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Zalezna od FUS obrobka snoRNA do sdRNA i regulacja modyfikacji potranskrypcyjnych
rybosomowego RNA - powiqzania ze stwardnieniem zanikowym bocznym (ALS)

FUS jest biatkiem wigzgcym DNA/RNA, zaangazowanym w wiele etapdw metabolizmu RNA.
Mutacje w obrebie sygnatu lokalizacji jagdrowej (NLS, ang. nuclear localization signal) biatka powodujg
btedng lokalizacje FUS w cytoplazmie i w konsekwencji tworzenie agregatéow cytoplazmatycznych, co
jest powigzane z chorobg neurodegeneracyjng stwardnienie zanikowe boczne, ALS (ang. amyotrophic
lateral sclerosis). Mate jaderkowe RNA (snoRNA) to rodzina matych niekodujgcych RNA, ktore s3
zaangazowane w 2'-O-metylacje (2'-O-Me) i pseudourydylacje rybosomowego RNA (rRNA) i matych
jadrowych RNA (snRNA). Te modyfikacje epitranskryptomiczne zapewniajg stabilnos$¢ i zachowanie
wiernej struktury rybosomoéw. Co ciekawe, wbrew wczesniejszemu przekonaniu, okoto dwie trzecie
miejsc w rRNA jest zmodyfikowanych czesciowo; zapewnia to dodatkowy poziom generowania
heterogenicznosci rybosomoéw. Oprécz funkcji w nadawaniu modyfikacji rRNA i U snRNA, snoRNA klasy
C/D i H/ACA mogg by¢ procesowane do mniejszych, stabilnych fragmentéw, zwanych sdRNA (ang.
snoRNA-derived RNAs, RNA pochodzgce ze snoRNA). Czgsteczki sARNA mogg dziata¢ jako mikroRNA i
regulowaé ekspresje gendw na poziomie transkrypcji i translacji. Co istotne, rola FUS w biogenezie
mikroRNA jest znana i dobrze udokumentowana, nie ma natomiast danych na temat udziatu biatka FUS
w regulacji ekspresji snoRNA i ich dalszej obrédbce do sdRNA.

W niniejszej pracy, z zastosowaniem technik wysokoprzepustowego sekwencjonowania RNA,
wykazano, ze FUS reguluje poziom snoRNA w komérkach linii ludzkiej neuroblastomy SH-SY5Y.
Nastepnie, poniewaz snoRNA biorg udziat w potranskrypcyjnych modyfikacjach rRNA i snRNA,
wykorzystano ilosciowe techniki oparte na sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS, ang. next
generation sequencing) typu RiboMeth-seq i HydraPsiSeq, do mapowania zmian w poziomach 2'-O-
Me i pseudourydyny, w komdrkach typu dzikiego i komdrkach pozbawionych biatka FUS. W wielu
miejscach 2’-O-Me w rybosomowych RNA, ktére byty zmodyfikowane czesciowo, obserwowano wzrost
poziomu modyfikacji w komédrkach pozbawionych FUS. Rdwnoczesnie podwyzszonej ekspresji ulegata
tez grupa snoRNA klasy C/D, biorgca udziat we wprowadzaniu tych modyfikacji. Ponadto,
zaobserwowano drobne zmiany w poziomie pseudourydylacji w komérkach pozbawionych FUS, ktére
rowniez wykazywaty tendencje wzrostowa, podobnie jak zmiany w ekspresji odpowiedzialnych za te
modyfikacje snoRNA klasy H/ACA. W kolejnych analizach, w ktérych wykorzystano komaorki SH-SY5Y
niosgce mutacje FUS R495X zwigzang z ALS, prowadzaca do syntezy biatka pozbawionego sygnatu NLS,
rowniez obserwowano znaczgce zmiany w poziomach snoRNA oraz 2’-O-Me i pseudourydyny, w
poréwnaniu z kontrolg typu dzikiego. W badaniach wykorzystano réwniez fibroblasty pochodzace od
pacjentéw z ALS z mutacjami FUS oraz, jako kontrole, fibroblasty pochodzgce od dopasowanych
wiekiem i ptcig oséb zdrowych. Zgodnie z oczekiwaniami, w fibroblastach pochodzacych od oséb z
,»Silng” mutacjg FUS P525L, zaobserwowano najwiekszg liczbe znaczaco zmienionych miejsc 2’-0O-Me,
podczas gdy w fibroblastach pochodzacych od osdb z ,tagodnymi” mutacjami FUS R521C i R521L,
zmienionych miejsc byto mniej. Wyniki te uzupetniono danymi dotyczacymi 2’-O-Me z izogenicznej
pary indukowanych pluripotencjalnych komadrek macierzystych z mutacjg FUS P525L, réznicowanych
nastepnie do neuronalnych komadrek progenitorowych i neuronéw ruchowych. Co ciekawe, wiekszos¢
miejsc ze zmienionym profilem 2’-O-Me i pseudourydylacji pofozona jest w zewnetrznych partiach
rybosomu 80S, sugerujac, ze te czesciowo zmodyfikowane miejsca, w zaleznosci od poziomu ich
modyfikacji, moga wptywaé na oddziatywania z biatkami rybosomalnymi i z innymi czynnikami.



Jak wspomniano wyzej, analiza danych pochodzacych z sekwencjonowania matych czasteczek
RNA wykazata, ze wiele czgsteczek snoRNA ulega zréznicowanej ekspresji w komorkach SH-SY5Y z
wyciszeniem biatka FUS. Ponadto, zidentyfikowano liczng grupe sdRNA powstajgcych ze snoRNA klasy
C/DiH/ACA. Wiele sdRNA pochodzacych ze snoRNA klasy C/D zawierato zakonserwowane motywy ,,C”
lub ,D”. Co wiecej, z jednego snoRNA mogly powstawaé rézne sdRNA, wykazujgce rézne poziomy
ekspres;ji. Profil sdRNA byt inny w przypadku proliferujgcych i zréznicowanych komérek SH-SY5Y, co
sugeruje, ze zewnetrzne sygnaty, takie jak traktowanie kwasem retinowym, moga rowniez wptywac na
produkcje sdRNA ze snoRNA. Wyniki te wskazujg, ze biatko FUS wptywa na ekspresje snoRNA i
modyfikacje rybosomalnego RNA. Co wiecej, snoRNA sg procesowane do sdRNA w sposdb zalezny od
FUS. Jednakze, funkcja tych sdRNA pozostaje wcigz niezbadana. Konieczne sg dalsze badania
funkcjonalne, aby okresli¢ wptyw poszczegdlnych miejsc modyfikacji rRNA na translacje i wpltyw
mutacji FUS zwigzanej z ALS na ten proces.
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