Stwardnienie zanikowe boczne (ALS) to choroba nerwowo-migsniowa charakteryzujaca sie neurogennym zanikiem miesni. ALS
charakteryzuje sie postepujacym i wybiorczym uszkodzeniem neurondw ruchowych rogéw przednich rdzenia, pnia mozgu i kory
ruchowej. Brak wiedzy na temat patomechanizmu choroby skierowaty badania w kierunku diagnostyki molekularnej, co pozwala
w niektorych przypadkach potwierdzié¢ genetyczne tto choroby. Ale pomimo ponad 30 lat badan, od czasu identyfikacji pierwszej
mutacji sprawczej w genie SOD1, doktadny patomechanizm choroby wcigz nie jest wyjasniony. W ostatnich kilku latach
zidentyfikowano szereg gendw, ktérych mutacje zwigzane sg z ALS.

Mimo, iz skfadniki genetyczne ALS czeSciowo zdefiniowane, wcigz brak jednoznacznych danych czy degeneracja neuronéw
powodowane przez mutacje we wspomnianych genach odbywa sie na jednej wspolnej czy wielu oddzielnych sciezkach. Mimo
kilku dziesiecioleci badan r6znych aspektow patologii ALS, ktére przyczynity sie do poznania genetycznych i biochemicznych
zaleznosci, przyczyna rozwoju choroby jest wcigz niejasna.

Eksperymenty z wykorzystaniem modelu zwierzecego moga pomdc w wyjasnieniu patomechanizmu, ale czesto nie powielajg
fenotypu choroby, a same badania sg czasochtonne i kosztowne. Oprdcz jednej zmiany (mutacji) - petne tto genetyczne tez jest
wazne, zwtaszcza w chorobach wielogenowych jak ALS, ktére z zatozenia nie moze by¢ badane w modelach zwierzecych.

W ostatnich latach przeprowadzono badania transkryptomu wykorzystujac materiat z autopsji od chorych na ALS i 0s6b
neurologicznie zdrowych. Takie podejscie moze pomdc w identyfikacji genéw i Sciezek zaangazowanych w patogeneze ALS
jednak przeszkoda nie do pokonania jest czas od momentu $mierci do autopsji i zmiany przebiegajace po $mierci w komorkach i
tkankach.

Biorac pod uwage powyzsze zastosowanie pierwotnych liniach komdrkowych ludzkich fibroblastéw pochodzgcych bezposrednio
od pacjentéw moze by¢ rozwigzaniem na niektére niedogodnosci zwigzane z badaniem na modelach zwierzecych lub materiale
autopsyjnym. Zastosowanie fibroblastéw w tych badaniach oprocz tego ze pozwala na badanie catego ,,srodowiska” (mutacja +
tto genetyczne) wykazuje wiele zalet technicznych.

Gtownym celem projektu jest okreslenie wptywu nowych i prawdopodobnie zwigzanych ze stwardnieniem zanikowym bocznym
(ALS) zmian w sekwencji DNA na funkcjonowanie komérki. Wptyw przypuszczalnego sprawczych wariantéw sekwencji na
poziomie komorki analizowany bedzie na podstawie badania catego transkryptomu metoda sekwencjonowania nowej generacji
(RNAseq) wykorzystujac pierwotne linie komérkowe fibroblastow skdry izolowanych od okoto 40 pacjentdéw z ALS.
Spodziewamy sig, ze analiza transkryptomu od chorych na ALS z nowymi, rzadkimi wariantami genetycznymi, ktére kosegreguja
z fenotypem choroby w rodzinie moze prowadzié do identyfikacji nowych szlakéw komérkowych, ktérych dysfunkcja jest
zaangazowany w patofizjologii ALS.

Badania catego egzomu lub genomu pacjentéw z innych niz polska populacji wskazaty nowe geny ktérych mutacje
prawdopodobnie maja wptyw na rozwéj ALS . Planujemy skupic sie na tych wiasnie fragmentach transyptomu i sygnalosomu
zwiazanego z genami TBK1, TUBA4A, ErbB4 zidentyfikowanych w najnowszych badaniach. Jednym z celéw tego projektu
bedzie weryfikowa¢ udziatu genéw wymienionych powyzej w patologii ALS

Metoda RNAseq uzupetnia badania wykorzystujace NGS (oparte na odkrywaniu nowych wariantéw genetycznych) o powigzanie
z profilem transkrypcyjnym, a tym samym stanowi podstawe do analizy funkcjonalnej z wykorzystaniem linii komorek
pochodzacych pacjenta. RNAseq umozliwia profilowanie transkrypcji RNA w komorce, w tym alternatywnych transkryptow
genéw sktadanych post- transkrypcyjnych , modyfikacji , fuzji genéw i zmiany w ekspresji gendw .

Rozszyfrowanie profili genomowego i transkrypcyjnych w kontekscie rzadkich wariantéw genomowych moze pozwoli¢ wskazaé
rozregulowane $ciezki biochemiczne i molekularne prowadzace do poszczeg6lnych fenotypdw klinicznych, a to z kolei moze by¢
przydatne w procesie identyfikacji markeréw diagnostycznych, szybkiego i niezawodnego rozpoznania, a takze podejmowania
przysztych strategii terapeutycznych.



