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Celem projektu jest scharakteryzowanie oddziatywan biatka FAST (inaczej zwanego serynowo-
treoninowg fosfoproteing aktywowang przez Fas) z innymi makromolekutami w procesie regulacji $§mierci
komorki. Czasteczka ta jest uznawana za bialko przetrwania, poniewaz w warunkach stresu
srodowiskowego (np. poddania komoérek promieniowaniu UV), wedruje do granul stresowych, oddziatuje
tam z biatkiem TIA-1 i wzmaga produkcje inhibitorow apoptozy. Czasteczki te, zatrzymuja apoptoze —
zaprogramowany mechanizm sluzacy usuwaniu zuzytych i uszkodzonych komorek, ktéory mozna poréwnac
do kontrolowanego samobdjstwa komorki dla dobra catego organizmu. Biatka FAST i TIA-1 spotykaja sie
takze w jadrze komdérkowym, gdzie wptywaja na alternatywny splicing receptora Smierci Fas. Receptor ten
moze powsta¢ w naszych organizmach w dwoch formach — pro-apoptotycznej (wzmagajacej $mieré
komorek) lub anty-apoptotycznej (wyciszajacej ja). Zarowno FAST jak i TIA-1 promuja powstanie pro-
apoptotycznej wersji Fas, co pokazuje, ze FAST potrafi regulowac smier¢ komorki na dwa przeciwstawne
sposoby. Biatko to oddziatluje jednak z jeszcze jedng wazng czgsteczkg — czynnikiem inicjacji translacji
eukariotycznej 4E (elF4E) — i mozliwe, ze robi to w taki sam sposob jak biatka maskin i cup, czyli poprzez
zwigzanie do elF4E oraz TIA-1 i umozliwienie powstania petelki na mRNA. Taka petelka stabilizuje
wyciszone mRNA, az warunki poprawig si¢ i z mRNA bedzie bezpiecznie mogto powsta¢ biatko.

Co wazne, te interakcje i procesy nie zostaty zmapowane razem, aby stworzy¢ spdjny model funkcji
FAST w posttranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendéw i nie zostalty zbadane w $wietle wlasciwosci
wigzania RNA przez samego FAST. W tym projekcie chcielibySmy wiec zbada¢ mozliwo$¢ powstania
wyzej wspomnianej petli, a takze sprawdzi¢ czy FAST pomaga w interakcjach TIA-1 z mRNA receptora
$mierci Fas w trakcie alternatywnego splicingu.

W naszym laboratorium jako pierwsi zdotalismy wyprodukowaé rekombinowane biatko FAST za
pomoca ekspresji w bakteriach i oczyszczania metodami chromatograficznymi. Materiat ten postuzyt nam
do przeprowadzenia eksperymentow in vitro, ktore potwierdzity zdolno§¢ wigzania RNA przez FAST. W
tym projekcie sprawdzimy takze umiejg¢tnos¢ wigzania TIA-1 oraz eIF4E przez FAST, a takze wytypujemy
krotka czasteczke RNA najchetniej wigzang przez FAST. Dodatkowo, sprawdzimy czy FAST ma
aktywno$¢ kinazy TIA-1, a wiec czy potrafi przytaczy¢ reszte fosforanowa do czasteczki TIA-1, ktora moze
wplywac na jego aktywnos$¢. Badania te zostang przeprowadzone przy uzyciu metod biologii molekularne;j,
biochemicznych oraz strukturalnych. Wyprodukowany FAST zostanie potaczony ze swoimi komorkowymi
partnerami, a takze z RNA i architekture takich kompleks6w bedziemy analizowaé za pomoca krystalografii
rentgenowskiej oraz kriomikroskopii elektronowej.

Sugeruje si¢, ze biatko FAST, dzigki swojej zdolnos$ci do regulacji $mierci komorki indukowane;j
przez Fas, bierze udziat w kilku formach chordb zapalnych, w ktérych posredniczy uktad odpornosciowy.
Co cickawe, ta czasteczka jest nadeksprymowana u pacjentdw z roznymi chorobami o takim pochodzeniu,
w tym reumatoidalnym zapaleniem stawow, toczniem rumieniowatym ukladowym, cukrzyca
autoimmunologiczng i stwardnieniem rozsianym. Nadekspresja lub btgdna regulacja FAST moze
przyczyni¢ si¢ do tych zespolow autoimmunologicznych poprzez regulacje apoptozy indukowanej przez
Fas, co jest preludium do choroby autoimmunologicznej w kilku systemach eksperymentalnych. Nasze
badania poszerza wiedz¢ na temat roli FAST w apoptozie i alternatywnym splicingu, ktore wydaja si¢
wplywac¢ na siebie na wielu poziomach regulacji RNA przez te czasteczke. Poznanie struktury FAST moze
umozliwi¢ projektowanie lekéw skierowanych przeciwko chorobom autoimmunologicznym, takim jak
astma czy reumatoidalne zapalenia stawow.



