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Retikulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmic reticulum, ER) tworzy nieregularng sie¢
cystern i kanalikow odizolowanych od cytoplazmy btonami biologicznymi. Charakterystyczna
struktura, ktora cechuje obecnos¢ licznych rybosoméw to szorstka siateczka §rodplazmatyczna
(ang. rough endoplasmic reticulum, RER), ktora odpowiada m.in. za biosyntez¢ biatek
wydzielanych na zewnatrz komorki oraz okreslonych bialek wewnatrzkomoérkowych.
Bialka, ktore nie osiggnetly swojej struktury natywnej w ER, sg transportowane do cytozolu,
gdzie ulegajg degradacji zaleznej od proteasomu. Ten wyspecjalizowany proces rozpoznawania
substratow w ER, ich transportu do cytozolu, a nast¢pnie degradacji jest okreslany jako proces
degradacji zaleznej od ER (ang. endoplasmic-reticulum-associated protein degradation,
ERAD). Biatka sa transportowane z ER do cytoplazmy przez specjalne kanaty translokacyjne
obecne w blonie ER. Znamy obecnie kilka typow kanaléw. Sg one tworzone m.in. przez biatka
btonowe: Sec61, Derlin oraz ligazy ubikwityny zwigzane z ER w tym HRD1. Kompleks Sec61
to heterotrimer, ktory sklada si¢ z podjednostek: o (wystepujacej w dwoch izoformach -
Sec61A1 oraz Sec61A2), B oraz y. Proces selekceji tych kanalow przez substraty procesu ERAD
jest bardzo stabo poznany. Przez kanaty btonowe ER transportowane sa nie tylko zle
sfaldowane biatka. Niektore wirusy i toksyny aktywnie dziatajace W cytoplazmie wykorzystuja
ERAD w swoim transporcie z ER do cytozolu. Jednym z nietypowych substratow procesu
ERAD jest toksyna pochodzenia roslinnego - rycyna.

Glownym celem niniejszej pracy badawczej byla charakterystyka izoform biatka Sec61a
w roznych liniach komoérkowych oraz poznanie mechanizmow selekcji kanatow blonowych
retikulum endoplazmatycznego tj. kompleksu Sec61 oraz biatek z rodziny Derlin przez rycyng.

W pracy wykazano, ze we wszystkich badanych liniach komérkowych tj. HEK293, HeLa,
HDFa oraz Vero geny kodujace izoforme 1 i 2 biatka Sec61la ulegaja ekspresji. W liniach
HEK293, HelLa oraz HDFa ekspresja genu SEC61A1 kodujacego izoforme 1 biatka Sec61a jest
znacznie wyzsza niz ekspresja genu izoformy 2 tego biatka. W linii komorkowej Vero
dominujacg okazala si¢ izoforma 2 biatka Sec61a kodowana przez gen SEC61A2.

W celu obnizenia ekspresji genow poszczeg6dlnych izoform biatka Sec61a, zastosowano
transfekcje komorek specyficznym siRNA typu esi. Dowiedziono, ze obnizenie poziomu biatka
Sec6la nie wpltywa znaczaco na zywotno$¢ komérek HEK293 i Vero. Badania transportu
enzymatycznie aktywnego tancucha A rycyny (ang.ricin toxin A chain, RTA)

z ER do cytozolu wykazaly, Zze obnizenie ilosci izoformy 1 oraz obu izoform bialka Sec61a



nie wplywa na transport RTA z ER do cytozolu w komorkach HEK293. W tych komorkach,
w warunkach wydajnego wyciszenia ekspresji genu kodujacego izoforme¢ 1 biatka Sec61la
dochodzi do obnizenia ilosci transkryptu genu kodujacego izoforme 2 i do podwyzszenia
ekspresji genow kodujagcych biatka z rodziny Derlin tj. Derlin-1, Derlin-2, Derlin-3. Sugeruje
to potencjalne zaangazowanie bialek Derlin w transport RTA, szczegdlnie w komodrkach
z nieaktywnym translokonem Sec61. Te sugestie stanowity podstawe do dalszych badan, ktore
wykazaly, ze nadprodukcja biatek Derlin-1 oraz Derlin-2 nie wplywa na zmiang
cytotoksycznosci rycyny oraz na retrotranslokacjc RTA z ER do cytozolu. Z kolei
nadprodukcja biatka Derlin-3 wplywa na obnizenie transportu RTA z ER do cytozolu.

Przedstawione w pracy analizy wykazaty, ze w przeciwienstwie do innych badanych linii
komorkowych, w komoérkach Vero gen izoformy 2 biatka Sec6la jest eksprymowany
na wyzszym poziomie niz gen izoformy 1, a izoform¢ 2 mozna uzna¢ za dominujaca.
Wyniki eksperymentéw badania transportu RTA z ER do cytozolu w komoérkach Vero
wykazaty, ze obnizenie ilo$ci izoformy 2 0raz obu izoform biatka Sec61a wplywa na obnizenie
retrotranslokacji RTA z ER do cytozolu. Wyniki te wskazuja, ze transport podjednostki A
rycyny z ER do cytozolu jest zalezny w sposob specyficzny od izoformy 2 biatka Sec61a.

Podsumowujac, badania w komoérkach HEK293 i Vero ujawnily zlozono$¢ mechanizmu
transportu RTA z ER do cytozolu. W komoérkach HEK293, kompleks Sec61 oraz biatka
Derlin-1 i Derlin-2 nie odgrywajg istotnej roli w tym procesie, natomiast nadprodukcja Derlin-
3 moze wptywac na obnizenie transportu RTA do cytozolu. W komérkach Vero transport RTA
okazat si¢ specyficznie zalezny od izoformy 2 biatka Sec61a, podkreslajac jej kluczowa role
w retrotranslokacji RTA.

Przeprowadzone badania dostarczaja cennych informacji na temat roli kanalow
translokacyjnych ER, takich jak Sec61 1 Derlin, w kontekscie procesu ERAD.
W niniejszej pracy wykorzystano rycyng, nietypowy substrat tego procesu,
aby doktadnie zbadac jej kierowanie do retikularnych kanatéw btonowych 1 lepiej poznac¢ ich
funkcjonowanie.

Rycyna moze by¢ wykorzystana w leczeniu nowotworow dzigki swojej aktywnosci
cytotoksycznej, ale moze réwniez sluzy¢ jako bron biologiczna wymagajaca opracowania
odpowiedniego leku. Zrozumienie mechanizmow jej dzialania, w tym sposobow transportu
z ER do cytozolu, ktore bezposrednio wplywajg na toksyczno$¢ rycyny pozwala lepiej

zrozumie¢ procesy zwigzane z aktywnoscig tej toksyny.



