UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii
UAM Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

prof. dr hab. Mikotaj Olejniczak
Pracownia Biochemii RNA

14 czerwca 2022, Poznan

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Patrycji Horbowicz-Drozdzal zatytulowanej

»Charakterystyka funkcjonalna C-terminalnych fragmentow ludzkich bialek P w
oddzialywaniu z bialkami inaktywujacymi rybosom”

Praca doktorska Pani mgr Patrycji Horbowicz-Drozdzal zostala wykonana pod opieka
promotora Pana prof. dr hab. Marka Tchoérzewskiego oraz promotora pomocniczego Pana
dr Przemyslawa Greli w Instytucie Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-
Skiodowskiej w Lublinie.

Celem rozprawy doktorskiej jest wyjasnienie znaczenia fosforylacji bialek P
rybosomu dla ich oddzialywan z toksynami ro$linnymi. Toksyny te sg enzymami, ktdre
hydrolizuja wigzanie glikozydowe pomiedzy adening a ryboza w obrebie petli
sarcynowo-rycynowej w rybosomowym RNA, prowadzac do depurynacji tej pozycji.
Bialka P tworza cz¢$¢ wyniostosci bocznej rybosomu i wraz z petla sarcynowo-rycynowa
w rybosomowym RNA uczestnicza w wigzaniu i aktywacji GTPaz, ktére sg waznymi
biatkami uczestniczacymi w translacji. Dia funkcji tych GTPaz niezbedna jest zmiana
konformacyjna indukowana hydroliza GTP. W ramach fascynujacej adaptacji
ewolucyjnej niektore toksyny wystepujace u roslin i bakterii korzystajg z biatek P jako
miejsca wigzania, ktére pozwala im si¢ ulokowa¢ w taki sposob, aby modc uszkodzi¢
rRNA w petli sarcynowo-rycynowej. W ten sposob uniemozliwiaja aktywacje GTPaz i
zatrzymuja translacj¢. Poniewaz biatka P podlegaja modyfikacji potranslacyjnej
polegajacej na fosforylacji reszt serynowych w obrgbie regionu wigzanego przez toksyny,
Doktorantka w swojej pracy podjeta sie rozwigzania bardzo waznego zagadnienia,
ktérym jest poznanie roli tych reszt fosforanowych w wigzaniu toksyn uszkadzajacych
petle sarcynowo-rycynowa.

Na rozprawe doktorskg sktadaja si¢ trzy publikacje, dwie eksperymentalne i jedna
przegladowa, opublikowane w bardzo dobrych migdzynarodowych czasopismach
naukowych. W publikacji eksperymentalnej w czasopismie FEBS Letters Doktorantka
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jest pierwsza Autorka, a w publikacji eksperymentalnej w czasopismie Scientific Reports
oraz przegladowej w czasopisSmie Toxins jest trzecia Autorka. Cele badawcze tych
publikacji dotycza powigzanych aspektow dotyczacych charakterystyki oddzialywan
toksyn z ludzkimi biatkami P, ktore sa zgodne z tematyka pracy doktorskiej. Udziat
wspolautoréw publikacji jest precyzyjnie okreslony w zawartych o§wiadczeniach.

Bardzo pomocng czescia rozprawy $wiadczacg o $wietnym zorientowaniu si¢
Doktorantki w dziedzinie swoich badan naukowych jest wstep literaturowy wraz z
omowieniem celow rozprawy, najwazniejszych osiggnie¢ zawartych w niej publikacji,
oraz metodyki badan. W tej czeéci pracy Doktorantka oméwila najistotniejsze cechy
budowy i dzialania centrum GTPazowego na tle mechanizmu translacji. Ponadto
przedstawila réznorodnos¢ funkcjonalng, strukturalng i filogenetyczng toksyn RIP -
enzymoéw uszkadzajacych petle sarcynowo-rycynowa. Objasnila takze te aspekty
struktury 1 funkcji bialek P i oddzialujacych z nimi toksyn, ktére sa kluczowe dla
zrozumienia mechanizmu ich oddzialywania ze soba oraz wynikajacych z tego skutkow
funkcjonalnych. Ponadto przedstawila metody, ktére stosowata w swoich badaniach,
szczegblnie dotyczace otrzymywania komplekséw badanych bialek, a takze stuzace do
zmierzenia stabilno$ci termodynamicznej i kinetyki oddzialywan biatek P z roslinnymi
toksynami RIP. Wraz z wyjasnieniem najwazniejszych osiggni¢¢ przedstawionych w
publikacjach skladajacych si¢ na rozprawe doktorska, wstep ten jest niezwykle cennym
wprowadzeniem do tematyki pracy. Nalezy podkresli¢, ze napisany jest jezykiem bardzo
przejrzystym i logicznym oraz odpowiednio ilustrowany w sposéb ulatwiajacy
zrozumienie ztozonych zagadnien mechanistycznych.

