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Leukodystrofie hipomielinizacyjne (HLD) to grupa chordéb neurodegeneracyjnych, w ktoérych
defekty ostonki mielinowej otaczajgcej aksony prowadzg do zwyrodnienia istoty biatej mézgu.
HLD manifestujg sie szerokim spektrum objawéw, od nieprawidtowego uzebienia i
problemow ze wzrokiem po uposledzenia motoryczne i niepetnosprawnosc intelektualng [1].
Wykazano, ze mutacje w genach kodujgcych podjednostki RNA Polimerazy Ill moga
powodowaé autosomalne recesywne postaci HLD [2].

Polimeraza RNA 1ll (RNAPIII) jest kluczowym enzymem odpowiedzialnym za transkrypcje
DNA do tRNA i réznych matych niekodujgcych RNA niezbednych do przezycia komorek [3].
Mutacje powodujgce defekty w strukturze RNAPIII na obszarze styku jej podjednostek majg
szczegolne znaczenie dla funkcjonalnosci catego kompleksu.

Badania przeprowadzone w ramach pracy magisterskiej koncentrujg sie na biologicznych i
biofizycznych konsekwencjach wprowadzenia mutacji do gendéw kodujgcych podjednostki
RNAPIIl. Do wprowadzenia mutacji w komoérkach raka krwi K562 wykorzystano metode
CRISPR-Cas9, ktora jest obecnie ztotym standardem edycji genomu w takich badaniach. Do
analizy fenotypowej zastosowano metody, kitére wczesdniej okazaly sie skuteczne w
podobnych badaniach: poziom U6 snRNA zbadano przy uzyciu metody RT-qPCR a dzieki
uzyciu tRNA-seq wykazano, w jaki sposéb transkrypcja RNAPIII wptywa na poziom
dojrzatych tRNA.

Sktadanie podjednostek w kompletng RNAPIIl jest procesem wieloetapowym i
kotranslacyjnym. Poszczegdlne pary podjednostek oddziatujg na siebie jeszcze w trakcie
translacji, co umozliwia ich pdzniejsze dopasowanie. Analizy biofizyczne umozliwig ocene,
ktére etapy sktadania RNAPIIl zachodzg samoistnie, a ktére wymagajg dodatkowych
mechanizmow. W ramach biofizycznych badan projektu zostanie przeprowadzona ex vivo
analiza porownawcza stabilnosci komplekséow podjednostek RNAPIII z wykorzystaniem
spektroskopii fluorescencyjnej reszt tryptofanowych oraz spektroskopii dichroizmu kotowego.

Przeprowadzone badania przyczyniajg sie do lepszego zrozumienia, w jaki sposdb mutacje
w RNAPIII wystepujace w HLD, wptywajg na skiladanie polimeraz RNA, i mogg nas
przyblizy¢ do poznania mechanizmédw chorobowych, a takze kluczowych zagadnieh
dotyczacych biogenezy kompleksow biatkowych.
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