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Recenzja
Rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Horbowicz-Drozdzal
pt. ,Charakterystyka funkcjonalna C-terminalnych fragmentéw ludzkich biatek P w
oddziatywaniu z biatkami inaktywujgcymi rybosom”

wykonanej pod kierunkiem
Prof. dr. hab. Marka Tchérzewskiego
oraz
dr. Przemystawa Greli
W Katedrze Biologii Molekularnej Uniwersytetu im. Marii Curie-Sktodowskiej

Zespot kierowany przez Prof. dr hab. Marka Tchdrzewskiego od wielu lat zajmuje sie badaniem struktury,
funkcji i mechanizméw regulacji rybosomalnego centrum GTPazowego u réznych organizmow. Praca
doktorska Pani mgr Patrycji Horbowicz-Drozdzal stanowita kontynuacje tych badan. Gtéwnym jej celem byta
charakterystyka interakcji pomiedzy biatkami P rybosomalnego centrum GTPazowego i toksynami
biatkowymi inaktywujgcymi rybosom (w skrécie RIP od Rybosome-Inactivating Proteins). Pani mgr Patrycja
Horbowicz-Drozdzal badata kinetyke interakcji podjednostki katalitycznej rycyny (RTA) - toksyny nalezacej do
biatek RIP typu Il oraz trichosantyny (TCS) - toksyny nalezacej do biatek RIP typu |, z ludzkimi rybosomalnymi
biatkami P1 i P2 w rdznych ukfadach doswiadczalnych. Analizowata rowniez wptyw fosforylacji C-
terminalnych fragmentow biatek P na ich interakcje z ww. toksynami.

Toksyny RIP posiadajg aktywno$¢ N-glikozydazows; wigzg sie do centrum GTPazowego rybosomu poprzez
biatka P, a nastepnie poprzez depurynacje adeniny (A4324 w rRNA szczura) w petli sarcynowo-rycynowej
(SRL) powoduja uszkodzenie petli, co ma dramatyczne konsekwencje dla wigzania i aktywnosci trGTPaz, a
tym samym dziatania rybosomu. Pomimo, e rola biatek RIP jako N-glikozydaz uszkadzajacych petle SRL
zostata dobrze udokumentowana, jednak ciggle wiele aspektow wigzania sie toksyn do rybosomu,
uszkadzania centrum GTPazowego oraz mechanizmu indukowania przez ww. toksyny smierci komorki nie
zostato wyjaénionych. Mechanizm dziatania biatek RIP jest bardzo intensywnie badany w wielu laboratoriach
na $wiecie ze wzgledu na olbrzymig toksycznos$é tych biatek, jak réwniez mozliwos¢ wykorzystania niektorych
z nich w medycynie. Praca doktorska Pani mgr Patrycji Horbowicz-Drozdzal wpisuje sig $wietnie w nurt tych
bardzo cennych badan.

Rozprawe doktorska Pani mgr Patrycji Horbowicz-Drozdzal stanowi cykl trzech wieloautorskich prac
opublikowanych w renomowanych czasopismach naukowych. Dwie z nich to oryginalne prace
eksperymentalne (opublikowane w Scientific Reports oraz FEBS Letters), natomiast jedna praca to praca
przegladowa opublikowana w Toxins (Basel). Wszystkie prace sa spdjne tematycznie - dotyczg mechanizmu
dziatania toksyn inaktywujgcych rybosom, a w szczegdinoéci ich oddziatywania z C-terminalnymi fragmentami
biatek P.

Rozprawa doktorska oprdocz wspomnianych prac zawiera:

- Streszczenie w jezyku polskim i angielskim;

- Wstep, ktory razem z publikacjg przegladowa swietnie wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy;

- Cel i uzasadnienie tematyki podjetej pracy - jasno opisujace zafozenia i zasadnos$¢ prowadzonych badan;

- Materiaty i Metody - rozdziat, w ktérym znajduje sie doktadny opis metod wykorzystywanych przez
Doktorantke w badaniach, ktérych wyniki przedstawione zostaty w wybranych publikacjach;

- Krétki opis publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy;

