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				Struktura i właściwości biologiczne rycyny – toksycznego białka rącznika pospolitego

			

		

		
			
				STRESZCZENIE

				Rycyna to heterodimeryczne białko składające się z podjednostek A i B, wytwarzane w nasionach rośliny rącznika pospolitego (Ricinus communis L.). Jej duże ilości gromadzo-ne są w produktach ubocznych, powstających podczas procesu ekstrakcji oleju rycynowego, szeroko stosowanego w przemyśle kosmetycznym i farmaceutycznym. Rycyna jest jedną z najsilniejszych trucizn. Toksyczne działanie spowodowane jest jej zdolnością do hamowa-nia syntezy białka, a poziom toksyczności zależy zarówno od dawki, jak i drogi narażenia. Wyróżnia się trzy główne drogi zatrucia rycyną: pokarmową, parenteralną (iniekcyjną) bądź wziewną (inhalacyjną). Objawy kliniczne zatrucia zależą od drogi ekspozycji. Toksyna wy-wołuje najczęściej stany zapalne organizmu, zmiany krwotoczne układu pokarmowego, martwicę kanalików nerkowych, hipoglikemię, niekardiogenny obrzęk płuc bądź rozlane martwicze zapalenie płuc. Specyficzny mechanizm toksycznego działania rycyny budzi jed-nak zainteresowanie pod kątem ewentualnego wykorzystania go w terapiach niektórych chorób. Rycyna jest jednym z pierwszych przykładów toksyny, która w połączeniu z mono-klonalnymi przeciwciałami może być wykorzystana w leczeniu nowotworów. W niniejszym artykule omówiono strukturę rycyny, mechanizm jej syntezy oraz opisano aktywność biolo-giczną tego białka.

				WPROWADZENIE

				Rycyna zaliczana jest do grupy najsilniejszych znanych toksyn białkowych pochodzenia roślinnego. Syntetyzowana jest przez rącznik pospolity (Ricinus communis L.), a największe jej stężenie występuje we wnętrzu nasion – od 1 do 5% ich masy [1,2]. Odkrycia toksycznego białka w nasionach Ricinus communis dokonał w 1888 roku Peter Hermann Stillmark, pracujący na Uniwersytecie w Tartu. Przeprowadził on test na erytrocytach, który wykazał ich aglutynację pod wpływem ekstraktu z nasion rącznika. To toksyczne białko Stillmark nazwał „rycyną”. W chwili obecnej wiadomo jednak, iż za aglutynację czerwonych krwinek odpowiadała inna toksyna białkowa nasion rącznika – aglutynina RCA (ang. Ricinus communis agglutinin). Rycyna wykazuje bowiem silne działanie cy-totoksyczne z uwagi na właściwości enzymatyczne RNA-glikozydazy, ale jest słabą hemaglutyniną. Z kolei aglutynina RCA jest słabą cytotoksyną, natomiast ma wysoką zdolność do aglutynacji erytrocytów [3].

				Proces izolacji rycyny z nasion rącznika bazuje na ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi i został szczegółowo opisany i objęty patentem (US3060165 A - Pa-tent preparation of toxic ricin Harry L. Craig 1962). Z uwagi na stosunkowo pro-stą, tanią i szybką metodę produkcji i izolacji rycyny, jej dostępność w całej sze-rokości geograficznej oraz wysoką toksyczność (LD50 najniższe dla drogi inha-lacyjnej), istnieją obawy wykorzystania jej w bioterroryzmie. Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorobom USA (ang. Centers for Disease Control and Prevention, CDC) zalicza rycynę do grupy B (wśród trzech kategorii czynników biologicz-nych, które mogą być potencjalnie wykorzystane jako broń biologiczna), czyli substancji o umiarkowanym znaczeniu bioterrorystycznym, których posiadanie, obrót i wykorzystanie podlega krajowym i międzynarodowym regulacjom [4,5].

				STRUKTURA RYCYNY

				Rycyna należy do grupy białek inaktywujących rybosomy (ang. ribosome in-activating proteins, RIPs) i jest zaliczana do RIPs typu 2 – białek będących di-merami, które oprócz łańcucha A inaktywującego rybosomy (obecnego w RIPs typu 1) posiadają łańcuch B, niezbędny do związania się z komórką i przetrans-portowania toksyny do wnętrza komórek. Istnieją różne izoformy rycyny m.in. rycyna D, E. Wszystkie z form rycyny posiadają podobną strukturę – są hetero-dimerycznymi glikoproteinami, zwierającymi mannozę [6,7].

