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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr. Katarzyny Mizio zatytulowanej:
Charakterystyka transportera MpACR3 z Marchantia polymorpha oraz identyfikacja
reszt aminokwasowych zwiazanych ze specyficznoscia substratowa eukariotycznych
transporteréw z rodziny ACR3.

Przedstawiona do recenzji praca wykonana zostata w Zaktadzie Genetyki i Fizjologii
Komorki na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego. Promotorem pracy
jest Pani dr hab. Ewa Maciaszczyk-Dziubinska, profesor Uniwersytetu Wroctawskiego, a
promotorem pomocniczym Pani dr hab. Donata Wawrzycka.

Ocena merytoryczna
Trafnos¢ podjetej tematyki badawczej i jej oryginalnos¢

Zaktad w ktorym Pani mgr Mizio wykonata prace doktorska od lat zajmuje sig¢
opisywaniem mechanizméw opornosci komorek eukariotycznych na zwiazki arsenu i
antymonu.  Arsen jest toksycznym pierwiastkiem, jednym z 10 zwigzkéw
chemicznych/pierwiastkow, ktdrego stezenie w srodowisku monitoruje Swiatowa Organizacja
Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO). Jego stezenie w wodach pitnych w
niektorych regionach §wiata przekracza znaczaco obowigzujagce normy WHO. Dodatkowo
arsen jest pobierany i akumulowany przez rosliny oraz organizmy wodne. Wraz z wodg i
pozywieniem dostaje si¢ do organizmu czlowieka. Z powodu globalizacji handlu problem
jakim jest zywno$¢ skazona arsenem rozpowszechnia si¢ po §wiecie. Najlepszym przyktadem
jest tu handel ryzem. Warto zwroci¢ uwage, ze dlugotrwale narazenie na arsen moze
powodowa¢ miedzy innymi raka i zmiany skorne. Z jego dziataniem wigze si¢ rowniez
choroby uktadu krazenia i cukrzyce. Narazenie na arsen w okresie ptodowym i we wczesnym
dziecifistwie zostalo powigzane z negatywnym wptywem na rozwoj poznawczy i zwigkszong
liczbg zgondéw miodych dorostych. Z powodu problemu jakim dla zdrowia jest arsen
potrzebne jest poznanie mechanizmow jego tolerancji jakie wyksztalcity si¢ w trakcie
ewolucji. Ma to duze znaczenie praktyczne, miedzy innymi pozwoli w dalszej perspektywie
na wyhodowanie transgenicznych ro$lin, ktére nie bedg akumulowaé arsenu w organach,
ktore spozywamy. Inne znaczenie poznawania mechanizméw transportu arsenu zwigzane jest
z jego wykorzystywaniem w terapii nowotworéw oraz chorob wywolywanych przez
pierwotniaki i uzyskiwaniem opornosci na taka terapi¢ zarowno komoérek nowotworowych
jak 1 pierwotniakow. W poznawanie mechanizméw tolerancji arsenu wpisuje si¢
przedstawiona do recenzji praca, w ktorej Doktorantka postawila sobie dwa cele (1)
charakterystyke transportera arsenu z watrobowca Marchantia polymorpha w uktadzie
heterologicznej ekspresji genu kodujacego to biatko w drozdzach piekarskich Saccharomyces
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cerevisiae; (2) poszukiwane reszt aminokwasowych drozdzowego biatka ScAcr3, ktore
nadajg temu transporterowi zdolnos¢ selektywnego transportu arsenu lub antymonu.

Oba badane zagadnienia sg oryginalne, Chociaz z pracy nie dowiedzialam si¢ dlaczego
Doktorantka, sposrod biatek z rodziny Acr3 o dlugich koncach aminowych, wybrata do
charakterystyki biatko z watrobowca.