- Podsumowanie i wnioski;
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- Spis literatury.
Zataczone o$wiadczenia Pani mgr Patrycji Horbowicz-Drozdzal oraz wspétautorow publikacji stanowigcych
podstawe ocenianej rozprawy doktorskiej nie budza watpliwosci, ze Pani mgr Patrycja Horbowicz-Drozdzal
miata istotny wkfad w ich powstanie. Pani mgr Patrycja Horbowicz-Drozdzal brata udziat w opracowaniu
koncepcji eksperymentow, wykonata wiele doswiadczer opisanych w pracach eksperymentalnych, brata
udziat w analizie ich wynikéw, pisaniu manuskryptéw oraz przygotowywaniu figur. Nalezy podkreslic, ze w
jednej z prac eksperymentalnych Pani mgr Patrycja Horbowicz-Drozdzal jest pierwszym autorem i oczywiscie
wktad Pani mgr Patrycji Horbowicz-Drozdzal w powstanie tej publikacji jest zdecydowanie najwigkszy.

Badania opisane w pierwszej z zatgczonych prac - Grela P., Li X.-P., Horbowicz P., Diwierzyriska M.,
Tchorzewski M., Tumer N.E. (2017) ,,Human ribosomal P1-P2 heterodimer represents an optimal docking site
for ricin A chain with a prominent role for P1 C-terminus” opublikowanej w Scientific Reports (7(1):5608 -
mialy na celu poznanie mechanizmu interakcji podjednostki katalitycznej rycyny (RTA) z ludzkim
rybosomalnym centrum GTPazowym, ze szczeg6inym uwzglednieniem roli kazdego z biatek P (P1 i P2) w tym
oddziatywaniu. Wykazano, ze RTA wigze si¢ preferencyjnie do heterodimeru ludzkich biatek P1-P2
(najmniejszej jednostki funkcjonalnej bocznej wyniostosci rybosomu), lecz biatka te nie wigzg rowno-cennie
toksyny. Wyniki analiz oddziatywar RTA z dimerami biatek P1 i P2 w réznych kombinacjach (w tym, z delecjg
lub bez delecji C-koricowych fragmentéw biatka P1 albo P2) jednoznacznie wykazaly, ze stechiometria
interakcji dimeréw P1-P2 z RTA jest 1:1 oraz, ze zdecydowanie wieksze powinowactwo do RTA majg biatka
P1 niz biatka P2, pomimo identycznych ich C-koricowych fragmentéw. Wynik ten oznaczat, ze w interakcje
biatek P z RTA, oprécz C-terminalnych fragmentéw biatek P, zaangazowane sg rowniez inne elementy biatek
P, ktére wptywaja najprawdopodobniej na konformacje dimeru P1-P2.

Kinetyke wigzania RTA do biatek P1 i P2 badano nie tylko w uktadzie dimerdow, lecz réwniez pentamerow.
Analizowano interakcje RTA z pentamerycznym kompleksem biatek P, odzwierciedlajacym boczng wyniostosc
rybosomalng uL10(P1-P2), cztowieka; jest uktad zdecydowanie blizszy temu co ma miejsce w naturze. Uktad
do$wiadczalny byt analogiczny jak w przypadku dimeréw biatek P; czyli badano kinetyczne parametry
oddziatywania pentamerycznego kompleksu pozbawionego (lub nie) C-terminalnych fragmentdw biatek P1
albo P2. Nalezy zaznaczy¢, 7e te cze$¢ badar realizowata Pani mgr Patrycja Horbowicz-Drozdzal. To nie byto
trywialne zadanie. Uzyskane wyniki wykazaty, ze (1) pentamer ma zdecydowanie wigksze powinowactwo do
RTA niz dimer, (2) cechuje sie bardzo duzg dynamikg wigzania RTA - bardzo szybka asocjacja, jak rowniez
bardzo szybka dysocjacjg RTA. Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzity rozng funkcje biatek P1i P2 w
wigzaniu toksyny wykazang w badaniach dimerdw.

Na podstawie uzyskanych wynikéw zaproponowano prawdopodobny mechanizm interakcji toksyny z
rybosomalnym centrum GTPazowym.