				Cząsteczka toksyny to globularne białko o masie 66 kDa, składające się z dwóch podjednostek połączonych mostkiem disulfidowym: łańcucha A o masie 
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				32 kDa (Ryc. 1) oraz łańcucha B o masie 34 kDa. Łańcuch B jest lektyną wiążącą się z galaktozą i N-acetylogalaktozami-ną, obecnymi na powierzchni komórek [1,8,9]. W składzie aminokwasowym rycyny przeważa kwas glutaminowy, leucyna z izoleucyną oraz arginina, które łącznie stanowią blisko 50% wszystkich aminokwasów [10].

				Łańcuch A rycyny, nazywany też RTA (ang. ricin toxin A chain) jest globularnym polipeptydem składającym się z 267 reszt aminokwasowych. W swojej strukturze posiada 8 α-helis i 8 struktur β-kartki [11]. Za aktywność enzymatycz-ną rycyny odpowiadają reszty aminokwasów: kwasu gluta-minowego Glu177 i argininy Arg180, które budują centrum aktywne oraz Tyr80, Tyr123, Trp211, położone w pobliżu centrum aktywnego [6]. Łańcuch A tworzą trzy funkcjo-nalne elementy strukturalne, które odpowiadają kolejno resztom aminokwasowym: 1-117, 118-210 oraz 211-267. W strukturze elementu pierwszego przeważa 5 form β-kartki zakończonych motywem pętla-helisa-pętla [12]. Struktury β-kartki razem z 2 helisami A i B tworzą podstawę cząstecz-ki. W strukturze drugiej, zawierającej fragment łańcucha polipeptydowego bogatego w argininę, dominuje 5 α-helis. Struktura trzecia jest przytwierdzona do helisy A. Ponadto współdziała z łańcuchem B, jest z nim połączona mostkiem disiarczkowym pomiędzy resztami cysteiny Cys259 z RTA oraz Cys4 z łańcucha B [11,12]. Łańcuch B toksyny (ang. ricin toxin B chain, RTB) składa się z 262 reszt aminokwasowych. Tworzą go dwa elementy o identycznej strukturze: pierw-szy składa się z reszt aminokwasów 1-135, drugi - 136-262. Oba elementy strukturalne w łańcuchu B są homologiczne, powstały przez duplikację genów. Każdy z nich tworzą 4 

			

		

		
			
				subdomeny, na które składają się 3 homologiczne jednostki: α, β, γ, zawierające po około 40 reszt ami-nokwasowych oraz jednostka λ, zawierająca 17 reszt i stanowiąca peptyd łączący. Spośród ośmiu subdomen w RTB, jedynie dwie (1α i 2β) wykazują zdolność wią-zania niektórych węglowodanów występujących na powierzchni komórek, za pośrednictwem wią-zań wodorowych. Podjednostka 1α wiąże się jedynie z galaktozą, natomiast 2γ może wiązać się za-równo z galaktozą, jak i N-acety-logalaktozaminą. W subdomenie 1α kluczową rolę odgrywają resz-ty Asp22, Val23, Arg24, zaś w 2γ reszty Asp234, Val235, Arg236 [8,11,12].

				BIOSYNTEZA RYCYNY

				Biosynteza rycyny zachodzi w komórkach bielma dojrzewają-cych nasion rącznika pospolitego. Już po 28 dniach po zapyleniu kwiatów rycyna jest identyfikowa-na w rozwijających się nasionach. Podczas kiełkowania i rozwoju siewek, do szóstego dnia po wysu-nięciu korzonka zarodkowego, ry-cyna jest wykrywana wyłącznie w bielmie. W późniejszym okresie rozwoju rośliny nie stwierdza się jej zawartości, prawdopodobnie ze względu na hydrolityczny rozpad w ciągu kilku pierwszych dni od rozpoczęcia procesu kiełko-wania [11,13,14].

