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Szkielet blony erytrocytu tworza btonowe biatka peryferyjne stanowigce bardzo wazny
element strukturalny tej komorki, gdyz nie posiada ona zadnych innych struktur szkieletowych.
Jednoczes$nie, komorka ta narazona jest na wielki stres mechaniczny oraz odksztatcenia podczas
krazenia w krwiobiegu, gdyz wielokrotnie w ciggu doby przeciska si¢ przez kapilary o $rednicy
czterokrotnie mniejszej od $rednicy krwinki. Za wlasciwo$ci mechaniczne btony erytrocytu
odpowiadajg w rownym stopniu interakcje szkieletu z dwuwarstwg lipidowa zawierajacg biatka
integralne. Zaburzenia struktury btony erytrocytu prowadza do schorzen okreslanych mianem
anemii hemolitycznych, w przypadkach ktorych dochodzi do utraty wlasciwosci
mechanicznych erytrocytu. Erytrocyty ulegaja przyspieszonemu rozpadowi (czas zycia
erytrocytu zmniejsza si¢ z normalnych 120 do 3 dni). Ten ubytek kompensowany jest przez
wzmozong erytropoeze, o czym $wiadczy zwykle znacznie podwyzszona liczba retikulocytow.
Najczesciej wystepujaca wsrod populacji potnocnoeuropejskiej jest dziedziczna sferocytoza
(HS). U podstaw dziedzicznej sferocytozy leza mutacje w genach kodujacych biatka blony
erytrocytu. Pomimo wielkiego postepu w dziedzinie badan szkieletu btony i molekularnej
patologii erytrocytu, nadal jednak istnieje wiele przypadkow mutacji w genach kodujacych
biatka btony erytrocytow, w przypadku ktorych mechanizmy molekularne lezace u podstaw
zaburzenia struktury i funkcji blon erytrocytdw pozostaja nieznane. Zatem, celem niniejszego
projektu jest:
1. poznanie szczegoléw mechanizmu (-6w) szeregu wybranych typéw dziedzicznej
sferocytozy (HS) znanych z naszych badan lub literatury, ale trudnych do wyjasnienia znanymi
oddziatywaniami mig¢dzy btong a biatkami szkieletowymi erytrocytow, w szczegdlno$ci
odnoszacych si¢ do oddzialywan wzajemnych biatek blony erytrocytu. Podejmiemy si¢
ustalenia szczegdélowego mechanizmu molekularnego kilku przypadkéw HS. Podstawowa
metoda badawczg bedzie ,,konstrukcja” rekombinowanych fragmentéw (domen) biatek blony
erytrocytu ze sztucznie wprowadzong mutacja nasladujaca t¢ wystepujaca w biatku blony
erytrocytu pacjenta. Nastepnie bedziemy analizowac interakcje in vitro i in vivo z partnerami
biatkowymi badanej domeny.

2. proba okreslenia nowych, nieopisanych dotad w literaturze i bazach danych mutacji w
genach bialek erytrocytow w rodzinach, w ktorych molekularne defekty HS nie zostaty
jeszcze ustalone.
W tym celu przeprowadzimy analiz¢ molekularng genomowego DNA pacjentéw HS 1 kontroli
(os6b zdrowych) metoda sekwencjonowania caloegzomowego. Grupe badang stanowi¢ beda
pacjenci HS z 4 rodzin zarejestrowanych i1 zdiagnozowanych w Klinice Hematologii i Chordb
Rozrostowych Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Grupg kontrolng stanowi¢ beda
zdrowi ochotnicy w wieku zblizonym do wieku pacjentow oraz asymptomatyczni cztonkowie
rodzin. Mutacje i polimorfizmy potwierdzimy poprzez systematyczne sekwencjonowanie
powielonych technika PCR badanych fragmentow DNA. W przypadkach nie dajacych si¢
wykry¢ powyzsza metodg zastosujemy badania RNA metoda ,,RNA-seq” prowadzace do
wykrycia gendw roznigcych si¢ poziomem ekspresji oraz mutacjami w stosunku do RNA
retikulocytow kontrolnych. Uzyskane w powyzszej analizie dane poddamy weryfikacji
klasycznymi metodami.

Poznanie tych mechanizméw powinno przyczyni¢ si¢ z jednej strony do poglebienia wiedzy
dotyczacej roli poszczegdlnych biatek a takze ich domen w formowaniu i funkcji szkieletu
btony a zatem blony. Z drugiej strony, wyjasnienie molekularnego podtoza schorzenia moze
wspomoc dziatania lekarzy zmierzajace do poprawy jakosci zycia pacjentow z HS.
Spodziewamy si¢ tez, wzbogaci¢ katalog mutacji w genach kodujacych biatka blony
erytrocytéw, co powinno utatwi¢ petng diagnostyke molekularng kolejnych przypadkow HS.



