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Ocena pracy doktorskiej mgr IwonySokolowskiejzatytulowanej:

"Wplyw zmiany konformacji i hydrofobowosci podjednostki A rycyny

na wewnatrzkomórkowy transport tej toksyny"

Rozprawa doktorska mgr Sokolowskiej obejmuje badania wewnatrzkomórkowego

transportu toksyny roslinnej rycyny oraz udzialu w tym procesie opiekunczych bialek

retikularnychEDEMl i EDEM2.Biorac pod uwage, ze rycyna - modelowe bialko uzyte w tej

pracy - jest jedna z najsilniejszychtoksyn, która czesto próbuje wykorzystywac sie w terapii

przeciwnowotworoweL okreslenie mechanizmu jej transportu ma znaczenie zarówno dla

zrozumienia procesów transportu bialek w komórce, jak i dla opracowania nowych leków lub

szczepionek. Tak wiec ze wzgledów aplikacyjnych i podstawowych temat doktoratu mozna

uznac za wazny i interesujacy.

Rozprawa doktorska mgr Sokolowskiej to 136-stronnicowy maszynopis napisany po polsku

i podzielony na tradycyjne czesci (Streszczenie, napisany po angielsku Abstract, Wstep, Cele

pracy, Materialy, Metody, Wyniki, Dyskusja i Literatura). Niestety w rozprawie brakuje

wykazu stosowanych w pracy skrótów. Przydalyby sie równiez zwiezle sformulowane

konkluzje. Praca jest napisana i zilustrowana starannie, zawiera jednak pewna ilosc bledów

interpunkcyjnych i typograficznych, a zdarzaja sie niestety równiez, na szczescie nieliczne,

bledy ortograficzne. Z punktu widzenia formalnego, praca w pelni odpowiada standardom

pisania manuskryptów publikacji z badan doswiadczalnych.

W obszernym Wstepie do rozprawy, liczacym 24 strony, autorka przedstawia

wewnatrzkomórkowy transport bialek, skupiajac sie na budowie i roli siateczki

sródplazmatyczneL procesach zwijania i glikozylacji bialek tam zachodzacych oraz

mechanizmach kierowania bialek do degradacji. Doktorantka szerzej przedstawia bialka

EDEMl i EDEM2, a nastepnie opisuje rycyne, glówny przedmiot badan. Lektura Wstepu

dobrze wprowadza w tematyke rozprawy doktorskiej i zawiera wszelkie dane istotne dla

zrozumienia rozprawy doktorskiej.
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Podobnie wyczerpujaco zostaly napisane rozdzialy Materialy i Metody, w których

doktorantka obszernie technicznewnikliwe przedstawia wszelkie szczególy

przeprowadzanych doswiadczen, w tym metody biologii molekularnej i komórkowej, techniki

biochemiczne i biofizyczne, metody otrzymywania bialek rekombinowanych stosowanych

w pracy czy testy immunologiczne.

W rozdzialach Wyniki i Dyskusja mgr Sokolowska opisala i skomentowala przeprowadzone

doswiadczenia. Ogólna koncepcja pracy doktorskiej zwiazana jest z publikacja Simpsona

i wsp. (1999), w której autorzy opisuja mutacje Pr0250Ala w lancuchu A rycyny powodujaca

170-krotny spadek cytotoksycznosci rycyny wobec komórek Vero. Autorka podjela sie

okreslenia mechanizmu powodujacego ten efekt, w tym udzialu bialek opiekunczych EDEMl

i EDEM w transporcie z retikulum endoplazmatycznego do cytozolu. Wprowadzenie przez

doktorantke mutacji Pr0250Ala powodowalo znacznie nizsze niz w oryginalnej pracy,

bo 9-krotne, obnizenie cytotoksycznosci w komórkach Vero i Hek293. Doktorantka

jednoczesnie pokazala, ze mutacja ta skutkuje znacznie podwyzszona degradacja

lizosomalno-endosomalna bialka oraz zmniejszona wydajnoscia transportu z retikulum

do cytozolu. Autorka pokazala takze, ze bialka opiekuncze EDEMl i EDEM2 nie rozpoznaja

zmutowanej podjednostki A rycyny i nie sa zaangazowane w jej retrotranslokacje z retikulum

do cytozolu. Podobne wyniki doktorantka uzyskala takze dla mutantów bialek o zmienionej

hydrofobowosci w regionie 245-256 podjednostki A oraz dla bialka BACE o obnizonej

hydrofobowosci w rejonie konca C. Sa to wazne wyniki, gdyz pokazuja, ze odpowiedni

poziom hydrofobowosci w determinantach rozpoznawanych przez wspomniane bialka

opiekuncze jest istotny dla dalszych losów bialek w komórce. Doktorantka wskazala takze na

udzial katepsyn B i D w degradacji rycyny zawierajacej omawiana mutacje. Waznym

wnioskiem plynacym z omawianych tu badan jest mozliwosc zastosowania mutanta

Pr0250Ala jako skladnika immunotoksyny o zoptymalizowanym dzialaniu i zmniejszonych

skutkach ubocznych.