				Przyjmuje się, iż początkowym etapem biosyntezy toksy-ny w nasionach rącznika jest synteza prepropolipeptydu ko-dowanego przez mRNA. To preprobiałko zawiera sekwen-cje łańcucha A i B rycyny. Łańcuch polipeptydowy prepro-rycyny składa się z 576 reszt aminokwasowych. Pierwsze 35 reszt zawiera sekwencję sygnalną N-końca oraz propeptyd, który nie jest później obecny w dojrzałym białku. Kolejne 267 reszt aminokwasowych to sekwencja łańcucha A toksy-ny, która jest połączona peptydem łączącym (o długości 12 reszt) z sekwencją łańcucha B, obejmującą 262 reszty [13].

				Preprorycyna, dzięki sekwencji sygnałowej jest kierowa-na przez błonę retikulum endoplazmatycznego (ER) do jego światła, gdzie kolejno jest odłączana, najprawdopodobniej po reszcie seryny Ser22. Translokacji przez błonę ER towa-rzyszą trzy główne modyfikacje. Po pierwsze, N-terminalna sekwencja sygnałowa jest kotranslacyjnie cięta przez lumi-nalną peptydazę sygnałową ER. Po drugie, prorycyna ulega N-glikozylacji w czterech miejscach – dwóch odpowiednio w sekwencji RTA i RTB. Po trzecie, izomeraza disiarczko-wa białka katalizuje tworzenie pięciu wiązań disiarczko-wych [13]. Cztery z nich znajdują się w obrębie łańcucha B, ostatni zaś łączy jego N-koniec z C-końcem łańcucha A. Po glikozylacji, utworzeniu wiązań dwusiarczkowych i 
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				Rycina 1. Model strukturalny cząsteczki rycyny.

			

		

		
			[image: ]
		

		
			[image: ]
		

	
		
			
				Postępy Biochemii 65 (2) 2019	105

			

		

		
			
				uformowaniu, prorycyna jest transportowana do aparatu Golgiego na skutek przepływu pęcherzykowego. Tam, ko-lejnym etapem są modyfikacje oligosacharydów prorycyny. W ich następstwie prorycyna jest przenoszona do rodzaju wakuoli, określanej jako ciało białkowe (ang. protein body). Z uwagi na fakt, iż RTA prorycyn, w przeciwieństwie do wolnego RTA, jest nieaktywne katalitycznie (powiązanie z łańcuchem B hamuje aktywność katalityczną łańcucha A, co wynika z występowania przeszkód sterycznych w obrę-bie miejsca aktywnego RTA wywołanych przez RTB), na-wet jej przypadkowe dostanie się do cytozolu w tej formie podczas transportu czy biosyntezy nie grozi inaktywacją rybosomów. W ciałach białkowych podczas rozpadu prote-olitycznego z udziałem endopeptydaz, od prorycyny odłą-czany jest peptyd łączący (12 reszt aminokwasowych) oraz propeptyd N-końcowy. Ostatecznie powstaje aktywna ry-cyna – polipeptyd składający się z łańcucha A połączonego mostkiem disiarczkowym z łańcuchem B. Magazynowana jest ona w wakuoli [8,11,13].

				KATALITYCZNE DZIAŁANIE RYCYNY

				Enzymatycznie aktywny łańcuch A (RTA) odpowiada za blokowanie syntezy białek. Łańcuch B (RTB), o właści-wościach lektyny, wiąże się do komórkowych recepto-rów powierzchniowych, zawierających terminalną β-1,4-galaktozę. Po związaniu z powierzchnią komórki toksyna ulega enzocytozie i jest kierowana do wczesnych endoso-mów. Stąd większość rycyny jest transportowana z powro-tem na powierzchnię komórki lub dostarczana do późnych endosomów, a następnie do lizosomów, gdzie ulega prote-olitycznej degradacji. Około 5% endocytozowanej rycyny jest transportowane do aparatu Golgiego. Tam, łańcuch B rycyny wiąże się z resztą galaktozy obecną w białku opie-kuńczym – kalretikulinie, które ma udział w transporcie toksyny z aparatu Golgiego do retikulum endoplazmatycz-nego. By łańcuch A rycyny mógł wykazywać swoją aktyw-ność enzymatyczną, musi zostać odłączony od RTB, uwal-niając w ten sposób przestrzeń centrum aktywnego. Dzieje się to w retikulum endoplazmatycznym, gdzie łańcuch A jest oddzielany od łańcucha B za pośrednictwem m. in. izo-merazy disiarczkowej białek. RTA ulega potem częściowe-mu rozfałdowaniu i jest transportowany przez istniejący w błonie ER kanał białkowy – translokon Sec61 do cytozolu [1,13,15,16].