Badania, ktdrych wyniki zostaty zawarte w drugiej pracy eksperymentalnej (Horbowicz-Drozdzal P, Kamel K,
Kmiecik S, Borkiewicz L, Tumer NE, Shaw PC, Tchérzewski M, Grela P. ,Phosphorylation of the conserved C-
terminal domain of ribosomal P-proteins impairs the mode of interaction with plant toxins. FEBS Lett. 2021
Sep;595(17):2221-2236) miaty na celu zbadanie wptywu fosforylacji dwdch reszt serynowych w
konserwowanych C-terminalnych fragmentach ludzkich rybosomalnych biatek P1 i P2 na oddziatywanie z
toksynami (RTA i TCS). Fosforylacja ta jest katalizowana przez kinaze CK2. Uzyskane wyniki parametrow
kinetycznych oddziatywan toksyn z dimerami biatek P1-P2, w kt6rych reszty, ktére mogg byc fosforylowane
zostaty zastapione (lub nie) kwasem glutaminowym, ktdry funkcjonalnie moze zastgpowac ufosforylowang
reszte seryny/treoniny albo alaning, ktéra nie moze by¢ fosforylowana, wykazaty, ze fosforylacja zaburza
badane oddziatywanie. Obserwowano znaczgco nizsze powinowactwo dimeru P1-P2 z mutacjg S/E do
badanych toksyn niz dimeru z mutacjg S/A lub dimeru niezmutowanego. Fosforylacja powoduje destabilizacje
kompleksu na skutek indukcji zmian konformacyjnych biatek P czego wynikiem jest szybsza dysocjacja
RTA/TCS.
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Bardzo wysoko oceniam uzyskane wyniki. Na podkreslenie zastuguje zastosowanie nowoczesnych metod
biofizycznych do analizy powstajgcych kompleksow i kinetyki oddziatywania toksyn RIP z kompleksami biatek
P oraz starannos$¢ przygotowania materiatu badawczego i wykonania zaplanowanych doswiadczen. Przy
uzyciu kilku niezaleznych metod badane byty wtasnosci biofizyczne biatek, ktére byty nastepnie uzywane do
analiz parametréw kinetycznych oddziatywan, aby mie¢ pewnosc, ze analizowane biatka sg prawidtowe (majg
prawidtowg mase czgsteczkowg i strukture), a ich czysto$¢ zapewnia uzyskanie wiarygodnych wynikow.
Oddziatywania i ich kinetyka monitorowane byly przy wykorzystaniu kilku niezaleznych nowoczesnych
technik badawczych.

Wyniki zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych, co jest gwarantem wysokiej
jakosci wykonanych badan. Nie mam najmniejszych zastrzezen dotyczacych strony merytorycznej rozprawy.
Chciatabym podkresli¢ réwniez staranno$¢ z jaka Pani mgr Patrycja Horbowicz-Drozdzal przygotowata
rozprawe. Nie mam uwag do strony edytorskiej rozprawy, moze jedng bardzo matg: na Rys. 3 zabrakio
koloréw, cho¢ w legendzie tego rysunku sg one opisane.

Mam natomiast kilka pytan, ktére nasunety mi sie w trakcie czytania rozprawy.

1. Zaciekawito mnie uzyskanie pentameréw biatkowych AulL10(P1-P2);, AuL10(P1AC-P2);, AuL10(P1-
P2AC);. Wykorzystano w tym celu tricistronowg kasete ekspresyjng stworzong na bazie wektora
PGEXT1, co umoiliwiato utworzenie pentamerow in vivo w E. coli. Jest to oczywiécie bardzo wygodna
i szybka metoda, stosowana juz wczesniej w laboratorium kierowanym przez Prof. Marka
Tchorzewskiego. Chciatabym jednak sie zapytaé, czy jest mozliwe utworzenie prawidiowych
pentameréw in vitro poprzez zmieszanie oczyszczonych biatek, a nastgpnie wyizolowanie
pentameréw za pomocg chromatografii powinowactwa, tak jak w przypadku oczyszczania
pentamerdw utworzonych in vivo w E. coli?

