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wykonana w Zaktadzie Biologii Molekularnej UMCS

Praca doktorska dotyczy oddzialywania rycyny in vivo z wazna dla translacji petla
sarcynowo-rycynowa oznaczang symbolem SRL (od ang. sarcin-ricin loop) bedaca
fragmentem rybosomalnego RNA (rRNA) w podjednosce 60S. Nazwa tej struktury pochodzi
od nazwy dwoch toksyn: rycyny i sarcyny, ktére hydrolizujg wiazania miedzy nukleotydami
w tym fragmencie rRNA. W ocenianej pracy wykorzystano komorki drozdzowe
Saccharomyces cerevisisae, ktore od wielu lat sa w Zakladzie Biologii Molekularne;j
modelem w badaniach struktury i funkcji rybosomu jako centrum biosyntezy biatka w
komorkach. Drozdze jako organizm jednokomoérkowe sa wygodne do kontrolowania ich
procesow zyciowych w zmieniajacym si¢ w zaleznosci od potrzeb skiadem hodowlanego
podioza plynnego lub stalego. Ponadto, co byto bardzo wazne dla tych badan to mozliwosc¢
wykonywania manipulacji genetycznych w prostym organizmie eukariotycznym.

Rycyna nalezy do s$miertelnych trucizn roslinnych wytwarzanych przez racznika
pospolitego (Ricinus communis L). Jest to substancja bialkowa rozpuszczalna w wodzie.
Zbudowana jest z dwoch podjednostek zwanych: tancuchem A okreslanego symbolem RTA i
fancucha B o symbolu RTB. Obie podjednostki zawieraja ponad 260 aminokwasow i sa
polaczone ze soba mostkiem -S-S-. Toksyczna aktywnos$¢ posiada podjednostka A, zas
podjednostka B odpowiedzialna jest za wigzanie si¢ rycyny z btong komorki eukariotycznej i

wynikanie toksyny do jej wngtrza. Miejscem dzialania toksycznej RTA jest rRNA, w ktorym



znajduje si¢ wspomniana petla sarcynowo-rycynowa (SRL) zawierajaca bardzo wazny w tych
badaniach nukleotyd adeninowy.

Struktura rozdzialow ocenianej pracy jest prawidlowa dla opracowan tego typu.
Calos¢ poprzedzona jest jasnym i zwigzlym Streszczeniem, przedstawiajacym zrealizowane
zadania badawcze przedstawione w Celu pracy. Nastgpna cz¢s¢ pracy to Wstep, w ktorym
opisywana jest roslinna synteza rycyny, jej losy po wniknigciu do wnetrza komorki oraz
interakcja z rybosomem. Bardzo wazny jest tu opis centrum katalitycznego RTA 1 mechanizm
dzialania rycyny in vitro, ktora hamuje proces przylaczenia si¢ do rybosomu translacyjnych
czynnikow o aktywnosci GTP-az. Jest to wynik depurynacji SRL przez RTA, podczas ktorej z
petli sarcynowo-rycynowej usuwany jest nukleotyd adeninowy odgrywajacy kluczowa role w
interakcji rybosomu z translacyjnymi GTP-azami. Prowadzi to do blokady hydrolizy GTP
dostarczajacej energii maszynerii translacyjnej w calym procesie biosyntezy bialka w
komorce. Kolejny poruszony problem to odpowiedZz metaboliczna komorki in vivo na
obecnos¢ rycyny. Jedyna jak dotad praca przedstawiajaca wplyw RTA na komorki drozdzowe
wskazuje, ze blok translacji w tym organizmie przez rycyne nie prowadzi wprost do apoptozy.
Inne prace, w ktorych wykorzystano komorki ssacze wskazuja, Ze rycyna wywoluje zmiany w
przepuszczalnosci blony mitochondrialnej lub moze aktywowac¢ kaskade kinaz biatkowych
MAP, co prowadzi wprost do apoptozy komorki. Tak wige problem pozostaje otwarty. Wstep
konczy sie optymistycznym akcentem o zastosowaniu rycyny w medycynie. Trucizna ta ze
wzgledu na antyproliferacyjna i proapoptotyczna aktywnos¢ moze mie¢ zastosowanie w
skutecznym zwalczaniu nowotworoéw a nawet wirusa HIV na co sa juz dowody.