			

		

		
			
				Podjednostka A rycyny jest N-glikozydazą RNA należącą do dużej rodziny białek RIP (ang. ribosome-inactivating pro-teins), które hamują działanie eukariotycznych rybosomów, a tym samym syntezę białek. Jej działanie polega na usuwa-niu specyficznej reszty adeniny, która znajduje się w pobli-żu końca 3’ cząsteczki 28S RNA dużej podjednostki ryboso-malnej. Rejon ten tworzy charakterystyczną pętlę sarcyny--rycyny (ang. sarcin-ricin loop, SRL), stanowiącą integralną część sekwencji rozpoznawanej przez kompleks czynników translacyjnych eEF-1/EF-Tu i eEF-2/EF-G (Ryc. 2). Depu-rynacja RNA uniemożliwia wiązanie wyżej wspomnianych czynników elongacyjnych, a rybosomy zawierające zmody-fikowany 28S RNA nie mogą uczestniczyć w procesie syn-tezy białek [15,17].

				Mimo, iż pobieranie rycyny do wnętrza komórki na drodze endocytozy przebiega z relatywnie małą prędko-ścią (około 10% jest pochłaniane w czasie 1 godziny), to nie zmniejsza to narażenia komórek na degradację, ponieważ nawet niewielka ilość cząsteczek toksyny obecnych w cy-toplazmie skutkuje śmiercią komórek gospodarza. Szacuje się, że jedna cząsteczka rycyny może doprowadzić do inak-tywacji ok. 1500–2000 rybosomów w ciągu minuty (Ryc. 3). Ponieważ cząsteczka RTA szybciej doprowadza do inak-tywacji rybosomów niż komórka jest w stanie zbudować nowe, jej działanie skutkuje ostateczną śmiercią komórek. Porównując świat roślin i zwierząt, toksyczna aktywność 

			

		

		
			
				Tabela 1. Wybrane przypadki wykorzystania rycyny, m.in. jako broni biologicznej

				
					Rok

				

				
					Miejsce

				

				
					Zdarzenie

				

				
					2013

				

				
					Waszyngton, Stany Zjednoczone

				

				
					Przechwycenie listów z rycyną zaadresowanych m. in. do prezydenta Stanów Zjednoczonych

				

				
					2012

				

				
					Abha, Arabia Saudyjska

				

				
					Zatrucie śmiertelne po spożyciu mieszanki ziół z rycyną

				

				
					2011

				

				
					Georgia, Stany Zjednoczone

				

				
					Nielegalna próba produkcji ponad 4 kg rycyny

				

				
					2003

				

				
					Londyn, Wielka Brytania

				

				
					Aresztowanie osób związanych z czeczeńskimi terrorystami za posiadanie rycyny i urządzeń do jej produkcji

				

				
					2002

				

				
					Irak

				

				
					Testy rycyny na zwierzętach

				

				
					1982

				

				
					Teksas, Stany Zjednoczone

				

				
					Próba eutanazji z użyciem rycyny

				

				
					1981

				

				
					Wirginia, Stany Zjednoczone

				

				
					Wstrzyknięcie rycyny w formie kapsułki agentowi CIA Georgi Markov
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				Rycina 2. Struktura pętli sarcyny-rycyny w podjednostce 28S rRNA, z której RTA usuwa adeninę.
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				rycyny jest znacznie większa w stosunku do rybosomów zwierzęcych [1,18,19].

