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Zespoty famliwego chromosomu X obejmujg choroby genetyczne wywotane mutacja
dynamiczng w genie FMR1 (ang. Fragile X messenger ribonucleoprotein 1), ktéry koduje biatko
FMRP (ang. Fragile X messenger ribonucleoprotein 1 protein). U zdrowego cztowieka,
w sekwencji rejonu 5’ niepodlegajgcemu translacji (5’UTR) genu FMR1 znajduje sie zwykle 25-
35 powtérzen tréjki nukleotydowej CGG. Jednakze, dtugos¢ tej sekwencji jest wysoce
polimorficzna, a powtdrzenia CGG majg tendencje do wydtuzania, czesto znacznego. Proces
ten nazywany jest ekspansjg powtérzen CGG. Gdy dtugo$é sekwencji powtdrzen miesci
sie miedzy 55 a 200, stan ten nazywany jest premutacjg genu FMR1 i dotyczy tzw. standw
chorobowych zwigzanych z premutacja w chromosomie X (ang. fragile X-premutation-
associated conditions, FXPAC). Te stany obejmujg m.in. neurodegeneracyjng chorobe wieku
pdznego zwang zespotem drzenia i ataksji zwigzanym z tamliwym chromosomem X (FXTAS)
oraz zespot przedwczesnego wygasania funkcji  jajnikéw  (FXPOI), prowadzacy
do przedwczesnej menopauzy. Stan, w ktérym liczba powtdrzen CGG przekracza 200 okresla
sie mianem petnej mutacji i stanowi on podtoze genetyczne zespotu tamliwego chromosomu
X (FXS). FXS jest chorobg neurorozwojowa, bedaca najczestszg przyczyng wrodzonego

uposledzenia umystowego, zwtaszcza u chtopcow.

Z molekularnego punktu widzenia, w chorobach z grupy FXPAC, dochodzi
do prawidtowej ekspresji biatka FMRP, pomimo mutacji w genie FMR1, podczas gdy w FXS rejon
promotorowi, zawierajacy ekspansje = CGG, ulega hipermetylacji, prowadzac
do wyciszenia genu i braku ekspresji FMRP. Uwaza sie, ze rozwdj choréb z grupy FXPAC jest
efektem trzech niezaleznych, wzajemnie przenikajacych sie patomechanizméw molekularnych.
Pierwszy z nich zwigzany jest z toksycznoscig RNA zawierajagcego wydtuzony cigg powtdrzen
CGG. Taki toksyczny RNA, w obrebie powtdrzen CGG tworzy strukture drugorzedowg typu
spinka do wtoséw (ang. hairpin), na ktorej moga by¢ sekwestrowane biatka, co prowadzi do
uposledzenia ich prawidtowych funkcji w komdrce. Drugi mechanizm dotyczy
kotranskrypcyjnego powstawania hybrydowych struktur typu petle R (hybryda DNA:RNA),
ktore  prowadza do akumulacji peknie¢ w DNA, stwarzajagc  zagrozenie

dla utrzymania integralnosci genomu komorki. Trzecim mechanizmem jest niekanoniczna



biosynteza biatka nazwana zalezng od powtdrzen translacja niewymagajgcg kodonu
inicjatorowego ATG (ang. repeat-associated non-ATG translation; RAN), w skrécie translacja
RAN. Proces ten prowadzi do powstawania toksycznych biatek zawierajgcych ciagi
monoaminokwasowe kodowane przez sekwencje powtdrzen CGG, ktére majg tendencje
do agregacji. Biatka te sktadajg sie z powtdrzonego ciggu aminokwaséw jednego rodzaju,
np. glicyny (kodon GGC), tworzac tzw. biatka poliglicynowe (FMRpolyG). Biatko FMRpolyG
gromadzi sie w postaci ztogdéw wewnatrzjgdrowych w komérkach pacjentdéw, stanowigc istotny

element patogenezy FXPAC, poprzez zwiekszenie smiertelnosci komorek.

