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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Iwony Sokolowskiej pt." Wplyw konformacji i
hydrofobowosci podjednostki A rycyny na wewnatrzkomérkowy transport tej toksyny"

Rycyna jest biatkiem obecnym w nasionach racznika pospolitego i nalezy do najsilniejszych
toksyn znanych w przyrodzie. Jest to heterodimer zlozony z dwoéch lancuchow

polipeptydowych potaczonych mostkiem dwusiarczkowym.

Za wiazanie sie do receptoréw komoérkowych odpowiedzialny jest faficuch B, natomiast
lancuch A jest aktywny enzymatycznie i wykazuje aktywno$¢ N-glikozydazy RNA.
Aktywno$é ta jest odpowiedzialna za hamowanie translacji na rybosomach
cytoplazmatycznych poprzez usuwanie reszty adenylowej z czasteczki 28S rybosomalnego
RNA. W ten sposéb rycyna doprowadza w efekcie do smierci komérki. Poniewaz pojedyncza
czasteczka rycyny jest zdolna do inaktywacji ok. 2 tysigcy rybosoméw, rycyna nalezy do
niezwykle silnych trucizn, jej dawka $miertelna u ssakow wynosi ok. 0.1 ug na kilogram wagi

ciala.

Badania nad mechanizmem toksycznosci rycyny maja bardzo duze znaczenie dla rozwoju
terapii przeciwnowotworowych. Od wielu lat trwaja badania nad wykorzystaniem
toksycznosci rycyny i zastosowaniem jej w tworzeniu tzw. immunotoksyn, gdzie z czasteczka
rycyny sprzezone jest przeciwcialo rozpoznajace specyficzne antygeny na powierzchni
komérek nowotworowych. W zalozeniach takiego podejscia eksperymentalnego

internalizacja rycyny ma spowodowa¢ §mier¢ komérek nowotworowych.



Drugim waznym zastosowaniem rycyny w medycynie wydaje si¢ zdolno$¢ zmutowanej in
vitro podjednostki A do stymulowania produkcji przeciwcia u pacjentow. Oprocz powyzszych
teoretycznych zastosowan w medycynie, rycyna stanowi dobry model do badan nad

wewnatrzkomérkowym transportem biatek.

Z powyzszych powodéw podjecie sie przez pania mgr Iwong Sokolowska badan nad
mechanizmami interakcji rycyny z wewnatrzkomérkowymi $ciezkami transportu biatek byto

w petni uzasadnione.

Autorka postawila jako cele pracy zbadanie nastgpujacych zagadnien : ustalenie czy zmiana
konformacji czasteczki rycyny bedzie mie¢ wplyw na jej cytotoksyczno$¢ oraz jej transport
wewnatrzkomdrkowy, oraz ustalenie roli bialek opiekunczych EDEM1 i EDEM2 z retikulum

endoplazmatycznego w transporcie rycyny.

W celu przeprowadzenia tych badan, doktorantka wykonala mutagenezg in vitro, w wyniku
ktérej w czasteczce podjednostki A rycyny we fragmencie hydrofobowym nastapita zamiana
proliny w pozycji 250 na alaning (P250A). Badania wstepne polegaty na ekspresji takiego
konstruktu w bakteriach i rekonstytucji dimeru rycyny. Wprowadzona mutacja nie zmienila
aktywnosci enzymatycznej uzyskanego biatka, jednak badania cytotoksycznosci udowodnity

znaczace, dziewieciokrotne obnizenie aktywno$ci w porownaniu z rycyna typu dzikiego.

Majac do dyspozycji wyzej opisany uktad do$wiadczalny, autorka wykonala szereg badan
nad mechanizmami cytoksycznosci rycyny. Okazalo si¢, ze zmiana w rejonie hydrofobowym
ma wplyw na transport rycyny z retitukulum cytoplazmatycznego do cytosolu, a takze na
zwiekszong degradacje zmutowanej rycyny przez ukfad endosomalno-lizosomalny. Autorka
wysunela hipoteze, ze przyczyna obniZenia toksycznoSci zmutowanej rycyny sg powyzsze

zmiany.

W dalszej czesci prac nad doktoratem pani mgr Sokotowska skoncentrowala swoje badania
nad zalezno$cia transportu rycyny od bialek opiekuniczych EDEM1 i EDEM2. Zastosowata w
tym celu nowoczesne techniki biologii molekularnej, wyciszajac ekspresj¢ tych genow za
pomoca siRNA. Uzyskane wyniki sugeruja, ze EDEMI1 lub EDEM2 nie sa odpowiedzialne
za transport zmutowanej formy biatka, cho¢ EDEM1 oddziatuje z biatkiem typu dzikiego.

Dalsze badania udowodnily, ze zmiana w rejonie hydrofobowym rycyny zmienia strukture



drugorzedowa biatka, ktéra charakteryzuje si¢ wigksza iloscig struktur helikalnych 1

obnizeniem poziomu struktur beta-kartki.

Uwzgledniajac powyzsze wyniki, autorka postanowila uzyska¢ dodatkowe zmutowane
bialka, ktore charakteryzowaly sie podwyzszona lub obnizona hydrofobowoscia. Obie formy
okazaly sie stabiej wigzaé do powierzchni komoérki oraz ulegaé sulfatacji w aparacie
Golgiego. Zmiany parametru hydrofobowosci okazaly si¢ takze istotne dla interakcji z

biatkami EDEM i stabilnosci rycyny w komorce.

Podsumowujgc, wyniki uzyskane przez doktorantke wskazaly na istotne znaczenie rejonu
hydrofobowego podjednostki A rycyny w transporcie i funkcjonowaniu tego biatka. Autorka
zastosowala w swoich badaniach szereg nowoczesnych metod biologii molekularne;j,
prawidlowo planowata swoje do$wiadczenia i analizowala uzyskane wyniki. Tym samym
wykazala bieglo$¢ w eksperymentach, ich planowaniu i interpretacji. Przedstawiona praca
prezentuje nowe, cenne wyniki 1 wzbogaca wiedzg na temat funkcjonowania rycyny: toksyny
niezwykle waznej dla rozwoju nowych metod walki z nowotworami oraz dla zastosowan w
indukcji odpowiedzi immunologicznej u pacjentéw. Praca napisana jest poprawnie,

dokumentacja eksperymentow jest zgodna ze stosowanymi standardami.

Moje uwagi krytyczne dotyczg jedynie probleméw natury edytorskiej: wstep jest nieco za
dtugi i niepotrzebnie zbyt szczegdlowo omawia strukture retikulum cytoplazmatycznego. Z|
kolei pierwszy ustep dyskusji, nie nalezy do dyskusji, ale jego miejsce powinno by¢ we

wstepie.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja mojej wysokiej oceny przedstawionej rozprawy
doktorskiej. Z powyzszych powodoéw stwierdzam wigc, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa pani mgr Iwony Sokolowskiej speinia wszystkie wymogi ustawowe stawiane

rozprawom doktorskim i dlatego wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu

doktorskiego.
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