				WŁAŚCIWOŚCI BIOLOGICZNE RYCYNY

				Wysoka toksyczność rycyny względem komórek eu-kariotycznych, związana z wyżej wspomnianym mecha-nizmem mogącym obejmować inaktywację rybosomów, zaburzenie równowagi wapniowej i magnezowej, uwal-nianie cytokin, ostre reakcje fazowe czy stres oksydacyjny i prowadzącym do apoptozy, a ostatecznie lizy komórek klasyfikuje tę toksynę w grupie najgroźniejszych trucizn [7]. W cytotoksyczności rycyny kluczową rolę odgrywa region zawierający wysoce hydrofobowy fragment zbudowany z 12 reszt aminokwasowych, położony między Val245 a Val256, usytuowany na C-terminalnym końcu podjednostki A rycyny. Istotna jest zwłaszcza prolina położona w pozy-cji 250 (P250). W holotoksynie rycyny region ten jest ukry-ty w głębi struktury i pozostaje niedostępny dla wszelkich oddziaływań międzybiałkowych. Po redukcji rycyny w ER fragment ten zostaje wyeksponowany i może swobodnie uczestniczyć w oddziaływaniach z innymi białkami [15].

				Poziom toksyczności rycyny zależy od szeregu czynni-ków, w tym m. in. od wielkości przyjętej dawki, drogi nara-

			

		

		
			
				żenia (inhalacja, spożycie, podanie do-mięśniowe, kontakt skórny z toksyną) oraz gatunku organizmu narażonego na ekspozycję [20]. Droga ekspozy-cji ma istotne znaczenie w poziomie dawki śmiertelnej. Najmniej toksyczne działanie występuje przy spożyciu tok-syny. Przypuszcza się, iż wynika to ze słabego wchłaniania rycyny z przewo-du oraz aktywności enzymów układu pokarmowego, które w pewnym stop-niu przyczyniają się do rozkładu tok-syny [1,4]. Przykładowo, w przypadku myszy wartość LD50 (ang. lethal dose) przy spożyciu to 20 mg/kg masy ciała, przy podaniu dożylnym to 24 μg/kg m. c., zaś przy inhalacji to jedynie 3-5 μg/kg m. c. [4,20].

				Przyjęcie rycyny wraz z pokarmem objawia się zaburzeniami żołądkowo--jelitowymi, powoduje krwawienie z nabłonka przewodu pokarmowego (GI), może prowadzić do martwicy wą-troby, nerek i śledziony. Po spożyciu nasion rącznika pospolitego występują nudności, wymioty, niekiedy krwa-we biegunki, dreszcze. W przypadku ostrzejszego przebiegu intoksykacji pojawiają się drgawki, niedociśnienie, przyspieszona akcja serca, a około 6% przypadków kończy się śmiercią po okresie od 6 do 8 dni od spożycia na-sion [20,21,22]. Przypuszcza się rów-nież, iż zatrucie pokarmowe rycyną może wystąpić także u konsumentów mięsa pochodzącego od zwierząt, któ-re spożyły roślinę rącznika, lub którym wraz z paszą toksyna ta została podana. Na podstawie do-tychczasowych przypadków zatruć oszacowano, że dawkę letalną dla ludzi stanowi od 1 do 20 mg rycyny przyjętej na 1 kg m. c. [23,24].

				Ekspozycja inhalacyjna na rycynę w przypadku ludzi nie została dotychczas udokumentowana. Wyniki badań prze-prowadzonych pod tym kątem na zwierzętach były zbieżne z symptomami obserwowanymi po podaniu domięśnio-wym [4]. Przypuszcza się, iż wchłanianie rycyny drogą oddechową objawia się w bardzo krótkim czasie, 4–8 go-dzin, niewydolnością oddechową, uciskiem w klatce pier-siowej, mdłościami, dusznością, kaszlem, gorączką. Po tych symptomach następuje wzmożona potliwość, obrzęk płuc, niedociśnienie, które ostatecznie prowadzi do zapaści krą-żeniowej. W zależności od wchłoniętej dawki, zgon może nastąpić od 36 do 72 godzin po inhalacji [25].

				Podskórna aplikacja rycyny wywołuje natomiast stany zapalne oraz obrzęk, silny ból w miejscu wstrzyknięcia, skurcze mięśni, może też przyczyniać się do miejscowej martwicy mięśni, okolicznych węzłów chłonnych oraz ko-mórek limfoidalnych [23,24].