Opisane powyzej najwazniejsze wyniki doktoratu uwazam za wysoce oryginalne i bardzo

wartosciowe. Nalezy tez podkreslic, ze realizujac doktorat mgr Sokolowska stosowala szereg

technik oczyszczania bialek, biologii molekularnej i biologii komórkowej, a takze techniki

immunologiczne, biochemiczne i spektroskopowe. Opanowanie w czasie realizacji doktoratu

róznorodnych technik, obok uzyskania wartosciowych wyników, znajomosci literatury czy

umiejetnosci zinterpretowania i opisania wyników, jest jednym z glównych celów stawianych

na tym etapie rozwoju naukowego.
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Kilka uwag odnosnie doktoratu:

1. Wprawdzie w tytule rozprawy pojawia sie okreslenie "zmiany konformacji

i hydrofobowosci..." to podstawienie Pr0250A1a omawiane jest w doktoracie

zasadniczo w kontekscie zmiany hydrofobowosci, jaka wywoluje. Tymczasem jest to

mutacja, która moze prowadzic do bardzo istotnych zmian w konformacji

podjednostki A rycyny. Nawet jezeli wyniki analizy widm CD odnosnie udzialu

poszczególnych typów struktur drugorzedowych (str. 68) sa przeszacowane (co jest

prawdopodobne), to szereg wyników uzyskanych w doktoracie mozna tlumaczyc

efektem konformacyjnym a nie tylko hydrofobowym wprowadzonego podstawienia.

Prosilbym o komentarz na ten temat w czasie publicznej obrony.

2. W tekscie doktoratu jest istotna niescislosc odnosnie cytowania kluczowej publikacji

Simpsona i wsp. (1995), w której przedstawione sa oryginalne wyniki dla podstawien

aminokwasowych w segmencie hydrofobowym lancucha A rycyny, w tym jakze

istotnej dla doktoratu mutacji Pr0250A1a.Publikacji tej nie ma w wykazie literatury

Gest zas w wykazie publikacja Simpsona i wsp. z 1999roku).

3. W jakich warunkach rejestrowano widmo CD dla formy zdenaturowanej wariantu

Pr0250A1a? Nie przypomina ono swym ksztahem widma bialka zdenaturowanego,

a w doktoracie nie znalazlem informacji dotyczacej warunków denaturacji.

4. Osobiscie nie uzywalbym pronazy do trawienia substratów bialkowych w celach

analitycznych. Pronaza jest mieszanina enzymów proteolitycznych wydzielanych

zewnatrzkomórkowo przez Streptomyces grisues a jej sklad moze podlegac róznicom

w zaleznosci od preparacji, podobnie jak w przypadku soku trzustkowego.

5. W rozdziale 5.3 doktorantka podaje warunki trawienia proteolitycznego podjednostki

A rycyny. Prosilbym o wytlumaczenie dlaczego stosowano tak ogromny nadmiar

molowy enzymu proteolitycznego w stosunku do substratu, szczególnie dla proteinazy

K, ale takze dla trypsyny i pronazy.

6. Na stronie 96 autorka opisuje dwie mutacje Va1245A1a i A1a253Leu jako

podwyzszajace hydrofobowosc. Mutacja Va1245A1a obniza hydrofobowosc, gdyz

reszta waliny jest znacznie bardziej hydrofobowa niz alaniny. Prosilbym o komentarz.

7. Równiez prosze o wyjasnienie drugiego zdania Wstepu: Przyjmuje sie, ze typowa

komórka ludzka syntetyzuje miedzy 20 000 a 100 000 róznych typów bialek...".

Drobne uwagi:

1. Sformulowanie "N-terminalny koniec" jest niefortunne (str. 13).
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2. Prawidlowa nazwa to Narodowe Instytuty Zdrowia, a nie Narodowy Instytut Zdrowia

(str. 112).

3. Str. 114: inhibitor katepsyny B to ester metylowy CA074 a inhibitor katepsyny D

to pepstatyna, a nie odwrotnie.

Nie mam ponadto istotnych zastrzezen do tresci rozprawy i opisanych w niej badan.

Podsumowujac, moja ocena przedlozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Iwony

Sokolowskiej zatytulowanej: "Wplyw zmiany konformacji i hydrofobowosci podjednostki A

rycyny na wewnatrzkomórkowy transport tej toksyny" jest wysoce pozytywna a rozprawa

spelnia warunki ujete stosownymi przepisami. Wnosze o dopuszczenie przez Wysoka Rade

Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego mgr Iwony Sokolowskiej do dalszych etapów

przewodu doktorskiego.
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