W pierwszej z prac wchodzacych w sklad rozprawy, opublikowanej w Scientific
Reports, Doktorantka jest trzecia Wspdtautorka. W pracy tej zbadano znaczenie
szesnastoaminokwasowych C-koficowych fragmentéw bialek P1 i P2 dla wigzania
fancucha A rycyny. Role tych regionéw zbadano w dwoch kontekstach: pierwszym z
nich byly dimery P1/P2, a drugim pelne pentameryczne kompleksy zlozone z biatka
ulL10 oraz zakotwiczonych w nim dwoch dimeréow P1/P2. W tej pracy Doktorantka
wykonala badania dotyczace roli fragmentéw C-koncowych w kontekscie kompleksow
pentamerycznych. W tym celu przeprowadzita zlozong procedur¢ roéwnoczesnej
nadekspresji sktadnikow kompleksu i oczyszczania pentameru po jego uformowaniu w
komorkach E. coli, oraz potwierdzenia jego prawidlowego skladu i homogennosci.

Pomiary wigzania lancucha A rycyny do pentameru zawierajacego pelnej dtugosci biatka
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Pl i P2 albo ich mutanty z delecjg regionu C-koncowego zbadala przy pomocy
interferometrii biowarstwowej, ktora to metoda pozwala na obliczenie wartosci stalej
réwnowagi reakcji wigzania ze zmierzonych parametréw kinetyki asocjacji i dysocjacji
kompleksu. Wyniki Jej badan pozwolily na ustalenie, ze kluczowe znaczenie dla
oddzialywania rycyny z pentamerem ma obecnos¢ regionu C-koncowego w tancuchu P1,
podczas gdy odpowiadajgcy mu region w biatku P2 ma mniejsze znaczenie. Wyniki te sg
zgodne z otrzymanymi w pierwszej linii badawczej tej publikacji, ktéra polegata na
badaniu wigzania do izolowanych dimeréow P1/P2.

W odniesieniu do tej czesci rozprawy chciatbym poprosi¢ Doktorantke o
odniesienie si¢ do dwoch kwestii. (1) Z czego wynika fakt, ze region C-konficowy biatka
P1 jest znacznie wazniejszy dla wigzania rycyny niz odpowiadajgcy mu region biatka P2?
Czy wynika to z r6znic w sekwencji tych biatek, czy moze z geometrii kompleksu P1/P2?
(2) Jaka jest funkcja bialka P2 w kompleksie P1/P2 podczas w translacji, czy jest
odmienna od funkcji P1? Czy homodimer P1/P1 moze funkcjonalnie zastgpi¢
heterodimer w translacji oraz jako miejsce wigzania rycyny?

W drugiej publikacji eksperymentalnej wchodzacej w sktad rozprawy, wydanej w
czasopi$mie FEBS Letters, Doktorantka jest pierwszg Autorka. Doktorantka otrzymala i
oczyscita kompleksy pentameryczne zawierajace badane biatka P1 i P2 oraz ich mutanty
oraz zbadala oddzialywania pomig¢dzy nimi metodami interferometrii biowarstwowej
oraz termoforezy mikroskalowej. Celem tego projektu byto sprawdzenie, czy fosforylacja
dwoch reszt seryny znajdujacych sie regionach C-koncowych biatek P1 i P2 zmienia
wigzanie toksyn rycyny oraz trichosantyny do kompleksu pentamerycznego.
Wymienione reszty seryny znajduja si¢ w obrebie sekwencji bogatej w reszty
naladowanych ujemnie aminokwaséw kwasu glutaminowego i kwasu asparaginowego,
ktdra sasiaduje z miejscem wigzania obu toksyn w regionie C-koncowym. Aby zbadaé
znacznie fosforylacji tych reszt seryny dla wigzania toksyn Doktorantka zaprojektowata
mutanty biatek P1 i P2, w ktérych obie te seryny kazdego z bialek byly zastapione albo
resztami alaniny, ktore sa izosteryczne wzgledem seryn, albo resztami kwasu
glutaminowego, ktére sa uwazane jako reszty fosfomimetyczne, czyli posiadajgce
podobng role dla struktury biatka jak fosforylowana seryna. Badaniom poddano
kompleksy, w ktérych w obu biatkach obie reszty seryny byly zamienione na
odpowiednie reszty aminokwasowe. Wyniki badan wskazaty, ze zamiana reszt seryny w