2. W badaniach odzialywan pentameréw z RTA biatko ull0 pozbawione byto N-fragmentu
oddziatujacego z RNA oraz C-terminalnego fragmentu, ktéry wspélnie z biatkami P uczestniczy w
wigzaniu toksyn. Fragmenty te usunigto, aby okresli¢ rolg C-terminalnych zakonserwowanych
fragmentéw biatek P w tym procesie. Czy proby, w ktérych w pentamerze biatko uL10 pozbawione
bytoby tylko N-terminalnego fragmentu byty robione?

3. Roéznice w wigzaniu RTA do pentameréw uL10(P1AC-P2)2, uL10(P1-P2AC)2 nie byly tak znaczace jak
w przypadku dimeréw pozbawionych C-koricowych aminokwaséw odpowiednio w P1 lub P2. Czym
to mozna wyttumaczy¢?

4. Wyniki badar dotyczacych roli fosforylacji biatek P1 i P2 w wigzaniu toksyn sg w petni przekonujace.
Nie mam watpliwosci, ze fosforylacja obniza powinowactwo dimeréw P1-P2 do RTA i TSC, wymusza
zmiany strukturalne i szybszg dysocjacje toksyn. Badajac role fosforylacji biatek P1/P2 ograniczono
sie do badania heterodimeréw, nie badano pentameréw z wprowadzonymi mutacjami -
substytucjami S na A lub na E. Czy powodem byly trudnosci w uzyskaniu pentamerow z
wprowadzonymi mutacjami?

5. Pentamer uL10(P1-P2), oddziatuje nie tylko z badanymi toksynami RIP, lecz réwniez, a raczej przede
wszystkim, z trGTPazami. Ponadto C-koricowe fragmenty biatek P zaangazowane sa w oddziatywanie
z ATPazg ABCE1 oraz w aktywacje kinazy GCN2. Wyniki opisane w publikacji sktadajacej sig na
rozprawe doktorska jednoznacznie wskazujg, ze fosforylacja C-terminalnych fragmentéw biatek P1 i
P2 przez kinaze CK2 ma znaczacy wplyw na kinetyke wigzanie toksyny. A czy wiadomo jaki jest/moze
by¢ wplyw tej fosforylacji na wigzanie tzGTPaz, ABCE1 lub na aktywnos¢ GCN2? A tym samym czy
fosforylacja C-koricowych fragmentdw biatek P moze regulowaé wydajnosé/szybkos¢ translacji?

Czy byty prowadzone takie badania? Czy mozna wysnu¢ wnioski na ten temat np. wykorzystujgc
dokowanie molekulane?
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6. Rozwazajac zmiany stopnia ufosforylowania C-koricowych fragmentdw biatek P1 i P2 in vivo, czy nie
mozna wykluczyé, ze kinaza inna niz CK2 moze fosforylowa¢ C-koricowe fragmenty biatek P, np. w
warunkach stresu?

7. Wiele biatek RIP jest pochodzenia roélinnego? Jaka jest ich rola w roélinie? Czy jest to moze obrona
przed patogenami?

8. We Wstepie znajduje sie informacja, ze poza biatkami P1/P2 zwigzanymi z rybosomem istnieje tez
cytoplazmatyczna pula tych biatek. Czy juz wiadomo jaka jest ich funkcja?

Pytania moje wynikaja jedynie z ciekawosci, nie maja najmniejszego wptywu na moja wysoka oceng pracy.

Na korcu mojej recenzji chciatabym wspomnie¢ o zyciorysie naukowym Doktorantki zamieszczonym na
ostatnich stronach rozprawy — jest imponujacy. Zyciorys naukowy oraz wyniki uzyskane przez Panig mgr
Patrycje Horbowicz-Drozdzal wskazujg na jej aktywnos¢ i dojrzatos¢ naukowa oraz zaangazowanie w
popularyzacje badan naukowych.

Podsumowanie

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska w petni spetnia wymogi ustawy
o Tytule i Stopniach Naukowych i wnosze do Rady Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-
Skiodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Patrycji Horbowicz-Drozdzal do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na wysokg warto$¢ naukowa wynikéw opublikowanych w bardzo dobrych
czasopismach naukowych wnioskuje o wyréznienie pracy stosowng nagroda.

Wycvo /HEC

Prof. dr hab. Grazyna Dobrowolska
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