Uzyskane wyniki i ich znaczenie dla nauki

Przeprowadzone badania wykazaty, ze ekspresja genu MpACR3 w fuzji z genem biatka
zielonej fluorescencji (GFP) w drozdzach skutkuje powstawaniem biatka fuzyjnego, ktore jest
funkcjonalne. Dalsze prace charakteryzowaly to bialko fuzyjne. Badane biatko MpACR3 w
warunkach hodowli komoérek drozdzy na standardowych podtozach lokalizowalo sie w
retikulum endoplazmatycznym (ER), a po dodaniu arsenu lub antymonu ulegato
przetransportowaniu do btony komorkowej. Dalsze badania wykazaty, ze za retencj¢ biatka
MpACR3 w ER odpowiada jego dlugi aminowy koniec. W tym koncu Doktorantka
wytypowala motyw istotny dla zatrzymania biatka MCACR3 w ER, a takze stwierdzita, ze, z
5 reszt cysteinylowych obecnych w tym koncu, 3 sa niezbg¢dne, aby biatko moglo zostaé
wytransportowane z ER do blony komodrkowej. Podjeta tez probe dla pordéwnania
scharakteryzowania innego transportera z tej samej rodziny pochodzacego z mchu
Physcomitrella patens, co pozwolito stwierdzi¢, ze N koniec biatka PDACR3 ma znaczenie
dla jego lokalizacji.

W dalszej drugiej czgsci pracy przetestowane zostalo znaczenie wybranych trzech
reszt aminokwasowych z regionow transbtonowych biatka MpACR3, dla jego aktywnosci.
Byly to reszty odpowiadajace tym, ktére znane byly z wczesniejszych badan jako istotne dla
dziatania drozdzowego biatka ScAcr3. Przeprowadzone dos$wiadczenia wykazaly, ze
wszystkie sg potrzebne do dziatania MpACR3 jako transportera, nie majg za§ wpltywu na
zatrzymanie/wytransportowanie biatka w ER. Ciekawa jest obserwacja, ze po dodaniu arsenu
pojawiata si¢ forma biatka MpACR3, ktéra wolniej migruje w zelu poliakrylamidowym. Jej
obecnos¢ wydaje si¢ by¢ zwigzana z aktywno$cig biatka, a nie jego lokalizacja. Okreslenie
czym jest ta wolniej migrujaca forma przyczyni si¢ do lepszego poznania mechanizmu
transportu arsenu/antymonu przez MpACRS.

W drugiej czgéci pracy wykorzystujac mutageneze spontaniczng i ukierunkowang
Doktorantka uzyskata wersje ScAcr3, ktore sg specyficzne wzgledem arsenu lub antymonu.
Jest to bardzo istotny wynik. Wiadomo na przyktad, ze u roslin arsen dostaje si¢ do komorek
tez przez transportery innych zwigzkow np. transportery fosforu. Dlatego poznawanie
mechanizmow ktére odpowiadajg za transport arsenu, sposobow modyfikowania
specyficznosci substratowej transporterow, ma fundamentalne znaczenie dla biotechnologii,
medycyny i hodowli roslin. Uzyskane rezultaty mogg wigc mie¢ znaczenie praktyczne.

W pracy uwage zwraca wysoka jakos¢ przedstawionych wynikéw (klarowne zdjecia
blotéw i spod mikroskopu), co $swiadczy o duzej sprawnosci technicznej Doktorantki. Ryciny
prezentuja si¢ dobrze wizualnie, ujednolicony jest sposob ich opisu, co ulatwia zapoznawanie
si¢ z wynikami.

Poprawnosci formalno-jezykowa

Praca napisana zostala w jezyku polskim. Prace generalnie czyta si¢ dobrze. Jednakze
w warstwie poprawnosci formalno-jezykowej, stylistycznej i interpunkcyjnej Doktorantka nie
ustrzegla si¢ roznych btedéw. Pierwszym typem biedu jest uzywanie nazwy bialka zamiast



genu przyktadowo na stronie 35 jest ekspresja kompleksu Fet3-Ftrl. Ekspresji ulegaja geny
kodujace podjednostki tego kompleksu. Tego typu blad pojawit si¢ kilkukrotnie. Kilkukrotnie
tez Doktorantka zapomniata o zapisie nazw genéw kursywa. Inne btedy formalno-jezykowe
to na str. 91 w podpisie Ryciny 4.6 ,Komorki szczepu acr3A transformowanego [...]
SCACR3-GFP lub MpACR3-GFP” — zapis wskazujacy na transformacj¢ komorek biatkiem.

Bledny jest podpis Ryciny 4.15: ,,Analiza fenotypowa ekspresji...” Raczej powinno
by¢ analiza fenotypowa komorek drozdzy w ktorych zachodzi ekspresja. W tejze w A 1 B jest
napisane ,,Ekspresja PPACR3 i AN-PpACR3” oraz ,.eckspresja genu”, podczas gdy rycina
przedstawia wzrosty komoérek drozdzy.

