Oddzialywanie katalitycznej podjednostki rycyny na maszynerie¢ translacyjna

STRESZCZENIE

Rycyna jest jedng z najbardziej toksycznych substancji syntetyzowanych w krélestwie
ro$lin. Nalezy do grupy biatek RIP (RIPs — ang. ribosome-inactivating proteins) typu Il i sklada
sie z dwoch podjednostek —taficuchéw A iB - potaczonych mostkiem dwusiarczkowym. Lancuch
A (RTA — ang. ricin A chain) stanowi katalitycznie aktywna podjednostke rycyny, a fancuch B
(RTB - ang. ricin B chain) pozwala na endocytozg toksyny do wnetrza komoérki eukariotycznej
dzieki wigzaniu si¢ z jej powierzchnia. Celem aktywnosci RTA jest petla sarcynowo-rycynowa
(SRL — ang. sarcin-ricin loop) stanowigca najbardziej konserwowang czgs¢ rRNA duzej
podjednostki rybosomalnej. RTA hydrolizuje wiazanie N-glikozydowe w nukleotydzie
adeninowym znajdujacym si¢ na wierzcholku SRL, czyli prowadzi proces depurynacji rRNA.
Petla sarcynowo-rycynowa stanowi zasadniczy element centrum GTPazowego (ang. GT. P-ase
associated center - GAC) i jej rola jest stymulacja hydrolizy GTP przez czynniki translacyjne —
bialka o aktywno$ci GTPaz wspomagajgce proces translacji na kazdym jego etapie. Adenina
usuwana przez rycyne odgrywa kluczowa role w formowaniu i stabilizacji sieci oddzialywan,
ktéra tworzy si¢ w sgsiedztwie centrum Kkatalitycznego kazdego czynnika translacyjnego po
przytaczeniu do SRL, dzigki czemu zasada ta posrednio uczestniczy w indukcji hydrolizy GTP.
Badania przeprowadzone z wykorzystaniem systemow translacji in vitro pokazaly, ze
depurynacja petli sarcynowo-rycynowej w wyniku dziatania rycyny hamuje przylaczanie
czynnika elongacyjnego eEF2 do rybosomu, hydroliz¢ GTP przez eEF1ieEF2,aw konsekwencji
etap translokacji w cyklu elongacyjnym translacji. Analizy w ukladzie in vitro dowiodty, ze
rybosomy zmodyfikowane przez rycyne s3 nieaktywne translacyjnie. Prace badawcze in vivo
pokazaty, ze ekspozycja komérek ssaczych na dzialanie rycyny indukuje $mier¢ na drodze
apoptozy, jednak brak jest informacji, jak dezaktywacja rybosoméw w wyniku depurynacji SRL

prowadzi do apoptotycznej $mierci komorki.

W celu zrozumienia, jaki jest efekt depurynacji SRL na proces translacji w komorce
eukariotycznej, przeprowadzono charakterystyke funkcjonowania maszynerii translacyjnej
w komérkach drozdzowych, w ktérych prowadzono kontrolowana ekspresje RTA. Do komorek
drozdzowych szczepu W303 wprowadzono plazmid zawierajacy gen kodujacy RTA (pRTA).
Ekspresja genu byla kontrolowana za posrednictwem promotora GAL1 - hodowla komérek
w pozywce z glukoza miata na celu represjc ekspresji genu, natomiast wzrost w pozywce

z galaktoza zapewnial indukcje ekspresji genu. Poczatkowe analizy wykazaly, ze komorki



z plazmidem pRTA nie wykazywaty wzrostu na pozywce z galaktozg, co $wiadczyto o wysokie]
toksycznoséci RTA i jednoczesnie potwierdzalo funkcjonalno$¢ systemu eksperymentalnego.
Zaadoptowano oraz opracowano metodg¢ oceny poziomu depurynacji SRL w oparciu o technike
RT-qPCR. Okreslono, ze w komorkach drozdzowych z plazmidem pRTA hodowanych
w warunkach represji ekspresji 1,6% rybosoméw podlegato depurynacji, co prawdopodobnie
bylo przejawem tzw. zjawiska ,,przeciekania promotora”. Ponadto prowadzono indukcje ekspresji
genu kodujacego RTA przez 3,619 godzin. Analiza RT-qPCR pokazala, ze w czasie indukcji
poziom depurynacji rost i osiggngt maksimum po 6 godzinach (10,2%), po czym spadt do 6% po
9 godzinach. Wykazano, ze depurynacja SRL obejmowata translacyjnie aktywng pulg rybosomow
w komérce. Metoda western blotting potwierdzono obecnos¢ biatka RTA we frakcji biatkowej
otrzymanej z komorek, w ktérych indukowano syntezg RTA przez 6 i 9 godzin, przy czym poziom
bialka byt wyzszy po 9 godzinach indukcji. Wydajno$¢ translacji byla prawie dwukrotnie
obnizona w stosunku do kontroli w wyniku ekspresji RTA w warunkach represji, a indukcja
syntezy RTA nie wzmacniala efektu inhibitorowego depurynacji SRL na translacj¢. Poziom
zahamowania translacji nie korelowat zatem z poziomem depurynacji SRL. Dos$wiadczenia takie
jak analiza profilu polisom6éw oraz oznaczenie parametru T1n (ang. ribosomal half-transit time)
nie wykazaly istotnych zmian w wydajnosci zadnego etapu translacji w warunkach represji
ekspresji. W przypadku komorek, w ktorych przez 6 godzin indukowano syntezg RTA,
zaobserwowano niskie, ale istotne zahamowanie translacji na etapie elongacji lub terminacji.
Ponadto, w komérkach z RTA wykazano zwigkszong czestotliwoé¢ blgdéw popetnianych przez
rybosom polegajacych na wprowadzeniu blednego aminokwasu (ang. misincorporation)
i zmniejszong czestotliwos¢ zmiany ramki odczytu o 1 nukleotyd w kierunku 5’
(ang. -1 frameshifting). Poziom zmian obu typow bledéw nie korelowat jednak z poziomem
depurynacji. Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt, ze aktywno$¢ RTA w komoérkach drozdzy nie
powodowata ich §mierci, ale hamowata ich zdolno$é do podziatéw mitotycznych i generowania
komoérek potomnych. Komoérki drozdzy prowadzace synteze RTA byty aktywne reprodukcyjnie
przez jedng dziesiata swojego zycia i w konsekwencji generowaty kilkukrotnie mniej komorek
potomnych niz komoérki kontrolne. Komorki te przebywaty w postreprodukcyjnym etapie przez
wieksza cze$é zycia, co objawiato si¢ jako brak wzrostu.

Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja, ze mechanizm toksycznosci RTA nie wynika
bezposrednio z zablokowania funkcjonowania rybosoméw na drodze depurynacji SRL.
Modyfikacja SRL nie stanowi bezposredniej przyczyny zahamowania translacji w komoérkach

drozdzowych z RTA. Depurynacja petli sarcynowo-rycynowej w puli rybosomow oszacowanej



na zaledwie 1,6% stanowi prawdopodobnie sygnal indukujacy $ciezki metaboliczne, ktore
powodujg obnizenie wydajnosci translacji. Toksycznosé RTA obserwowana w komorkach
drozdzowych wynika prawdopodobnie z indukcji szlakéw metabolicznych odpowiedzialnych za

regulacj¢ cyklu komorkowego.



