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Cel projektu

Celem projektu jest poszukiwanie genetycznych uwarunkowan schorzen neurorozwojowych w grupie
pacjentow bez zidentyfikowanych wariantow sprawczych po sekwencjonowaniu catoeksomowym (WES).

Projekt oparty jest na zatozeniu, ze analiza ekspresji genéw u pacjentow pozwoli na wytypowanie
nieprawidlowych szlakow metabolicznych, a tym samym wskazanie genow ,kandydatow”. Sekwencje
nukleotydowe wytypowanych regionow beda szczegétowo analizowane pod katem wytypowania rzadkich
wariantow W sekwencji niekodujacej, ktorych rezultatem jest zmieniona ekspresja genu nalezacego do danego
szlaku.

Opis badan

W projekcie planowana jest analiz¢ 10 niespokrewnionych rodzin z przypadkami chordb neurorozwojowych.
U wszystkich zakwalifikowanych do badania oséb z objawami choroby neurorozwojowej uprzednio zostata
wykonana analiza WES, na podstawie ktorej nie wytypowano wariantow sprawczych. U pigciu pacjentow
wykonano dodatkowo sekwencjonowanie catogenomowe (WGS), ktore rowniez nie ujawnito istotnych zmian,
ktore moga zasta¢ uznane jednoznacznie za sprawcze dla choroby.

Pierwszym etapem badan bedzie wykonanie sekwencjonowania calogenomowego u pozostatych pieciu
zakwalifikowanych pacjentow.

Kolejnym krokiem bedzie wykonanie analizy ekspresji genow z wykorzystaniem materiatu pozyskanego z
fibroblastow pacjentow. W tym celu pobrane zostana wycinki skory pacjentow oraz zostanie przeprowadzona
hodowla fibroblastow. Z pozyskanych fibroblastow zostanie wyizolowany RNA, nastepnie przygotowane
zostang biblioteki RNA-seq. Biblioteki RNA-seq zostang poddane sekwencjonowaniu nastepnej generacji (do
glebokosci ok. 50 mln odezytow dla kazdej proby).

Dane z sekwencjonowania bedg analizowane z wykorzystaniem najnowszych, dostepnych algorytméw
bioinformatycznych, tak aby ostatecznie uzyskac petna informacj¢ 0 ekspresji genéw w badanych probkach.
Otrzymane wyniki zostang poréwnane z danymi o ekspresji genéw w probcee kontrolnej. Wykonana zostanie
analiza jako$ciowa i ilo§ciowa otrzymanych danych, a réznice pomigdzy probkg kontrolng a probka badang
zostang zaraportowane i odnotowane. Wytypowane réznice zostang zweryfikowane w badanych probkach w
danej rodzinie.

Na podstawie wykrytych odmiennos$ci W ekspresji genow dla kazdego pacjenta zostang stworzone listy genow
zwigzanych z wytypowanymi szlakami metabolicznymi. Sekwencje tych regionow zostang szczegdtowo
przeanalizowane z wykorzystaniem danych z WGS, ze szczegblnym uwzglednieniem regionéw
niekodujacych. Wytypowane warianty genetyczne zostang zweryfikowane u wszystkich chorych i zdrowych
cztonkoéw rodziny celem oceny segregacji wytypowanego wariantu z chorobg. Na podstawie wynikow analizy
segregacji wybrane zostang warianty skutkujace nieprawidtowosciami na poziomie RNA, a tym samym
sprawcze dla zaburzen neurorozwojowych.

Powody podjecia tematyki badawczej

Wystepowanie w rodzinie co najmniej dwoch przypadkow tej samej choroby mocno sugeruje, ze u jej podtoza
leza zaburzenia genetyczne. Dotychczas zlotym standardem w poszukiwaniu mechanizmow
odpowiedzialnych za powstawanie chordb genetycznych byty analizy WES. Wraz z rozwojem technologii,
mozliwosci takiego podejécia powoli si¢ wyczerpujg. Jest wiele przypadkow bez zidentyfikowanego podtoza
genetycznego, zatem przyczyn powstania choroby nalezy upatrywa¢ w innych regionach genomu niz
sekwencje kodujace. Na przestrzeni ostatnich lat, coraz wigecej mowi si¢ o istotno$ci sekwencji niekodujacych,
w szczegolnosci sekwencji regulatorowych, w patogenezie chorob o podtozu genetycznym. W zwiazku z tym,
nalezy poszukiwa¢ metod i narzedzi, ktore pozwola eksplorowaé te regiony i wspomogag interpretacje
znalezionych w nich zmian. Wynikiem WGS sa miliony wariantow odmiennych od sekwencji referencyjnej,
ktorych istotno$¢ biologiczng niezwykle trudno jest oceniaé¢. Z kolei RNA-seq umozliwia wytypowanie
transkryptow, ktore sa nieprawidtowe. Natozenie wynikow obu sekwencjonowan pozwoli zatem na lepsza
ocen¢ i analiz¢ funkcjonalng wariantow wytypowanych przez sekwencjonowanie catogenomowe, a tym
samym pozwoli na identyfikacj¢ przyczyn rozwoju choroby u pacjenta.

Najwazniejsze spodziewane efekty

Najwazniejszym spodziewanym efektem projektu jest poszerzenie istniejacego stanu wiedzy o roli sekwencji
niekodujacych (w tym elementéw regulatorowych) w patogenezie choréb neurorozwojowych. Ponadto
przewidujemy rowniez uzyskanie nowych informacji o wplywie sekwencji nieckodujacych na ekspresje genow.



