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Biatka btonowe posrednicza w podstawowych procesach biologicznych, takich jak wykrywanie
sygnaldow chemicznych, przekazywanie sygnatu, koordynacja interakcji pomiedzy komodrkami,
czy transport przez btony biologiczne. T¢ ostatnig funkcj¢ petniag m.in. biatka z rodziny ABC (biatka
z kaseta wiazaca ATP, ang. ATP — Binding Cassette Protein). Transportery ABC sa powszechne
we wszystkich organizmach zywych, jednak w roslinach sg one wyjatkowo liczne. Uwaza si¢, ze jest
to wynik adaptacji roslin do osiadtego trybu zycia w $rodowisku ladowym. Jednym z istotnych
elementow tej adaptacji bylo wytworzenie wyspecjalizowanego, a jednocze$nie roéznorodnego
metabolizmu wtornego, co wymagato wyksztalcenia dedykowanego systemu dystrybucji, ktérego
elementem sa miedzy innymi transportery ABC.

Przyktadem takiego transportera jest ABCG46 z modelowej rosliny bobowatej Medicago truncatula.
Biatko to zaangazowane jest w prawidlowe funkcjonowanie systemu obronnego Medicago podczas
ataku patogenu poprzez modulacj¢ szlaku fenylopropanoidowego, w ktorym powstaje medikarpina
(gtowna substancja obronna). W naszych wczesniejszych badaniach udato nam si¢ zidentyfikowac
molekuty transportowane przez MtABCG46. Sa to niskoczasteczkowe zwiazki, bedace wezesnymi
prekursorami medikarpiny — kwas p-kumarowy i likwiritigenina. Co ciekawe, biatko MtABCG46
wykazuje duza selektywno$¢ wzgledem transportowanych molekul. Sprawdzilismy, ze inne zwiazki,
pomimo wysokiego podobienstwa strukturalnego do ww. kwasu p-kumarowego i likwiritigeniny, nie
Sg transportowane przez to biatko. Wiemy, ze jednym z elementoéw determinujacym selektywnos¢ biatka
MtABCG46 jest budowa tuneli wiodacych do wnetrza transportera. Jednak wiedza dotyczaca
bezposredniego oddziatywania transportowanych molekut z badanym biatkiem podczas transportu
przez blony biologiczne wcigz pozostaje zagadka.

Uzyskane wyniki wstgpne pokazuja, ze zaproponowane przez nas rozwigzania, oparte o dedykowane
konstrukcje genetyczne, wprowadzone do komoérek zawiesinowych tytoniu BY2 daja nadziejg
na wydajna produkcje i oczyszczanie biatka MtABCG46, tak aby mozliwe bylo przeprowadzenie
szczegotowych analiz dotyczacych oddzialywan i relacji strukturalnych biatko-ligand. Oprocz
zwigkszania skali produkcji i oczyszczania bialka, planujemy rekonstytucje oczyszczonego MtABCG46
w pecherzykach lipidowych, co umozliwi nam przeprowadzenie testow aktywnosci biochemicznej
i bezposrednich eksperymentdéw transportu, a co za tym idzie okre§lenie wplywu obecnosci r6znych
molekut na aktywnos$¢ badanego biatka. Dodatkowo w oparciu o metody biofizyczne sprobujemy
zbada¢ bezposrednie interakcje biatko-ligand, a wykorzystujac mikroskopi¢ krioelektronowa chcemy
zobrazowa¢ struktur¢ biatka MtABCG46 oraz jego komplekséw z ligandami podczas procesu
transportu.

Wyniki uzyskane na podstawie proponowanych badan (potaczenie analizy strukturalnej i biologii
transportu) mogg sta¢ si¢ zrodtem szczegodtowej wiedzy o mechanizmie dzialania roslinnych biatek
ABC, w tym o selektywnym wigzaniu transportowanych molekul, czy przebiegu zmian
konformacyjnych podczas transportu. Co wiecej, mogg one rowniez przyczyni¢ si¢ do opracowania
nowych rozwigzan, np. w biotechnologicznej produkcji metabolitow wtornych, czy uzyskania nowych
odmian roslin bobowatych posiadajacych pozadane cechy, takie jak m.in. lepsze wartosci odzywcze lub
wigksza naturalna odporno$¢ na choroby oparta na zwigkszonym wydzielaniu zwiazkow fenolowych,
bez konieczno$ci wprowadzania GMO.