W podsumowaniu Wstepu stwierdzam, ze calo$¢ informacji oparta na bogatym
pismiennictwie przedstawiona jest w sposob bardzo ale to bardzo interesujacy i klarowny,
chociaz materia poruszanych problemow nie jest prosta. Duzy wplyw na taka oceng ma
bardzo dobry wybor kilkunastu rysunkow 1 schematoéw ulatwiajacych sledzenie mechanizmu
toksycznej aktywnosci rycyny.

Cel badan doktorantki wynikal z braku danych literaturowych dotyczacych
mechanizmu toksycznosci rycyny na komorke w warunkach in vivo. Dlatego na samym
poczatku zostala zaplanowana kontrolowana ekspresja genu RTA w komorce drozdzowej.
Bylo to niezbedne do weryfikacji wynikéw badan in vitro innych autorow. Ostatecznym
celem pracy byla obserwacja fenotypu komorek drozdzowych z genem toksyczne;
podjednostki rycyny-RTA w réznych warunkach hodowli.

Do realizacji celow badawczych zastosowano i opisano w Materialach i Metodach

nowoczesne z tzw. gornej polki metody i techniki badawcze wykorzystywane w biologii
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molekularnej, biochemii, genetyce, mikrobiologii i immunologii. Naleza do nich miedzy
innymi: metoda RT-qPCR do pomiaru zdepurynowanego rRNA w rybosomach, transformacja
genu RTA na plazmidzie, cytometria przeplywowa do analizy morfologii komorek,
inkorporacja znakowanych zwiazkow radioaktywnych do pomiaru wydajnosci maszynerii
translacyjnej oraz szereg innych metod i technik badawczych.

Zgodnie z celami badawczymi czg¢$¢ doswiadczalna pracy przedstawiona w Wynikach
zaczyna si¢ od wprowadzenia do komorek drozdzowych genu RTA na plazmidzie. Ekspresje
genu katalitycznej podjednostki RTA, kontrolowano z uzyciem promotora GAL I w hodowli
komorek z glukoza, ktorej celem byla represja genu lub w hodowli z galaktoza zapewniajaca
indukcje ekspresji genu RTA. Obecnos¢ syntetyzowanego biatka RTA sprawdzano metoda
immunodetekcji — western blotting. Dysponujac funkcjonujacym i regulowanym ukladem
genetycznym wykazano, ze mimo wzrostu ekspresji genu RTA i znacznym wzrostem
depurynacji SRL nie obserwowano réznic w profilach polirybosoméw komérek kontrolnych
(bez RTA) i komorek z genem RTA. Swiadezy to wprost o braku wplywu depurynacji SRL
na biogenez¢ rybosomow. Obserwowano natomiast spadek tempa wydajnosci koncowych
etapow translacji (elongacji i terminacji). Do zbadania in vivo precyzji funkcjonowania
rybosoméw zastosowano system reporterowy podwdjnej lucyferazy, dzigki ktéremu
zanotowano nastepujace wyniki: 1. - wzrost od 26%-50% pomytek rybosomu w inkorporacji
niewtasciwych aminokwasow do syntetyzowanego peptydu, 2. — nie zaobserwowano wzrostu
czestotliwosci supresji kodonu stop a wige depurynacja SRL jest bez istotnego wplywu na
proces terminacji syntezy peptydu, 3. — nie obserwowano Kkorelacji miedzy poziomem
depurynacji SRL a obnizeniem czestotliwosci zmiany ramki odczytu o jeden nukleotyd. Tak
wiec maszyneria translacyjna funkcjonowata caty czas mimo depurynacji.

W zwigzku z brakiem istotnych réznic we wplywie depurynacji na aktywnos¢
translacyjng rybosomow w warunkach in vivo, dociekliwo$¢ eksperymentatorki zostala
zwrocona na analize fenotypu komorek z genem RTA. Na poczatek okazalo si¢, ze zywotnosé
komorek z tym genem w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi réznita si¢ zaledwie o kilka
procent a wigc w granicach bledu statystycznego. Fakt ten skierowal zainteresowania
doktorantki na analiz¢ cyklu komorkowego, ktory badano na ptytkach z agarem zawierajacym
pozywke nieselekcyjng z kompletem aminokwasow. Okazalo si¢, ze komorki z genem RTA
rosty w tych warunkach tak samo jak komdrki kontrolne, co tlhumaczy doktorantka utrata
przez komorke genu RTA 1 odzyskaniem zdolnosci do namnazania si¢ podobnie jak komorki
kontrolne. A co z atrybutem rozmnazania si¢ komorek drozdzowych czyli paczkowaniem?