			

		

		
			[image: ]
		

		
			
				Rycina 3. Schemat transportu rycyny do wnętrza komórek eukariotycznych na drodze endocytozy.
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				Z uwagi na wysoką toksyczność rycyny istnieje duża obawa dotycząca możliwości wykorzystania tego białka jako broni biologicznej w atakach terrorystycznych. Sprzyja temu, obok dużej toksyczności, niezależnie od zastosowanej drogi ekspozycji, także wysoka stabilność rycyny i jej do-stępność – przy rocznej światowej produkcji nasion rączni-ka wynoszącej ponad 1,9 miliona ton (dane z 2014 roku) i zawartości w nich do 5% masowych rycyny, jej ilość może sięgać nawet 97 000 ton [2,23]. Należy pamiętać o tym, iż rycyną można skazić zarówno żywość, jak i wodę (toksyna dobrze rozpuszcza się w wodzie).

				Wykorzystanie rycyny jako broni biologicznej testowane było już podczas I Wojny Światowej. W okresie II Wojny Światowej rycyna została wyprodukowana i wykorzysta-na do skonstruowania tzw. „bomb W”, które jednak nigdy nie zostały użyte przez brytyjskie oraz amerykańskie woj-sko [2,4,6]. Od tamtego czasu odnotowuje się incydentalne przypadki stosowania oraz próby produkcji rycyny w for-mie broni biologicznej, zarówno przez grupy przestępcze, jak i osoby prywatne. Głośnym przypadkiem wykorzy-stania rycyny jako broni biologicznej było zabójstwo poli-tyczne bułgarskiego dysydenta Georgi Markova. Zdarzenie miało miejsce w Londynie w roku 1978, rycyna została po-dana poprzez wstrzyknięcie pod skórę za pomocą końców-ki parasola, w której umieszczono platynową kapsułkę [6]. Kilkukrotne przypadki wykrywania rycyny w listach adre-sowanych do urzędników państwowych odnotowywano także w ostatnich latach w Stanach Zjednoczonych i Wiel-kiej Brytanii [4,26]. Inne znaczące incydenty z zastosowa-niem rycyny zebrano w tabeli 1.

				Obecnie nie ma w sprzedaży handlowego antidotum na rycynę. Badania nad szczepionką przeciwko toksynie trwały od 2001 do 2009 roku. W chwili obecnej szczepionka przeciw rycynie, która zawiera toksynę inaktywowaną for-maliną (czyli toksoid) przeszła fazę badań przedklinicznych i ma status Investigational New Drug. Druga szczepionka, w której skład wchodzi deglikozylowana podjednostka A, znajduje się na razie w fazie badań przedklinicznych [27]. Liczne badania naukowe na myszach wskazują, iż podawa-nie preparatów przeciwciał antyrycynowych, składających się z przeciwciał poliklonalnych lub monoklonalnych, może zapewnić wysokie współczynniki przeżycia dla organi-zmów zatrutych rycyną [28-31].

				Poznanie dokładnych mechanizmów transportu rycyny w komórce oraz jej toksycznego działania jest niezwykle istotne nie tylko z uwagi na opracowanie skutecznej meto-dy inaktywacji rycyny, ale również z punktu widzenia moż-liwości jej zastosowań terapeutycznych w medycynie.

				Wyniki licznych prac badawczych wskazały na możli-wość wykorzystania rycyny w produkcji efektywnie dzia-łających immunotoksyn, wykorzystywanych w terapiach anty-nowotworowych (m.in. w procesie leczenia białaczki, ziarnicy złośliwej) [32,33]. Immunotoksyny zbudowane są z przeciwciała monoklonalnego lub jego części sprzężone-go z całą toksyną bądź też jej fragmentem, bardzo często RTA. Takie połączenie zapewnia silne toksyczne działanie antynowotworowe (zależne od toksyny) oraz specyficzność 

			

		

