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Aktywacja retrotranspozonow jako podloze choroby neurodegeneracyjnej ALS
zwigzanej z mutacjami biatka FUS

Celem projektu jest lepsze zrozumienie neurodegeneracji wynikajacej z aktywacji retrotranspozonow
w wyniku mutacji w genie FUS zwigzanej ze stwardnieniem zanikowym bocznym (ALS). FUS to gtownie
jadrowe biatko wiazace DNA i RNA, zaangazowane w rozne procesy komorkowe zwigzane z regulacja
i metabolizmem kwaséw nukleinowych. Mutacje w FUS sg skorelowane z rozwojem ALS i powoduja btedna
lokalizacj¢ biatka FUS do cytoplazmy, gdzie tworzy ono toksyczne agregaty w neuronach ruchowych
i komodrkach glejowych pacjentow. ALS jest zwyrodnieniowa choroba ukladu nerwowego powodujaca
stopniowg utratg neuronow ruchowych, co prowadzi do trudno$ci w poruszaniu mig$niami.

Aktywnos$¢ transpozonow, bedacych rodzajem ruchomych elementéw genetycznych, zostala
powigzana z chorobami neurologicznymi i zapaleniem nerwow, czym rowniez ten projekt chcialby si¢ zajac.
Jedng z grup transpozonow sa retrotranspozony LINE-1, ktore sa zdolne do aktywnej insercji w r6zne miejsca
genomu, stwarzajac zagrozenie dla jego integralnosci. Jednak czasteczki nazywane piRNA (ang. PIWI-
interacting RNA), w potaczeniu z biatkami PIWI, thumig aktywno$¢ retrotranspozon6éw i pomagaja zachowac
integralnos¢ genomu.

Co ciekawe, nasze wstepne wyniki wykazaly, ze ekspresja PIWIL1, cztonka rodziny biatek PIWI, jest
zmnigjszona w komoérkach, w ktorych gen FUS zostal wyciszony lub wystepuje w nim mutacja zwigzana
z ALS, w poréwnaniu do komorek typu dzikiego. Ponadto, zauwazytam wzrost ekspresji transkryptéw
retrotranspozonu LINE-1 w tych komoérkach. Taki wzrost LINE-1 obserwowano w badaniach zwigzanych
z neurodegeneracjg. Co wiccej, badania wykazaty zmienno$ci w ekspresji piRNA w probach pochodzacych
od zmarlych pacjentéw z choroba Parkinsona i choroba Alzheimera. Wczesniejsze badania przeprowadzone
na muszkach owocowych (Drosophila) sugeruja zwiagzek migdzy nieprawidlowa ekspresja ludzkiego
homologa biatka PIWI a patogeneza zwigzang z FUS-ALS. Dodatkowo, badania przeprowadzone na
Drosophila wykazaty udzial homologu biatka FUS w biogenezie piRNA. Jednak obecnie brak dowodow na
zwigzek miedzy FUS, PIWIL1 i aktywacja retrotranspozondéw w ludzkich komorkach.

Zebrane informacje sktonity nas do zadania nastgpujgcych pytan: Czy mutacje w FUS zwigzane z ALS
moga prowadzi¢ do aktywacji retrotranspozonéw LINE-1? Czy regulacja PIWIL1 przez FUS jest zaburzona
w przypadku ALS i jakie sg tego konsekwencje? Czy FUS bierze udziat w dojrzewaniu piRNA wraz z biatkami
PIWI i czy mutacje w FUS zwigzane z ALS prowadzg do nieprawidlowego dojrzewania piRNA? Czy
zapalenie nerwow nastgpuje poprzez stymulacje receptoréw odpornosci wrodzonej w wyniku zwigkszonej
ekspresji retrotranspozonéw? Eksperymenty w ramach tego projektu beda przeprowadzane na indukowanych
pluripotentnych komoérkach macierzystych (iPSC) z mutacja w genie FUS zwiazang z ALS,
reprogramowanych z fibroblastdéw pochodzacych od pacjenta z ALS. iPSC zostang ostatecznie roznicowane
do neuronéow ruchowych (MN) i astrocytow, ktore sa gltownymi typami komorek dotknietych
neurodegeneracja w ALS.

Planuje odpowiedzie¢ na te pytania poprzez immunofluorescencyjng analize mikroskopowa, w ktorej
chee sprawdzi¢, czy FUS, PIWILI1 1 biatka kodowane przez retrotranspozon LINE-1 kolokalizujg w agregatach
cytoplazmatycznych w FUS-ALS MN 1 astrocytach. Ponadto, poprzez wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie RNA izolowanego z MN 1 astrocytow, chce odkry¢ nietypowe zmiany w dojrzewaniu
i ekspresji piRNA, gendéw zapalnych oraz transpozondw. Interesuje mnie réwniez sprawdzenie poziomu
PIWILI i LINE-1 oraz przetestowanie, czy PIWIL1 ma bezpo$redni wplyw na ekspresj¢ retrotranspozonu
LINE-1. Zrobi¢ to przez metody nadekspresji i wyciszania FUS oraz PIWILI. Sprawdz¢ rowniez efekt
wyciszenia LINE-1 na ekspresje gendw zwigzanych ze stanem zapalnym i odpornoscig wrodzong.

Proponowane badania moga przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia mechanizmu neurodegeneracji z udziatem
FUS, PIWILI1, piRNA i retrotranspozonow. Odpowiedzi na pytania postawione w ramach tego projektu
przyczynig si¢ do zrozumienia roli FUS w regulacji aktywnosci retrotranspozonéw poprzez PIWIL1 oraz
wyjasnig wplyw aktywacji transpozonow na neurodegeneracj¢ zwigzang z ALS. Polaczenie aktywacji
retrotranspozonow z zapaleniem nerwow bedzie znaczacym wktadem w te¢ dziedzing i pomoze w tworzeniu
potencjalnych terapii w przysztos$ci. Aktywowane retrotranspozony moga by¢ zaangazowane w stymulacje
genéw zwiazanych z zapaleniem poprzez ich wykrywanie przez receptory odpornosci wrodzone;j.
Podsumowujac, ten projekt moze potencjalnie znalez¢ zwiazek pomiedzy aktywacja transpozondw,
a neurodegeneracja w chorobie ALS zaleznej od FUS.