Poniewaz doktadny mechanizm translacji RAN nie jest jeszcze w petni zrozumiaty, celem
niniejszej pracy doktorskiej byto poszukiwanie nowych modyfikatoréw tego procesu.
W ramach projektu zastosowano system znakowania czgsteczek RNA zawierajgcych
99 powtdrzen CGG w 5'UTR FMR1, oraz identyfikacje biatek, ktore zwigzaty sie z badanym
transkryptem w komodrkach, za pomocg spektrometrii mas. W wyniku przeprowadzonych
badan zidentyfikowano ponad 60 biatek, ktére w warunkach natywnych wigza sie do rejonu
5'UTR RNA FMR1 zawierajgcego powtdrzenia CGG. Analiza ontologii genéw wykazata,
ze wiekszo$¢ zidentyfikowanych biatek nalezy do klasy biatek wigzgcych RNA oraz tych, ktére
uczestniczg w procesach zwigzanych z biogenezg rybosomu, translacjg oraz procesowaniem
czasteczki mRNA. Niektére z zidentyfikowanych biatek znajdujg potwierdzenie w literaturze
na temat interaktomu RNA FMRI1, a zastosowane w tej pracy technologia pozwolito

na identyfikacje szeregu nowych biatek podlegajacych interakcji z badanym RNA.

Sposrdéd zidentyfikowanych biatek wybrano dziesieciu kandydatéw i przetestowano
ich zdolno$¢ do regulacji procesu translacji RAN, wykorzystujgc technike wyciszania gendéw
z zastosowaniem kroétkich interferujgcych RNA. Wyciszenie kilku z tych biatek obnizyto poziom
toksycznego biatka FMRpolyG. Na przyktad, wyciszenie biatka rybosomalnego e€S26 matej
podjednostki 40S rybosomu (ang. small ribosomal subunit protein eS26; RPS26), ktére
ze wzgledu na lokalizacje w poblizu kanatu mRNA kontaktuje sie podczas translacji lub skaningu
z tymi RNA, spowodowato zmniejszenie ilosci biatka poliglicynowego w kilku niezaleznych
modelach komérkowych. Dodatkowo, niedobdr dwdch helikaz RNA, DHX15 (ang. ATP-
dependent RNA helicase DHX15) oraz DDX21 (ang. Nucleolar RNA helicase 2), a takze czynnika
transportujgcego ALYREF (ang. THO complex subunit 4) negatywnie wptynat

na biosynteze biatka FMRpolyG. Co istotne, wyciszenie tych biatek nie miato wptywu



na poziom biatka FMRP, wskazujgc zdolnosci do specyficznej regulacji otwartej ramki odczytu
biatka FMRpolyG. Ponadto, wyciszenie RPS26 doprowadzito do ograniczenia tworzenia
sie ztogdw biatkowych, powodujgc cze$ciowe zniesienie toksycznosci biatek poliglicynowych w
modelu komérkowym. Dodatkowo, iloSciowa analiza proteomu komodrek linii HEK293
po wyciszeniu RPS26 ujawnita, ze tylko niewielka liczba biatek jest wrazliwa na niedobér RPS26.
Analiza transkryptéw kodujgcych te biatka wykazata wzbogacenie nukleotydéw guaninowych i
cytozynowych w rejonie 5° UTR, co sugeruje podobienstwo biochemicznie tych transkryptéw

do mRNA FMR1.

W celu lepszego zrozumienia mechanizmu translacji RAN, zweryfikowano takze funkcje
czynnika TSR2 — biatka opiekuriczego RPS26 (ang. Pre-rRNA-processing protein TSR2 homolog).
Wykazano, ze TSR2 pozytywnie wptywa na proces biosyntezy FMRpolyG. Ponadto, wykazano,
ze inne biatko matej podjednostki rybosomu, RPS25 (ang. Small ribosomal subunit protein

eS25) réwniez reguluje proces translacji RAN biatka FMRpolyG.

Podsumowujgc, przeprowadzone badanie przesiewowe w oparciu o analize
proteomiczng, pozwolito zidentyfikowac pule biatek oddziatujgcych ze zmutowanym FMR1
zawierajgcym cigg powtorzen CGG, co stanowi cenne Zrédto wiedzy na temat biologii
tej czasteczki RNA. Gtéwnym osiggnieciem pracy doktorskiej jest identyfikacja pieciu nowych
modulatoréw translacji RAN oraz propozycja koncepcji, zgodnie z ktérg sktad matej
podjednostki rybosomu odgrywa istotng role w regulacji niekanonicznej syntezy biatka
poliglicynowego — czynnika patogenetycznego w zespotach chorobowych zwigzanych

z premutacjg genu FMR1.