		
			
				działania uwarunkowaną doborem odpowiedniego prze-ciwciała, określonego dla danego antygenu powierzchni komórki nowotworowej. Uważa się, iż RTA może działać dużo bardziej toksycznie na komórki nowotworowe niż na komórki zdrowe. Niestety, pomimo dużych nadziei i ocze-kiwań związanych z produkcją immunotoksyn zawierają-cych rycynę i inne podobnie działające toksyny, na chwilę obecną nie są one masowo wykorzystywane. Wynika to m. in. z występowania tzw. zespołu przesiąkania naczyniowe-go (ang. vascular leaks syndrome, VLS). Charakteryzuje się on zwiększoną przepuszczalnością naczyń spowodowaną uszkodzeniem i śmiercią komórek śródbłonka. Za efekt ten odpowiadają bezpośrednio toksyny, w tym rycyna. Nie wiadomo jednak, czy proces ten związany jest bezpośred-nio z zahamowaniem syntezy białek wywołanym przez rycynę, czy też raczej z indukcją procesu apoptozy. Stąd też uważa się, iż w skład immunotoksyn nowej generacji powinna wchodzić znacznie mniej toksyczna forma RTA. Interesujące pod tym kątem wydają się badania prowadzo-ne przez zespół Słomińskiej-Wojewódzkiej nad mutacją rycyny w rejonie hydrofobowym RTA (P250) obniżającą cytotoksyczność (przy zachowaniu pełnych właściwości katalitycznych). Mutacja tego miejsca polega na zastąpieniu proliny przez adeninę (P250A) [34].

				Duże nadzieje pokłada się także w wykorzystaniu wyżej wspomnianych immunotoksyn przy przeszczepach szpi-ku kostnego, w procesie niszczenia komórek limfocytów T od dawców zgodnych tkankowo in vitro, przez co zmniej-szyło by się ryzyko odrzucenia przeszczepu i wyelimino-wało chorobę typu „przeszczep przeciwko gospodarzowi” (ang. graft-versus-host disease, GvHD). Uważa się także, iż rycynę można wykorzystać w walce z utajonym wirusem opryszczki pospolitej Herpes simplex czy leczeniu AIDS [24,33]. Prowadzone są również prace nad terapią celowa-ną, z udziałem lektyn jako nośników substancji leczniczych i radioizotopów [35].

				Oprócz zastosowań w medycynie rozpatrywana jest tak-że możliwość wykorzystania rycyny w produkcji biopesty-cydów. Toksyczne działanie rycyny zawartej w rączniku pospolitym odnotowano m. in. w przypadku mszyc, u któ-rych już po 24 godzinach żerowania zahamowane zostały procesy życiowe. Również w łatwy sposób, przy udziale 2% wodnego roztworu rycyny, zwalczana być może omacnica prosowianka – jeden z najgroźniejszych szkodników kuku-rydzy [24].
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				Abstract

				Ricin is a heterodimeric protein that consists of A and B subunits that can be produced in the seeds of the castor oil plant Ricinus communis. Its large quantities are accumulated in byproducts generated during the extraction of castor oil, widely used in the cosmetic and pharmaceu-tical industry. Ricin is one of the most potent toxins. Toxic effects of ricin are caused by its ability to inhibit protein synthesis and the level of toxicity depends on both dose and route of exposure. There are three route of administration of ricin: oral ingestion, parenteral (injectable) or inhalation. The clinical presentation of ricin toxicity depends on the route of administration. Toxin causes inflammation, gastrointestinal ha-emorrhages, renal tubular necrosis or hypoglycemia. Although ricin can be lethal, it has the potential for therapeutic use. Ricin A-chain is one of the first examples of a toxin coupled to monoclonal antibodies against cell surface proteins and is used experimentally for the treatment of various cancers. This article discusses the structure of ricin, the mechanism of its synthesis and describes the biological activity of this protein.
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Struktura i wlasciwosci biologiczne rycyny -
toksycznego biatka racznika pospolitego

