
Dalszej analizie poddano reszty kwasu glutaminowego (E353 i E380) i pokazano, ze sa one
kluczowe dla aktywnosci transportowe;.

Praca zawiera wyczerpujacy Wstep teoretyczny, ktéry jest oparty o najnowsza literature.
‘Pierwsza cze$¢ Wstepu wprowadza czytelnika w zagadnienia wystgpowania, wtasciwosci,
transportu arsenu u bakterii, grzybow, roslin i ssakéw, oraz zastosowania arsenu. W drugiej czgsci
doktorantka omawia rodzaje, strukturg i mechanizmy dziatania transporteréw wtdrnych. Wstgp ten
jest $cisle zwiazany z tematem i celami pracy, ponadto stanowi doskonalg pracg przegladows, ktora
po uzupehlieniu o wilasne wyniki, moglaby by¢ opublikowana np. w Postgpach Biochemii.
Doktorantka zastosowata w swej pracy wiele bardzo réznorodnych metod genetyki oraz biologii
molekularnej i komoérkowej drozdzy a rozdziat opisujacy Materialy i metody jest bardzo dobrze i
WYCZErpujaco napisany.

Dyskusja jest niezwykle obszerna (29 stron) i nie jest podzielona na rozdziaty, ale bardzo
kompetentna, rzeczowa i wyczerpujaca. Autorka dyskutuje swoje wyniki badan struktury Arc3 na
tle badan struktury innych transporterow wtornych. Wyniki te w potaczeniu z ostatnio
opublikowang strukturg krystaliczng transportera kwasow zotciowych Yersinia frederiksenii, ktory
ma taka sama topologi¢ jak Arc3, pozwolily na opracowanie hipotetycznego modelu biatka Arc3
metoda modelowania homologicznego. Model ten zaktada istnienie domeny panelowej i rdzeniowej
z dwoma nieciaglymi krzyzujacymi si¢ alfa-helisami. Na bazie informacji dostgpnej dla
transporterow kwasow zolciowych model zaktada mechanizm transportu, w ktorym zachodzi obrot
domeny rdzeniowej wzglgdem nieruchomej domeny panelowej, ktéory ma miejsce po zwigzaniu
protonu 1 substratu. Autorka dyskutuje role poszczeg6lnych aminokwaséw w tym mechanizmie, w
tym istotnej cysteiny 151 (TM4) i innych cystein, w wigzaniu arsenu i antymonu oraz pigciu
zidentyfikowanych przez nia aminokwasoéw waznych dla funkcjonowania biatka. Seryna 349
(TM9) potozona obok cysteiny 151 moze by¢é wazna dla wiazania substratu, reszty kwasu

glutaminowego 353 1 380 moga by¢ poddawane procesowi protonacji i deprotonacji w procesie




transportu protonéw, natomiast fenyloalaniny 266 i 352 moga by¢ wazne dla formowania stanu
zamknigtego transportera.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest napisana bardzo kompetentnie 1 bardzo dobra
polszczyzna. Zagadnienia teoretyczne oraz doswiadczenia sa omawiane logicznie, pozwalajac na
zrozumienie postawionych problemoéw, sposobu ich rozwiazania i kolejnych wnioskow. Jezeli
chodzi o strong redakcyjna, praca jest perfekcyjna, nie znalaztam zadnych istotnych bigdéw,
dopatrzytam sig tylko dwoch literowek i kilku zwrotéw zargonowych.

Podsumowujac, autorka wykonata szereg dobrze zaplanowanych 1 wykonanych
eksperymentow, z ktorych wyprowadzone zostaty prawidtowe i logiczne wnioski. Tok do§wiadczen
w catej pracy doprowadzil do otrzymania nowych bardzo interesujacych wynikéw, dotyczacych
mechanizmu transportu arsenu i protondw przez antyporter Arc3. Nalezy podkresli¢, ze
przedstawione wyniki wchodza w sktad jednej opublikowanej pracy eksperymentalnej, ktorej K.
Markowska jest pierwszym autorem. Jest ona tez wspoOlautorem innej pracy doswiadczalnej
tematycznie zwiazanej z praca doktorska, co dobrze §wiadczy o jej produktywnosci i aktywnosci

naukowe;j.

Oceniam przedstawiona rozprawe doktorska mgr Katarzyny Markowskiej bardzo wysoko.
Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z
pézniejszymi zmianami). W zwiazku z tym przedktadam Radzie Naukowej Wydzialu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego wniosek o dopuszczenie mgr Katarzyny Markowskiej

do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz wniosek o wyrdznienie pracy.
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