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Wykorzystanie rzadkiego Polimorfizmu Pojedynczego Nukleotydu ludzkiego biatka WDR61 do
identyfikacji nowego kompleksu zwigzanego ze sktadowymi SF3A/B podjednostki U2 spliceosmu

Réznorodnos¢ genetyczna zazwyczaj wzmacnia ogdlny stan zdrowia populacji. Sg jednak przyktady choréb
rozwijajacych si¢ na tle pojedynczych Iub mnogich mutacji genetycznych. Patogenne mutacje pozostaja
ukryte w zdrowej populacji, a zwlaszcza takiej ktora jest etnicznie réznorodna i ujawniajg si¢ w warunkach
obnizenia liczebnosci populacji i zawierania zwigzkow z najblizszymi krewnymi. Zmienno$¢ genetyczna
kazdej populacji jest silna w obszarach genomu nie kodujacych bialek, gdzie nawet znaczne delecje moga
nie wptywaé na zdrowie osobnikéw. Natomiast mutacje w regionach kodujacych biatka, a szczegdlnie w
rejonach odpowiedzialnych za funkcje tych bialek moga skutkowaé¢ powaznymi chorobami. W trakcie
ustalania sekwencji genomu kazdego cztowieka identyfikuje si¢ wiele wariantoéw genetycznych i wskazanie
mutacji odpowiedzialnej za rozw6j choroby moze nie by¢ w jednoznaczne, jesli zachodzi ona w biatku do tej
pory nie zwigzanym z zadng opisang jednostka chorobowa. W takim wypadku dodatkowe analizy
funkcjonalne sg wymagane, aby postawi¢ ostateczng diagnoze, ktéra by¢ moze umozliwi wybor metody
leczenia lub tagodzenia objawdw choroby.

Ludzkie biatko WDR61 jest podjednostka dwoch kompleksow, SKI oraz PAF. Kompleks SKI dziata w
cytoplazmie i reguluje degradacj¢ nieprawidlowych mRNA. Kompleks PAF jest aktywny w jadrze
komoérkowym i reguluje synteze¢ mRNA przez RNA polimeraze I1. Mutacje w dwoch pozostatych
podjednostkach SKI skutkuja zespotem wlosowo-watrobowo-jelitowym (ang. Trichohepatoenteric
Syndrome, THE), za§ mutacje w podjednostce CDC73 kompleksu PAF zespolem nadczynnosci przytarczyc
1 guza szczeki lub zuchwy (ang. hyperparathyroidism-jaw tumor syndrome, HPT-JT). Zespot THE jest
czesto skutkiem catkowitej inaktywacji kompleksu SKI. W drozdzach okazano za$, ze biatko WDRO61 jest
niezbedne do zachowania integralnos$ci strukturalnej kompleksu SKI. Mimo to do tej pory nie opisano w
literaturze patogennych mutacji biatka WDR61. RozpoczgliSmy analize funkcjonalng biatka WDR61 po
identyfikacji mutacji punktowej u pacjenta cierpigcego na niezdiagnozowang chorobe genetyczng. W ramach
badan wstepnych pokazali$my, ze mutacja skutkuje ograniczeniem oddzialywania biatka WDR61 zaréwno z
kompleksem SKI jak i PAF. Ponadto pokazali§my, ze biatko WDR61 jest czg$cia nowej do tej pory nie
opisanej sieci oddziatywan biatkowych, skupionych wokoét dwoch biatek strukturalnych o nieznanej funkcji,
CCDC97 oraz TTC33, ktore sg ewolucyjnie specyficzne dla krggowcoéw. Pokazalismy, ze WDR61 jest
istotny dla stabilnosci dwoch biatek niezbednych dla funkcjonowania kompleksow SKI oraz PAF. Utrata
aktywnego WDR61 skutkuje zatem zniesieniem aktywnosci dwéch, by¢ moze trzech kompleksow
wskazujgc na istotng rolg tego strukturalnego biatka dla fizjologii komorki. Co zaskakujace usunigcie biatka
WDR61 w liniach komorkowych nie spowalnia wzrostu komorek, w przeciwienstwie do utraty biatka CTR9,
ktore jest gtowna podjednostka strukturalng kompleksu PAF. To moze sugerowac istnienie mechanizmu
kompensacji utraty kompleksu PAF poprzez jednoczesne zaburzenie aktywno$ci SKI lub nowego
kompleksu, ktory zidentyfikowalis$my w naszych badaniach wstgpnych, w wyniku utraty WDR61.

Celem naszego projektu jest poznanie architektury nowego kompleksu z uzyciem serii biochemicznych
testow oraz ustalenie jego funkcji. WDR61 oraz dwa nowe biatka strukturalne oddziatujg z biatkami, ktore
odgrywaja role w splicingu, regulujg aktywno$¢ kompleksu PAF oraz biorg udzial w naprawie DNA. To sg
istotne procesy, i mutacjie w biatkach biorgcych w nich udzial, czgsto prowadza do rozwoju powaznych
chordb. Kontrola alternatywnego splicingu jest zaangazowana w aktywacj¢ programow rozwoju organizmow
wyzszych. Naprawa DNA chroni przed nowotworzeniem poprzez znoszenie efektow mutagennych
substancji genotoksycznych. Wiekszos¢ naszych testow funkcjonalnych bedzie nakierowana na ustalenie
wptywu dwoch nowych biatek strukturalnych na te znane Sciezki.

Nasze podejscie eksperymentalne do mutacji punktowej biatka W20C WDR61 pokazato patogenny potencjat
tego wariantu oraz zaowocowato zidentyfikowaniem nowej sieci oddziatywan. Pragniemy uzy¢ naszego
doswiadczenia do systematycznej analizy wariantow zidentyfikowanych u pacjentéw z chorobami
genetycznymi. W tym celu rozwiniemy naszg wspoliprace z grupa prof. Rafala Ptoskiego na Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym, ktora wstepnie zidentyfikowata wariant WDR61. Poddamy biochemiczne;j i
funkcjonalnej analizie okoto 5 wariantow genetycznych w miarg ich identyfikacji, co moze pozwoli¢ ustali¢
przyczyny choroby i by¢ moze zasugeruje odpowiednie leczenie.



