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Wyniki  wysokoprzepustowego sekwencjonowania DNA uzyskane od pacjentow
Z dziedzicznymi chorobami siatkdéwki ujawnity ogromna liczbe wariantéw genetycznych o nieznanym
znaczeniu Klinicznym. Pilna potrzeba dalszych badan molekularnych majgcych na celu weryfikacje
patogennos$ci tych wariantéw, krzyzuje si¢ z brakiem dostgpu do siatkdwki, czesci oka bezposrednio
dotknietej choroba. W zwigzku z nowymi odkryciami wskazujacymi na ekspresje genow ludzkiej
siatkowki rowniez w skorze, uwazamy, ze komorki skory moga stanowi¢ dobry model do badania
przetwarzania zmutowanych genéw odpowiedzialnych za rozwoj dystrofii siatkowki. W niniejszej
pracy zamierzamy swa uwagg skupi¢ na genie ABCA4, ktory jest jednym z gldéwnych genow siatkowki
i odpowiada za patomechanizm wielu jej chorob dziedzicznych. Naszym gtownym celem jest okreslenie
sktadu transkryptow ABCA4 i zbadanie ekspresji tego genu na poziomie mRNA i biatka w mieszkach
wlosowych, keratynocytach i fibroblastach. Na potrzeby realizacji tego zadania z pobranych biopsji
skory zostang zatozone pierwotne hodowle keratynocytow i fibroblastow. Naszym kolejnym celem
bedzie porownanie danych eksperymentalnych, aby wybra¢ i wdrozy¢ najbardziej odpowiedni typ
komorek do badania metabolizmu zmutowanego genu ABCA4 u pacjentow.

W celu realizacji przedstawionych celow zostanie przeprowadzona analiza jako$ciowa
transkryptow z zastosowaniem techniki szybkiej amplifikacji koncéw cDNA (RACE) oraz
sekwencjonowania ¢cDNA. Tlosciowa ekspresja genu ABCA4 na poziomie mRNA i biatka zostanie
zmierzona z uzyciem odpowiednio metody PCR w czasie rzeczywistym oraz metody Western Blot.

Spodziewanym efektem niniejszej pracy bgdzie analiza wptywu mutacji ABCA4 na proces jego
przetwarzania i weryfikacja patogennosci tych zmian w $srodowisku wewnatrzkomérkowym. Ponadto
po raz pierwszy zostang zidentyfikowane sekwencje transkryptow ABCA4 w roznych typach komorek
skory. JesteSmy przekonani, ze model zaproponowany w tych badaniach zostanie z powodzeniem
wdrozony do analizy mutacji takze innych genéw siatkowki zaangazowanych w rozwdj szerokiego
spektrum dystrofii tylnej czg$ci oka i moze stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan majacych na celu
odkrycie roli ABCA4 w skorze.



