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Jednymi z najbardziej toksycznych biatek znanych w przyrodzie sg biatka inaktywujace rybosom (ang.
Ribosome Inactivating Proteins, RIPs), wystgpuja one zaré6wno w roslinach, bakteriach jak i innych
organizmach; sg obecne w zywnosci dla ludzi, sg takze stosowane w etnomedycynie. Ponadto, biatka RIP
stanowig duze zagrozenie spoleczne, z uwagi na fakt, ze moga by¢ wykorzystane jako bron biologiczna.
Toksyny te sa nie tylko zagrozeniem dla zycia i zdrowia cztowieka, ale przyciagaja one rdwniez uwageg ze
wzgledu na szerokie mozliwosci zastosowania biotechnologicznego w medycynie; jednakze, z punktu
widzenia ich tzw. biologii, molekularny mechanizm dzialania tych toksyn wciaz pozostaje nie wyjasniony.
Wigkszo$¢ RIP jest klasyfikowana jako biatka jednotancuchowe (typ 1) lub dwulancuchowe (typ 2), w ktorych
aktywny enzymatycznie tancuch A jest potaczony mostkiem dwusiarczkowym z fancuchem B (o charakterze
lektyny), co zapewnia wysoce skuteczng zdolno§¢ wnikania do wngtrza komorek ssaczych. Dlatego tez biatka
RIP typu 2 charakteryzujg si¢ znacznie wigkszg toksyczno$cig niz biatka RIP typu 1. W obrebie rodziny biatek
RIP zidentyfikowano rowniez trzecia klasg, okreslang jako typ 3, ktory wystepuje jako proenzym skladajacy
si¢ z pojedynczego polipeptydu, ktéry jest aktywny dopiero po obrobce proteolitycznej. Obecnie przyjety
model dziatania biatek RIP zaktada, Zze biatka te prowadza depurynacj¢ rybosomalnej podjednostki 60S
(usuwaja jedna zasade adeninowg w petli sarcyna-rycyna — ang. Sarcin Ricin Loop, SRL) - co skutkuje
zahamowaniem biosyntezy biatka. Uwaza si¢, ze blokada syntezy biatka lezy u podstaw toksycznosci bialek
RIP i jest uwazana za gléwny czynnik $mierci komorki na drodze apoptozy. Nalezy jednak podkresli¢, Zze nie
ma wyraznego zwiazku pomigdzy depurynacja rybosomu a $miercig komorki i pomimo wielu lat badan, brak
jest obecnie konsensu, co do podstaw wyjasniajacych molekularne aspekty toksycznosci bialek RIP.
Zrealizowane prace badawcze w obrebie Katedry Biologii Molekularnej sugeruja, ze depurynacja rybosomu
moze mie¢ inny efekt biologiczny, tj. moze indukowa¢ tak zwang odpowiedz na stres rybotoksyczny (ang.
ribotoxic stress response, RSR), co skutkuje indukcja szlakow sygnalowych prowadzacych do apoptozy. Co
wiecej, nasze obserwacje s3 rowniez zgodne z ostatnimi odkryciami tzw. zderzajacych/kolidujacych
rybosomoéw (ang. collided ribosomes), ktore dziataja jako metaboliczny sensor przekazujacy informacje do
roznych szlakow sygnatowych, niezaleznie od blokady translacji, a odpowiedz ta jest zalezna od intensywnosci
kolizji i poziomu formowania tzw. disomow.

Opierajac si¢ na wstgpnych wynikach i opublikowanych oryginalnych danych gléwnym celem
projektu jest wyjasnienie na poziomie molekularnym i komoérkowym konsekwencji dziatania bialek RIP w
komorce eukariotycznej, ktore prowadzi do ich toksyczno$ci. Nasza hipoteza naukowa postuluje, ze RIP
zostaty ewolucyjnie przystosowane do ‘przejgcia’ maszynerii translacyjnej organizméw eukariotycznych
poprzez interakcje ze specyficznymi dla eukariotow rybosomalnymi biatkami P i aktywacje kaskady stresu
(ISR/RSR) na drodze zaleznej od formowania si¢ disomu powstatego po depurynacji SLR.

W ramach realizacji projektu proponujemy dwa w peini uzupetniajace si¢ poziomy analityczne.
Pierwszy, poziom molekularny in vitro — majacy na celu zbadanie mechanizmu interakcji miedzy ré6znymi
przedstawicielami rodziny biatek RIP a rybosomem (jako gléwnym celem dla toksyn). Etap ten obejmuje
podejscia biochemiczne i biofizyczne (interakcje biatko-biatko) oraz strukturalne (przy uzyciu techniki Cryo-
EM). Postulujemy, ze biatka RIP, pomimo wysokiego poziomu podobienstwa strukturalnego i aktywnosci
enzymatycznej wykazuja zréoznicowanie pod wzgledem powodowanych efektow biologicznych - co moze
przyczyni¢ si¢ do nowego wykorzystania badanych w projekcie RIP. Drugi, poziom badan to poziom
komorkowy in vivo, ktéry ma na celu precyzyjne zbadanie odpowiedzi komodrkowej w reakcji na pojawienie
si¢ w komorce biatek RIP. W ramach realizacji tego etapu opracowaliSmy szereg innowacyjnych systemow
genetycznych, majacych na celu $cista, regulowang kontrole ekspresji biatek RIP w komoérkach ssakdéw
wykorzystujac m.in. unikalny system ekspresji toksyn pozwalajacy na precyzyjng kontrolg aktywacji RIP na
poziomie post-translacyjnym - system ten oparty jest na podziale biatka RIP na dwie odseparowane w
przestrzeni i czasie indywidualne potowki (co czyni je nieszkodliwymi dla komorki), ktére w dalszym etapie
(w kontrolowany sposoéb z wykorzystaniem intein) mogg by¢ taczone do przywrocenia ich pelnej
funkcjonalnosci - toksycznosci. Opracowane w projekcie systemy umozliwiajg po raz pierwszy, szczegoélowe
badanie fluktuacji metabolicznych wywotanych przez pojawienie si¢ bialek RIP w komorkach ssakow,
jednoczesnie torujac droge do skutecznego opracowania innowacyjnych i bezpiecznych technologii w
medycynie m.in. do tzw. celowanej terapii przeciwnowotworowe;j.