STRESZCZENIE
Rycyna to heterodimeryczne bialko skladajace sie z podjednostek A i B, wytwarzane w
nasionach roéliny racznika pospolitego (Riciniis connmunis L). Jej duze ilosci gromadzo-
ne saw produktach ubocznych, powstajacych podczas procesu ekstrakeji oleju rycynowego,
szeroko stosowanego w przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym. Rycyna jest jedna z
najsilniejszych trucizn. Toksyczne dzialanie spowodowane jest jej zdolnoscia do hamowa-
nia syntezy bialka, a poziom toksycznosci zalezy zaréwno od dawki, jak i drogi narazenia.
Wyréznia sie trzy gléwne drogi zatrucia rycyna: pokarmowa, parenteralna (iniekeyjna) badz
wziewna (inhalacyjna). Objawy Kliniczne zatrucia zalezq od drogi ekspozycji. Toksyna wy-
woluje najezeéciej stany zapalne organizmu, zmiany krwotoczne ukladu pokarmowego,
‘martwice kanalikéw nerkowych, hipoglikemie, niekardiogenny obrzek pluc badz rozlane
‘martwicze zapalenie pluc. Specyficzny mechanizm toksycznego dzialania rycyny budzi jed-
nak zainteresowanie pod katem ewentualnego wykorzystania go w terapiach niektérych
chor6b. Rycyna jest jednym z pierwszych przykladéw toksyny, ktéra w polaczeniu z mono-
Klonalnymi przeciwcialami moze by¢ wykorzystana w leczeniu nowotworéw. W niniejszym
artykule oméwiono strukture rycyny, mechanizm jej syntezy oraz opisano aktywnoé¢ biolo-
giczna tego bialka.

WPROWADZENIE

Rycyna zaliczana jest do grupy najsilniejszych znanych toksyn bialkowych
pochodzenia roslinnego. Syntetyzowana jest przez racznik pospolity (Ricinus
communis L), a najwieksze jej stezenie wystepuje we wnetrzu nasion - od 1 do
5% ich masy [1,2]. Odkrycia toksycznego bialka w nasionach Ricinus conmmunis
dokonal w 1888 roku Peter Hermann Stillmark, pracujacy na Uniwersytecie w
Tartu. Przeprowadzil on test na erytrocytach, ktéry wykazal ich aglutynagje pod
wplywem ekstraktu z nasion racznika. To toksyczne bialko Stillmark nazwal
rycyna”. W chwili obecnej wiadomo jednak, iz za aglutynage czerwonych
Kewinek odpowiadala inna toksyna bialkowa nasion racznika - aglutynina RCA
(ang, Ricinus communis agglutinin). Rycyna wykazuje bowiem silne dzialanie cy-
totoksyczne z uwagi na wlasciwoéci enzymatyczne RNA-glikozydazy, ale jest
slabg hemaglutyning. Z kolei aglutynina RCA jest slaba cytotoksyna, natomiast
ma wysoka zdolnosé do aglutynadji erytrocytow [3].

Proces izolacji rycyny z nasion racznika bazuje na ekstrakdji rozpuszczalnikami
organicznymi i zostal szczegslowo opisany i objety patentem (US3060165 A - Pa-
tent preparation of toxic ricin Harry L. Craig 1962). Z uwagi na stosunkowo pro-
sta, tania i szybka metode produkdji i izolacji rycyny, jej dostepnosc w calej sze-
rokosci geograficznej oraz wysoka toksycznose (LD, najnizsze dla drogi inha-
lacyjnej), istnieja obawy wykorzystania jej w bioterroryzmie. Centrum Kontroli
i Zapobiegania Chorobom USA (ang. Centers for Disease Control and Prevention,
CDC) zalicza rycyne do grupy B (wéred trzech kategorii czynnikow biologicz-
nych, ktore moga by¢ potendalnie wykorzystane jako bron biologiczna), czyli
substandji o umiarkowanym znaczeniu bioterrorystycznym, ktérych posiadanie,
obrét i wykorzystanie podlega krajowym i miedzynarodowym regulacjom [4,5].

STRUKTURA RYCYNY

Rycyna nalezy do grupy bialek inaktywujacych rybosomy (ang. ribosorie in-
activating proteins, RIPs) i jest zaliczana do RIPs typu 2 - bialek bedacych di-
‘merami, ktore oprocz laricucha A inaktywujacego rybosomy (obecniego w RIPs
typu 1) posiadaja laricuch B, niezbedny do zwiazania sie z komorka i przetrans-
portowania toksyny do wnetiza komérek. Istnieja rozne izoformy rycyny m.in.
yna D, E. Wszystkie z form rycyny posiadaja podobna strukture - s hetero-
imerycznymi glikoproteinami, zwierajacymi mannoze [6,7].

Czasteczka toksyny to globularme bialko o masie 66 kDa, skladajace si¢ z
dwéch podjednostek polaczonych mostkiem disulfidowym: laicucha A o masie
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