Kolejnym btgdem jest konstrukcja zdania wskazujaca na intencjonalnos¢ procesu. Sa
to sformulowania typu: ,,frakcja MpACR3, ktora zdotata uchyli¢ si¢ retencji i przejs¢ do
btony komorkowej”. Biatko nie podejmuje decyzji.

Do grupy bledéw formalno-jezykowych zalicza sie tytul ryciny 1.1. ,,Narodziny
biatka”. Biatka pojawity si¢ w trakcie ewoluc;ji.

W kilku miejscach wkradly si¢ skroty jakimi postugujemy si¢ w potocznych
rozmowach w laboratorium. Przyktadowo na stronie 110 jest: ,migrowaly w zelu
poliakrylamidowym w postaci pojedynczego prazka i w $ciezce kontrolnej i po arsenie.”
Rozumiem, ze w analizie Western Blot badane warianty biatka uwidacznialy si¢ jako
pojedynczy prazek zaréwno gdy analizowano ekstrakty z komoérek nie poddanych jak i
poddanych dziataniu arsenu. Tamze jest tez ,,warianty blonowe (MpACR3-L45A...)..” —
wszystkie analizowane warianty sg dalej bialkami btonowymi. Ten sam btad (str. 93)
,»opisana powyzej regulacja na poziomie lokalizacji blonowej” — badane biatka sg biatkami
blonowymi zawsze, chodzito chyba o lokalizacje subkomoérkows. Zargonem jest ponadto
okreslenie ,,sekwencje glonowe” — str. 104.

Brak rozwinigcia nazwy motywu LRCRF w pierwszym miejscu gdy si¢ on pojawia
(str.108), a wyjasnione jest na stronie 150. Podobnie jest z motywem di-lizynowym (str. 149),
nie jest on okreslony. Jest on podany dwa wersety pdzniej, ale nie ma potaczenia migdzy
informacjami, nie ma tez wytlumaczenia, ze K to lizyna. Nie ma wytlumaczenia czym sa dwa
motywy wspomniane na stronie 142,

Nie znam procesu degradacji endocytarnej (str.103 i str. 140), znam tylko degradacje
wakuolarng biatek dostarczonych do wakuoli drogg endocytozy. Endocytoza to proces, nie
przedziat komorkowy. Nie spotkatam si¢ z okresleniem ,,degron endocytarny” — str. 140.

W pracy sg pojedyncze, nieliczne btedy edytorskie typu brak przerw miedzy wyrazami
oraz gramatyczne — niewlasciwe formy fleksyjne.

Ocena metodologii
Dobor literatury i jej wykorzystanie

W  przedstawionej pracy doktorskiej Autorka odniosta si¢ do 283 pozycji
literaturowych, z ktorych potowa to publikacje z ostatnich 10 lat. Jest to w wigkszos$ci
literatura dotyczgca transportu arsenu i antymonu. Na podstawie takiej lektury Doktorantka
napisata obszerny wstep i wykorzystata jg do przeprowadzenia dyskusji. Inng grupe stanowia
publikacje opisujace uzyte materiaty i metody. Dobor literatury uwazam za adekwatny.

Poprawnos¢ formutowania problemow badawczych



Przeprowadzone badania przedstawiajg ciag logicznych eksperymentow. Jednakze
pierwszy z postawionych celéw czyli charakterystyka biatka MpACR3 jest dos¢ og6lny. Nie
mozna przewidzie¢ z niego co konkretnie Doktorantka zamierza zbada, co uwaza za
charakterystyke, a wiec nie mozna stwierdzi¢ czy cel zostal osiagnigty. Przykladowo
charakterystyka biatka moze obejmowaé czas jego poéitrwania, a tym Doktorantka si¢ nie
zajmowala.

W trakcie badan Doktorantka zaobserwowata pojawianie si¢ inaczej (wolniej/szybciej)
migrujacych form biatek odpowiednio MpACR3 i ScAcr3. W przypadku MpACR3
zinterpretowane zostato, ze biatko ulega potranslacyjnej modyfikacji, co spowalnia jego
mobilnos¢ w zelu. Jest to jedna z mozliwosci. Jednakze obserwowane jest, ze zmiany W
konformacji biatka btonowego powodujag zmiany mobilnosci nawet w warunkach
denaturujacych — https://doi.org/10.1073/pnas.0813167106. W tym przypadku badanie
modyfikacji biatka MpACR3 moze zakonczy¢ si¢ opisaniem jego modyfikacji, co samo przez
si¢ jest interesujace, ale moze nie odpowiedzie¢ na pytanie czym jest jego wolniej migrujaca
forma.

