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Rycyna nalezy do grupy toksyn pochodzenia roslinnego, ktére od dawna stanowia
przedmiot zainteresowan wielu o$rodkow badawczych na calym $wiecie. Zainteresowanie
rycyna wiaze si¢ z mozliwoScia wykorzystania jej jako modelowego zwiazku w badaniach
transportu  wewnatrzkomérkowego biatek, w tym rozpoznawania nieprawidlowo
sfaldowanych glikoprotein w retikulum endoplazmatycznym (ER) i ich retrotranslokacji z ER
do cytozolu. Wiedza na ten temat ma zasadnicze znaczenie dla prawidlowego dziatania
wszystkich komorek eukariotycznych.. Ponadto, szczegbélowe poznanie mechanizméw
transportu  wewnatrzkomorkowego rycyny, w tym transportu z ER do cytozolu, daje
mozliwo$ci wykorzystania tego biatka w tworzeniu nowoczesnych immunotoksyn, a takze
szczepionek.. Obok zastosowania w medycynie, ze wzgledu na swoja wysoka toksycznos¢,
rycyna uznawana jest za potencjalng bron biologiczna. Od wielu lat trwaja zatem badania i
proby skonstruowania szczepionki, ktora znositaby toksyczne dziatanie w przypadku zatrucia
rycyna.

Rycyna zostata wczesniej dobrze poznana pod wzgledem jej struktury i aktywnosci.
Sktada si¢ ona z dwoch tancuchéw polipeptydowych A i B, polaczonych mostkiem
dwusiarczkowym, tworzacych tzw. holotoksyneg (ang. holotoxin). Enzymatycznie aktywny
tancuch A (RTA) odpowiada za blokowanie syntezy biatek; natomiast tancuch B (RTB), o
wlasciwos$ciach lektyny, wiaze si¢ do receptorow zawierajacych terminalng B-1,4-galaktozg.
Po zwiazaniu z powierzchnia komoérki rycyna ulega endocytozie i dostaje si¢ do wezesnych
endosomow. Stad wigkszo$¢ czasteczek rycyny jest transportowana z powrotem na
powierzchnig komorki lub dostarczana do pdznych endosomow, a nastgpnie lizosomow, gdzie
ulega proteolitycznej degradacji. Okoto 5% endocytowanej rycyny jest transportowane do
aparatu Golgiego, a nastgpnie do retikulum endoplazmatycznego. Wiadomo, ze podjednostka
A rycyny wykorzystuje mechanizm retrotranslokacji biatek w swoim transporcie z ER do
cytozolu. Do tej pory nie udato sig¢ jednak pozna¢ szczegdétowo tego procesu.

W niniejsze] pracy wykorzystatam mutagenez¢ miejscowo-specyficzng w celu
otrzymania zmienionej podjednostki A rycyny P250A (RTAps0a). Rejon hydrofobowy
podjednostki A rycyny obejmuje 12-aminokwasowy fragment potozony migdzy Val245 a
Val256 i1 jak wskazuja wyniki dotychczas opublikowanych badan odgrywa znaczaca rolg w



jej cytotoksycznosci. W swojej pracy wykazalam, iz zmiana w rejonie hydrofobowym
podjednostki A rycyny (P250A) ma znaczacy wplyw na podwyzszona lizosomalno-
endosomalng degradacje tej toksyny, jak rowniez na zmniejszona wydajnos$¢ transportu
podjednostki A z retikulum endoplazmatycznego do cytozolu. Wptywa to na cytotoksycznosé¢
badanej rycyny, ktora jest znacznie nizsza 0d cytotoksyczno$ci rycyny dzikiego typu, a efekt
ten nie jest ograniczony do jednego tylko typu komoérek. W swojej pracy badatam takze
oddziatywania pomigdzy rycyna P250A a biatkami retikularnymi EDEM1 i EDEM2. Biatka
te uczestnicza w rozpoznawaniu nieprawidtowo sfaldowanych glikoprotein w ER i
kierowaniu ich na droge proteasomalnej degradacji. Oba biatka uczestnicza takze w
transporcie podjednostki A rycyny dzikiego typu do cytozolu. W swojej pracy wykazatam, ze
zarbwno EDEM1, jak i EDEM2 nie rozpoznaja zmienionej podjednostki A rycyny (P250A).
Co istotne, RTAp2s0a posiada zmieniona strukture drugorzedowa charakteryzujaca si¢ wigksza
iloscia rejonow a-helikalnych. W pracy tej sugeruj¢ zatem, ze zmiana konformacji substratu
biatkowego ma wptyw na jego rozpoznawanie przez biatka z rodziny EDEM.

Ponadto wyniki moich doswiadczen, w ktorych badalam oddziatywania migdzy
biatkami EDEMI1 i1 EDEM2 a podjednostka A rycyny z obnizona i podwyzszona
hydrofobowoscia wykazaly jednoznacznie, ze odpowiednio wysoki stopien hydrofobowosci
rozpoznawanych determinant biatkowych ma wptyw na ich wiazanie z biatkami EDEMI i
EDEM2. Co wigcej, ta zalezno$¢ dotyczy nie tylko rycyny. W swojej pracy wykorzystatam
réwniez inne modelowe biatko, ktérym byla nieprawidlowo sfaldowana trzustkowa f-
sekretaza (BACE456), posiadajaca w swej C-terminalnej czg$ci wysoce hydrofobowy rejon.
Obnizenie jego hydrofobowosci rowniez wiazato si¢ z obnizonym poziomem oddziatywan z
biatkami procesu ERAD. Otrzymane wyniki stanowia wazna informacj¢ pozwalajaca
zrozumie¢ w jaki sposob biatka z rodziny EDEM rozpoznaja substraty przeznaczone do
procesu degradacji.

Podsumowujac, wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy poszerzaja wiedzg¢ na temat
wewnatrzkomorkowego transportu rycyny, udzialu rejonu hydrofobowego podjednostki A w
mechanizmie funkcjonowania tego bialka, a takZze dostarczaja waznych informacji
dotyczacych mechanizmu rozpoznawania zle sfaldowanych biatek w ER. Wiedza ta moze
przyczyni¢ si¢ do rozwoju dalszych prac nad poznaniem szczegdétowych mechanizmow
procesow zachodzacych w komoérkach oraz moze mie¢ znaczenie w tworzeniu nowych terapii

wspolczesnej medycyny.



