
Oddziaływanie kataliĘcznej podjednostki rycyny na maszynerię translacyjną

STRESZCZEIIIE

Rycyna jest jedrrą z mjbudziej toksycmych substancji synteĘzowanych w królestwie

roślin. Należry do grupy białek RIP (RIPs - ang. ribosome-inactivating proteins) tYPu II i składa

się z dwóch podjednostek - łńcuchów A i B - połączonych mostkiem dwusiarcz.kowYm. Łańcuch

A (RTA - ang. ricin A chain) stanowi katalĘcznie aĘwną podjednostkę rycyny, a łńcuch B

(RTB - ang. ricin B chain)poarala na endocytozę toksyny do wnętrza komórki errkariotYcznej

dzięki wiąparriu się z jej powierzchnią. Celem aktywności RTA jest pętla sarcynowo_rycynowa

(sRL _ ang. sarcin_ricin loop) stanowiąca najbardziej konserwowaną część rRNA dużej

podjedrrostki rybosomalnej. RTA hydrolizuje wiązanie N_glikozydowe w nukleotydzie

adeninowym znajdującym się na wierzchoł}u SRL, czyli prowadzi proces depurynacji tRNA,

Pętla sarcynowo_ryc}mowa stanowi zasadńczy element centrum GTPazowego (ang, GTP_ase

associated center _ GAC) i jej rolą jest sĘmulacja hydrolizy GTP pruez cąmniki tanslacyjne -
białka o alslywności GTpaz wspomagające proces translacji na każdym jego etapie, Adenina

usuwana pr7.ezrycynę odgrywa kluczową rolę w fomrowaniu i stabilizacji sieci oddziĄwń,

która tworzy się w są5iedztwie centrunr katalĘcarego kazdego czJmnika translacYjnego Po

pvyłąszeniado SRL, dzięki czemu zasńata pośrednio uczestriczy w indukcji hYdrolĘ GTP,

Badania przeprowadzone zwykotzystaniem systemów tanslacji in vitro pokazaĘ, że

depurynacja pętli sarcynowo_rycynowej w wyniku dzińania rycyny hamuje pvyłączante

czynnika elongacyjnego eEF2 do rybosomu, hydrolizę GTP przezeEFl i eEFZ, a w konselorencji

etap fianslokacji w cyklu elongacyjnym translacji. 
^n.rllĘ 

w rrkładzie in vitro dowiodĘ, Ze

rybosomy zrrodyfftowane pt7.ez rycynę są niealctywne translacyjnie. Prace badawcz,e in vivo

pokazĄ, że ekspozycja komórek ssaczych na działanie rycyny indrftuje ŚmierĆ na drodze

apoptozy,jednak brak jest irrformacji, jak dezalrlywacja rybosomów w wYniku dePurynacji SRL

prowadzi do apoptotyczrej śmierci komórki.

W celu zrorumienią jaki jest efekt depurynacji SRL na proces tanslacji w komórce

errkariotyczrej, przeprowadzono charakterystykę funkcjonowania masn7nerii tanslacYjnej

wkomórkach drożóżowycho w których prowadzono konfiolowaną ekspresję RTA. Do komórek

drożdżowych szczepu W303 wprowadzono plaznid zańeĄący gen kodujący RTA ORTA),

Ekspresja genu była kontrolowarra za pośrerlnictwem promotora GALl - hodowla komórek

w pożywce z glŃozą miała na celu rąresję ekspresji genu, natomiast wzrost w pożywce

z gńal<tozą zapewniał indukcję ekspresji genu. Początkowe na\try lrykazĄ, że komórki



z plaznidem pRTA nie wyka4nvały wzrosfu na pożywce z galaktozą co ŚwiadczYło o wYsokiej

toksyczności RTA i jednocześnie potwietdzńo firŃcjonalnoŚĆ systemu eksPerymentalnego,

Zaadoptowano oraz opracowano metodę oceny poziomu depurynacji SRL w oparciu o technikę

RT_qpCR. określono, że wkomórkach drożdżowych z plazrridem pRTA hodowanYch

wwaruŃach represji ekspresji t,6yo rybosomów podlegało depurynacji, co prawdopodobnie

było przejawem tzw. zjawiska,,przeciekania promotora". Ponadto prowadzono indukcję eksPresji

genu kodującego RTA przez 3,6 i 9 godzin. /ulaIizaRT-qPCR pol<azńa, że w czasie indrrkcji

poziom depurynacji rósł i osiągnął malłsimum po 6 godzinach (t},z%ó,po czym spadł do 6Yopo

9 godzinach. Wykazano, że depurynacja SRL obejmowałafianslacyjnie alrtywnąPulę rybosomów

w komórce. Metodą western blotting potrrierdzono obecność białka RTA we frakcji białkowej

otz5manej z komóreĘ w których indukowano syntezę RTA Wez6 i 9 godzin,WI czYm Poziom

białka był wyższy po 9 godzinach indŃcji. Wydajność translacji była Prawie dwrrlaotrie

obnżona w stosrrnku do kontroli w wyriku ekspresji RTA w warunkach rePresji, a indrrkcja

syntezy RTA nie wzrnacniała efektu inhibitorowego depurynacji SRL na tanslację. Poziom

zatramowania fianslacji nie korelował zatemz poziomem depurynacji SRL. DoŚwiadczenia takie

jak analiza profilu polisomów otaz ofrIaczenie parametru Tlp (an8. ribosomal half,transit time)

nie wykazĄ istofirych znrian w wydajności zadnego etapu tanslacji w warunkach rePresji

ekspresji. s/ pr4rpadku komótek, w których plIzuz 6 godzin indukowano sYntezę RTA,

zaobserwowano niskie, ale istotne zahamowanie translacji na etapie elongacji lub terminacji.

ponadto, w komórkach z RTA wykazano zniększoną częstofliwoŚĆ błędów poPełnianYchPruez

rybosom polegających na wprowadzeniu błędnego alrrinol§rasu (ang. misincorPoration)

i zrnniejszoną częstotliwość zrriany ramki odczytu o l nukleotyd w kierunlru 5'

(ang. -/ frameshifting). Poziom zrrian obu §pów błędów nie korelował jednak z Poziomem

depurynacji. Na szczegóĘ uwagę zasługuje fakł,że alstywnośó RTA w komórkach drożdżry nie

powodowała ich śmierci, ale hamowała ich zdolnośó do podziałów mitoĘczlYch i generowania

komórek potomnych. Komórki drożdĘ prowadzące qmtezę RTA były akĘwne reProdrrkcYjnie

pfizezjędną dziesiąĘ swojego zyciai w konselnrvencji generowĄ kilkukrotrie mniej komórek

potomnych nż komórki kontolne. Komórki te przebyłĄ w postreprodukcyjnym etaPie Ptzęz

więksą częśćzycia,co objawiało się jako brak wzrosfir,

Wyniki przeprowadzonych analizwskazują żemechanimttoksycznoŚci RTA nie wYnika

bezpośrednio z zablokowania funkcjonowania rybosomów na drodze dePurymacji SRL,

Modyfikacja SRL nie starrowi be7pośredniej przycryny ntramowania translacji w komórkach

drozdzowych z RTA. Depurynacja pętli sarc}mowo-rycynowej w puli rybosomów oszacowanej



na za|ędwię I,6%o stanowi prawdopodobnie sygnał indukujący Ścieżki metaboliczne, które

powodują obniżenie wydajności translacji. Toksyczność RTA obserwowana w komórkach

drożdzowych wynika prawdopodobnie z indukcji szlaków metabolicznych odPowtedzialnYch za

regulacj ę cyklu komórkowego.
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