Trafnos¢ doboru metod i narzedzi badawczych

W badaniach mechanizméw opornosci komorek na réznego typu stresy w tym na ten
wywolywany przez rdznego typu zwiazki toksyczne od lat z powodzeniem wykorzystuje si¢
modelowy organizm jakim sg drozdze piekarnicze Saccharomyces cerevsiae. Wynika to z
faktu, ze budowa komorek tych grzybow nie rozni si¢ od budowy komorek organizméw
wyzszych, za to posiadajg kilka istotnych cech jak krotki czas generacji, tfatwo$é hodowli i
przeprowadzania analiz genetycznych jak i biochemicznych. To podej$cie wykorzystata Pani
mgr Mizio wprowadzajac do wspomnianych drozdzy gen MpACR3 w celu
scharakteryzowania biatka MpACR3, ktore jest kodowane przez ten gen. Doktorantka w
trakcie realizacji pracy wykorzystata szereg metod badawczych, ktorymi typowo postuguje
si¢ biologia molekularna. Specyficzng dla tej pracy byla metoda pomiaru transportu
metaloidow in vitro przez odwrocone blony komorkowe zamknigte w pecherzyki.
Wykorzystujac natomiast mutagenezg¢ ukierunkowang i spontaniczng genoéw MpACR3 i
SCACR3 uzyskata allele kodujace biatka z substytucjami reszt aminokwasowych. Jest to
metoda powszechnie stosowana do poznania znaczenia poszczegdlnych reszt dla faldowania,
wilasciwej lokalizacji, czy aktywnosci biatek. Takie podejScie eksperymentalne byto
adekwatne do zalozonych celow i pozwolito na opisanie znaczenia aminowego konca
MpACR3, znalezienia reszt aminokwasowych w domenach transblonowych istotnych dla
transportu arsenu, a w przypadku ScAcr3, otrzymania wersji biatka transportujacego albo
wylacznie arsen albo wytacznie antymon.

Prawidtowos¢ struktury pracy

Praca liczy 180 stron, ma typowy uklad, zawiera kolejno streszczenia w jezyku
polskim 1 angielskim, wykaz skrotow, spis tresci, wstep, rozdzialy cel pracy, materialy 1
metody, wyniki, dyskusja, bibliografia i aneks. W mojej opinii w pracy zabrakto na koniec,
po dyskusji, krotkiego fragmentu przedstawiajacego perspektywe dalszych badan i rozdziatu
podsumowujacego, zawierajacego najwazniejsze wnioski, osiggniecia tej pracy.

Uwagi

We wstepie Doktorantka napisata: ,,V-ATPazy, F-ATPazy i A-ATPazy zaliczane sg
wspolnie do grupy syntaz ATP, poniewaz w warunkach fizjologicznych najczgscie] wykazuja
aktywno$¢ odwrotng do ATP-azowej — wykorzystujg gradient H" do syntezy ATP”. Poniewaz
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zdanie to bylo niezgodne z moja wiedzg dotyczaca V-ATPazy, ze jest to enzym ktory raczej
zuzywa ATP i to w duzych ilosciach i dlatego jego aktywnos¢ jest limitowana w warunkach
niedoboru sktadnikéw pokarmowych. Przeszukalam wigc cytowang publikacje. Owszem jest
tam napisane, ze V-ATPaza moze syntetyzow¢ ATP, ale w warunkach in vitro. Mam wigc
pytanie gdzie Autorka znalazta informacj¢, ze V-ATPaza w warunkach fizjologicznych
syntetyzuje ATP?

Niefortunne jest zdanie: ,,V-ATPaza Vmal, obecna takze w btonach innych organelli.”
V-ATPaza to kompleks wiclopodjednostkowy, a biatko Vmal to jedna z wielu podjednostek
tego kompleksu. Jest to biatko subkompleksu okreslanego Vi, ktory znajduje si¢ w cytozolu i
ktory nie oddziatuje bezposrednio z blonami lecz z subkompleksem blonowym V-ATPazy -
Vo.

Str. 27 Miatam problem ze zdaniem: ,,Domeny zaangazowane w translokacj¢ substratu
buduja przenikajace si¢ regiony transbtonowe”. Prosze o komentarz, bo w obecnej formie
odbieram, ze domeny zaangazowane w transport jako struktury wicksze, wyzszego rzedu niz
regiony transbtonowe, czy tez chodzito jednak o to ze domeny zaangazowane w translokacj¢
substratu sg zbudowane z przenikajacych si¢ regionow transbtonowych?