regionie C-koncowym bialek P1/P2 na alaniny nie zmienila stabilnosci ani kinetyki
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wigzania obu toksyn. Natomiast zamiana obu reszt seryny na reszty kwasu
glutaminowego ostabita wigzanie obu toksyn. Ostabienie stabilnosci termodynamicznej
wigzania wynikato z szybszej kinetyki dysocjacji toksyn od kompleksu pentamerycznego
wzgledem kompleksu z biatkami P1/P2 bez mutacji. Szybkos¢ asocjacji natomiast
pozostala niezmieniona. Informuje nas to o tym, Zze mutacje nie spowodowaly
dodatkowej bariery energetycznej dla utworzenia kompleksu, natomiast spowodowaly
zerwanie lub ostabienie pewnej czgsci oddzialywan stabilizujacych juz utworzony
kompleks. Badania modelowania komputerowego, przeprowadzone przez innego ze
wspolautorow sugeruja, ze przyczyna zmian moze by¢é utworzenie alternatywnej
struktury przestrzennej fragmentu biatka obejmujacego region wigzania obu toksyn.
Wskazuje to, ze mutacja fosfomimetyczna w miejscu reszt serynowych ostabia wigzanie
do obu toksyn poprzez zmiang struktury ich miejsca wigzania, a nie poprzez
bezposrednig interferencj¢ wprowadzonej reszty fosfomimetycznej w oddziatywanie
pomiedzy toksyna a kompleksem P1/P2.

Rowniez w odniesieniu do tej czgsci rozprawy chciatbym poprosi¢ Doktorantke o
przedyskutowanie dwoch kwestii. (1) Zaskakujaca obserwacjg jest to, ze tak dramatyczny
efekt na wigzanie rycyny wynika z wprowadzenia zaledwie dwoch dodatkowych reszt o
tadunku ujemnym w sekwencji 9-aminokwasowej (EESEESDDD), ktéra zawiera juz 7
aminokwasow o tadunku ujemnym, co oznacza, ze wzgl¢dna zmiana tadunku ujemnego
w tej sekwencji nie jest az tak duza. Czy moéglbym poprosi¢ Doktorantk¢ o
przedyskutowanie mozliwych hipotez ttumaczacych ta obserwacje? (2) Poniewaz badania
nad rolg fosforylacji dla wigzania zostaty wykonane dla kompleksu, w ktérym biatka P1 i
P2 miaty takie same mutacje, nie jest mozliwe rozréznienie efektéw zaleznych od P1 i od
P2. Czy zdaniem Doktorantki, w oparciu o Jej wczesniejsze badania, mozemy si¢
spodziewaé, ze wprowadzenie mutacji fosfomimetycznych do biatka P1 byloby
wystarczajgce dla uzyskania réwnie silnego negatywnego skutku dla wigzania jak w
badanym przez Nig kompleksie, w ktorym oba biatka byly zmutowane?

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny praca doktorska imponuje precyzyjna
analizg mechanizmu obserwowanych zmian w wigzaniu toksyn RIP zaleznie od mutacji
wprowadzonych w regionach C-koncowych. Doktorantka wyjasnila wazne aspekty
mechanizmu powodujacego, Zze toksyny RIP poprzez oddzialywanie z biatkami P moga

prowadzi¢ do precyzyjnego uszkodzenia rybosomu, a takze zaproponowala mechanizm
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mogacy stuzy¢ do zablokowania miejsca wigzania tych toksyn poprzez fosforylacje reszt

aminokwasowych w jego sasiedztwie. Uzyskanie wynikow tak precyzyjnie
wyjasniajacych wazne aspekty molekularne tych mechanizméw bylo mozliwe dzieki
zastosowaniu przez Doktorantk¢ zaawansowanych metod biofizycznych pozwalajacych
na rozroéznienie parametrow kinetycznych i termodynamicznych wigzania. Zastosowanie
w badaniach zawartych w rozprawie doktorskiej zarowno warsztatu biologii

molekularnej jak i biofizyki jest jednym z waznych atutow tej pracy.

Praca Pani mgr Patrycji Horbowicz-Drozdzal spelnia wszystkie wymagania
stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Rady
Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu im. Marii Curie-Sktodowskiej w
Lublinie o nadanie Pani mgr Patrycji Horbowicz-Drozdzal stopnia doktora w dziedzinie
nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Ponadto ze wzgledu na duzg warto$¢ naukowa uzyskanych wynikéw wnioskuje
do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych UMCS o wyrdznienie tej pracy
doktorskiej. Wniosek o wyrdznienie uzasadniam w szczego6lnosci wyjasnieniem przez
Doktorantke na poziomie molekularnym kluczowych cech mechanizmu wigzania toksyn
RIP z biatkami kompleksu pentamerycznego zawierajacego biatka P1/P2, w tym roli
fosforylacji biatek P dla wigzania toksyn. Wyniki uzyskane przez Doktorantke pozwolity
na wyjasnienie jaki sposob dziatanie toksyn RIP zostato zoptymalizowane w ewolucji, po
to aby zatrzymac translacj¢ poprzez wprowadzenie drobnego uszkodzenia w precyzyjnie

wybranym miejscu rybosomu.

h’kL'L@’ v - 6@7 e b%}\

Mikotaj Olejniczak

ul. Umultowska 89, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293

tel. +48 61 829 59 50, fax. +48 61 829 59 49
ibmib@amu.edu.pl

www.ibmib.amu.edu.pl



