Rola elementow regulatorowych cis w zmutowanym mRNA FMRI zawierajagcym ekspansj¢
powtorzen CGG w tworzeniu struktur typu R-loop i regulacji niekanonicznej translacji

patogennego biatka.
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Ekspansja krotkich powtérzen tandemowych zlokalizowanych w czes$ci kodujacej lub
niekodujacej genu lezy u podstaw patogenezy wielu chordb neurologicznych wystepujacych u
ludzi. Ekspansja niestabilnych powtérzen CGG w regionie 5’ niepodlegajacym translacji
(5°’UTR) genu FMRI1 w zalezno$ci od wielkosci ekspansji zostala powigzana z patogeneza

wielu chordéb zwigzanych z famliwym chromosomem X.

Zesp6t drzenia 1 ataksji zwigzany z tamliwym chromosomem X (FXTAS) jest chorobg
neurodegeneracyjng wieku poznego spowodowang przez ograniczong ekspansje (55-200)
powtdrzen CGG, zwang premutacja. Do gtéwnych objawow FXTAS naleza drzenie zamiarowe,
ataksja chodu 1 demencja. Na poziomie molekularnym choroba jest spowodowana
wystepowaniem toksycznej czasteczki mRNA FMRI, ktora tworzy termodynamicznie stabilng
strukture drugorzedowa w regionie nadmiernie wydluzonych powtorzen CGG (rCGGexp).
Zmutowana czasteczka rCGGexp uczestniczy w trzech patogennych procesach. Po pierwsze
czasteczka ta sekwestruje wiele biatek wigzacych si¢ z RNA, co prowadzi do tworzenia
patogennych inkluzji zawierajacych zmutowane RNA, w wyniku czego metabolizm setek
innych czasteczek RNA jest istotnie zaktocony. Po drugie toksyczna czasteczka rCGGexp
stanowi matryce dla translacji inicjowanej z niekanonicznego kodonu start, ktora skutkuje
syntezg toksycznego bialka zawierajacego trakt poliglicynowy (FMRpolyG) z tej samej
czasteczki mRNA, z ktorej jest syntetyzowany naturalny produkt genu FMRI — biatko FMRP.
Ze wzgledu na silne wlasciwosci agregujace, powstajace biatko tworzy wewnatrzjadrowe
agregaty, ktore prowadza do zaburzen funkcji neuronéw 1 ich obumierania. Po trzecie podczas
transkrypcji FMR 1, w obrebie nadmiernie wydtuzonych powtorzen CGG, tworzone sg hybrydy
RNA:DNA nazywane strukturami typu R-loop. Tworzenie tych struktur prowadzi do zaburzen

transkrypcji 1 indukuje uszkodzenia DNA wywotujace stan stresu komorkowego.

W przeciwienstwie do FXTAS, klasyczny zespdt tamliwego chromosomu X (FXS) jest
zwigzany z ekspansja powyzej 200 powtorzen CGG, zwang petng mutacja, 1 jest chorobg
neurorozwojowg stanowiaca najbardziej powszechng forme wrodzonej niepetnosprawnosci

intelektualnej. Pelna mutacja prowadzi przewaznie do epigenetycznego wyciszenia genu FMR 1



1 w konsekwencji do braku syntezy biatka FMRP w komorkach pacjentéw z FXS. Pomimo ze
wyciszenie FMRI jest procesem ztozonym wykazano, ze przynajmniej cz¢$ciowo proces ten

zalezy od tworzenia struktur typu R-loop w obrgbie nadmiernie wydtuzonych powtérzen CGG.

Celem pierwszej czesci projektu bylo ustalenie roli struktur typu R-loop w procesie patogenezy
obu choréb — FXTAS i1 FXS. Po potwierdzeniu tworzenia struktur typu R-loop w regionie
5’UTR genu FMRI z premutacja powtorzen CGG wykazano wplyw tych struktur na
efektywnos¢ transkrypcji FMRI zard6wno w warunkach in vitro, jak 1 in cellula. Nastepnie
zbadano wptyw krotkich, chemicznie modyfikowanych antysensowych oligonukleotydow
wigzacych si¢ bezposrednio z nadmiernie wydtuzonymi powtérzeniami CGG (ASO-CCG) na
stabilno$¢ tworzonych struktur typu R-loop i w konsekwencji na efektywno$¢ transkrypcji
FMRI1. Jako ze pelna mutacja genu FMRI prowadzi do wyciszenia jego transkrypcji, zostalo
przeprowadzone dlugotrwale traktowanie komorek wyprowadzonych od pacjentow z FXS
czasteczkami ASO-CCG w celu zbadania, czy jest mozliwa reaktywacja transkrypcji FMR1, w
wyniku ktorej bedzie syntetyzowane biatko FMRP. Wyniki uzyskane w tej czeéci pracy
potwierdzity, ze struktury R-loop tworzone w obregbie regionu 5’UTR genu FMRI w warunkach
FXTAS maja negatywny wpltyw na transkrypcje FMRI, co moze by¢ czeSciowo ostabione
poprzez zastosowanie ASO-CCG. Jednakze w odniesieniu do warunkéw FXS, zastosowanie
ASO-CCQG nie prowadzito do reaktywacji transkrypcji FMR1 w komorkach wyprowadzonych
od pacjenta FXS, ktére charakteryzowaty si¢ calkowitym wyciszeniem FMRI. Natomiast
traktowanie czasteczkami ASO-CCG komorek pacjenta z FXS, ktore posiadaty cze$ciowo
aktywne locus FMRI, prowadzilo do wzmozenia transkrypcji FMRI oraz zwigkszenia puli
mRNA FMRI w cytoplazmie, co jednak nie spowodowato zwigkszenia poziomu biatka FMRP
w tych komorkach.

Druga cz¢s$¢ projektu dotyczyta roli elementow regulatorowych cis zlokalizowanych w regionie
5S’UTR FMRI w regulacji translacji toksycznego biatka FMRpolyG inicjowanej z kodonow
ACG lub GUG. Zbadano migdzy innymi wplyw kontekstu sekwencji nukleotydowej w poblizu
jednego z kodonow start na translacj¢ biatka FMRpolyG. Dodatkowo okreslono wplyw
stabilnej struktury drugorzedowej RNA tworzonej przez sekwencje zlokalizowane ponizej
kodonu start ACG oraz r6znej dtugosci powtdrzen CGG na efektywnos¢ translacji FMRpolyG.
Uzyskane wyniki wykazaly, Zze zardwno kontekst sekwencyjny, jak i stabilna struktura
drugorzgdowa tworzona w obrgbie mRNA FMRI maja ogromny wptyw na inicjacje translacji
biatka FMRpolyG, co sugeruje, ze proces ten moze by¢ rowniez regulowany przez wiele

czynnikdéw trans wigzacych si¢ z regionami cis w obrebie sekwencji mRNA FMRI.