Co oznacza kod kolorystyczny na Rycinie 1.9 i na Rycinie 1.10? Czy na Rycinie 1.10
gen gapdh u Pseudomonas zaznaczony jest wtasciwym kolorem?

Rycina 1.10 Wymienione geny u Bacillus subtilis Tn to arsR ORF2, acr3 arsC a w
opisie w tekscie acr3 opisany jako arsY — powinno by¢ ujednolicone.

W rozdziale Materialy i Metody zabrakto:

- pelnego genotypu uzywanego szczepu, bedacego pochodng W303-1A. Ze wzgledu
na to, ze szczep W303-1A nie byt uzywany, wiec genotypu trzeba szuka¢ w pracy Wysocki i
wsp., 2001.

- W tabeli przedstawiajacej wykorzystane w pracy plazmidy spisu plazmidow, ktore
Doktorantka skonstruowata, a ktore niosg geny MpACR3 i ScACR3 z mutacjami,
skutkujagcymi badanymi substytucjami aminokwasowymi. Tu jest si¢ czym pochwalié, nie
trzeba tego ukrywac.

W rozdziale Warunki hodowli nie ma opisu pozywek z dodatkiem soli arsenu i
antymonu. Opis tych pozywek jest dopiero na stronie 72 w podrozdziale 3.17 — dlaczego?

Na Rycinie 4.2 zabrakto dla poréwnania pokazania wzrostu szczepu typu dzikiego.
Czy gdy ekspresja SCACR3 zachodzi z plazmidu to obserwowana jest petna komplementacja
wrazliwosci na arsen szczepu acr3A?

W opisie na stronie 90 jest odwolanie ,,Dla porownania drozdzowy homolog ScAcr3
lokalizuje si¢ w blonie komorkowej niezaleznie od obecnosci swoich substratow (por.
Ryc.4.44....). Niestety na Rycinie 4.44 nie przedstawiono lokalizacji ScAcr3 w komoérkach
hodowanych w podtozu bez dodatku substratow.

Rycina 4.6 - Czy powtarzalnie obserwuje si¢ wyzszy poziom ScAcr3-GFP po dodaniu
do hodowli soli antymonu?

Na rycinie 4.33 Czy zawsze bylo wida¢ wyzszy poziom bialka z substytucjami przed
dodaniem arsenu w poréwnaniu do biatka bez substytucji, czy to tylko na przedstawionej
rycinie?



Pytania
W trakcie obrony chciatabym si¢ dowiedzie¢:
- co Doktorantka uwaza za najwazniejsze osiggnigcie swojej pracy i dlaczego oraz
- jakie sg dalsze perspektywy tego projektu.
Dlaczego Doktorantka uzywa nazwy SCACR3 zamiast ARR3, ktorg podaje baza danych SGD?

Czy z przeprowadzonych eksperymentow mozna wnioskowaé, ktorego fragmentu
biatka MpACR3 dotyczy modyfikacja, ktora skutkuje wolniejsza jego migracja w zelu
poliakrylamidowym?

Czy da si¢ rozrozni¢ dwie sytuacje, ktore moga by¢ skutkiem wprowadzonych
substytucji aminokwasowych w N-koncowym fragmencie biatka MpACRS, tj.:

akumulacj¢ biatka MpACR3 w ER zwigzang z zaburzeniem rozpoznawania tego
biatka przez maszyneri¢ odpowiedzialng za jego wytransportowanie od

akumulacji tegoz biatka ze wzgledu na spowolnienie rozpoznawania go przez biatka
odpowiedzialne za jego translokacj¢ do ER i odpowiednie wstawienie do btony lub/oraz
wydhuzone oddziatywanie z biatkami opiekunczymi?

Pomimo wypisanych zastrzezen moja ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny
Mizio jest pozytywna. Badania sg oryginalne, na odpowiednim poziomie technicznym i
merytorycznym. W zwiazku z tym stwierdzam, ze rozprawa doktorska ,,Charakterystyka
transportera MpACR3 z Marchantia polymorpha oraz identyfikacja reszt aminokwasowych
zwigzanych ze specyficzno$cig substratowg eukariotycznych transporterow z rodziny ACR3.”
spetnia warunki okre$lone ustawie z dnia 14 marca 2003 r. Sktadam wiec wniosek Radzie
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego 0 dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Mizio do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

dr hab. Joanna Kaminska