Stosujgc  do obserwacji mikroskop konfokalny obserwowano hamowanie procesu
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paczkowania komorek z genem RTA przy jednoczesnym wzroscie objetosci komérki
matczynej. By wyjasni¢ ten problem wykonana zostala analiza potencjatu reprodukcyjnego
pojedynczej komorki. I tu okazalo sie, ze zaledwie kilkanascie procent komérek z RTA byto
zdolne wytwarza¢ wigcej niz trzy paczki, podczas gdy komérki kontrolne wykazywaly taka
zdolnos¢ w okolo 90%. Badanie cyklu komoérkowego konczy sie sprawdzeniem okresu
zdolnosci reprodukcyjnej komorki drozdzowej z genem RTA. Okres ten dla komorek z tym
genem to ponizej 10% catego okresu ich zycia podczas gdy dla komérek kontrolnych wynosil
on 50%.

Wszystkie te fakty jednoczesnie wskazuja, ze depurynacja in vivo jednego z gléwnych
elementow centrum GTP-azowego aparatu translacyjnego, a wiec SRL, hamuje procesy
mitotyczne i tworzenie si¢ nowych komérek co moze indukowa¢ inne procesy metaboliczne.
By dojs¢ do takiego wniosku, doktorantka musiata wykonaé wprost benedyktynska prace. W
podsumowaniu tej czesci pracy pragng zwréci¢ uwage na bardzo staranna i czytelng jakos¢
kilkudziesigciu rysunkéw, fotogramow i tabel, ktére przekonywaly recenzenta o trafnosci i
kolejnosci podejmowanych kolejnych badan.

Prace doktorska konczy rozdzial Dyskusja zawierajacy oméwienie interesujacego nie
tylko pod wzglgdem teoretycznym ale i praktycznym problemu toksycznosci rycyny.
Wszystko zaczyna si¢ od opisania aspektow militarno-medycznych z dodatkiem historii, by
przejs¢ do meritum sprawy a wige dyskutowanie o podobienstwach i réznicach wplywu
rycyny w warunkach in vitro i in vivo na maszyneri¢ translacyjna, ze szczegdlnym
zwroceniem uwagi na aktywnos¢ translacyjna rybosomow. Znaczna cze$é Dyskusji
poswigcona jest tylko wlasnym badaniom i wynikom, ktore krok po kroku dawaly odpowiedz
na kolejne pytania, badz kierowaly do zajecia si¢ nowym problemem. Trzeba by¢ bardzo
zdeterminowanym jak autorka pracy by opanowaé kolejne i kolejne metody i techniki
badawcze stuzace rozwigzywaniu kolejnych probleméw. Tym bogactwem metod i technik
mozna by obdzieli¢ ze dwie a moze nawet trzy prace. Na koniec zacytuje ostatnie zdanie z
Dyskusji, z ktorym zgadzam si¢ catkowicie: cyt”... rybosomy ze zdepurynowana petla
sarcynowo-rycynowa stanowia pule rybosoméw sygnalnych, ktére indukuja szlak
metaboliczny zarzadzajacy cyklem komorkowym, co w konsekwencji prowadzi do obnizenia
aktywnosci translacyjnej oraz potencjatu reprodukcyjnego komoérek™ (koniec cytatu).

Z obowigzku recenzenta musze zwréci¢ uwage autorce pracy doktorskiej na pewne
sformutowania/okreslenia, ktorych nie powinno uzywaé si¢ zwlaszcza w tekscie pisanym
pracy doktorskiej. Przyklady: sekwencja RNA, 28S rRNA szczura, petla sarcynowo-

rycynowa szczura i E coli, mieszanina skladajgca sie, dlugos¢ etapu reprodukcji komorek,
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poziomu rybosomow itp. Potknigcia jezykowe czy nawet zargon przy odrobinie dobrej woli
da si¢ kazdemu wyeliminowac, ale wytrwalos¢, dociekliwos¢ 1 inteligencja badawcza to juz

trwale, osobnicze cechy eksperymentatora, ktore posiada autorka pracy.

Whniosek koncowy:

W zwiazku z moja jednoznacznie bardzo pozytywna ocena pracy doktorskiej mgr inz.
Moniki Szajwaj zatytulowana ,,Odzialywanie katalitycznej podjednostki rycyny na
maszyneri¢ translacyjna” wnosz¢ o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie proponuj¢ odpowiednie nagrodzenie doktorantki po przyjeciu do

druku publikacji z wynikami badan zawartymi w pracy.
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