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Na drodze do identyfikacji i wyjasnienia funkcjonalnej roli wariantéw glebokointronowych jako
brakujacych elementéw krajobrazu genetycznego zespolu Ushera

Gdyby rozwing¢ i zmierzy¢é DNA znajdujace sie w pojedynczej komorce cztowieka, okazatoby sig, ze ma
ponad 2 metry dlugosci. Jednak fragmenty DNA kodujace biatka, czyli najwazniejsze sktadniki budulcowe i
funkcjonalne naszego organizmu, zajmuja w nim odpowiednio niespetna 3 centymetry. Jako, ze to wiasnie
zaburzenia struktury i funkcji bialek w organizmie odpowiadajg za wystgpowanie chorob genetycznych, przez
dhugi czas wiele badan genetycznych bylo zorientowanych na rozszyfrowywanie jedynie fragmentéw DNA
kodujacych biatka, pomijajac analiz¢ obszarow niekodujacych.

Pomimo zastosowania co raz bardziej zaawansowanych i kompleksowych technologii sekwencjonowania,
czyli odczytywania kolejnosci utozenia nukleotydéw budujacych DNA, u okoto polowy pacjentow z
chorobami genetycznymi nie wykrywa si¢ sprawczych wariantow genetycznych (tzw. mutacji), ktére moglyby
stanowi¢ przyczyne choroby. W wyniku tego co raz wigksze znaczenie przypisuje si¢ niedokujagcym
sekwencjom gendéw — intronom i wariantom genetycznym znajdujagcym si¢ w ich obrgbie, czyli wariantom
glebokointronowym. Warianty te wydajg si¢ mie¢ znacznie istotniejszy udzial w powstawaniu chordb
genetycznych niz dotad uwazano. Najczgstszym mechanizmem chorobotwérczym zwigzanym z
wystepowaniem wariantow glebokointronowych jest ich wplyw na zaburzenie procesu sktadania RNA, czyli
wycinania intronéw w celu powstania dojrzatych czasteczek RNA, na matrycy ktorych powstaja funkcjonalne
biatka.

Przyktadem ci¢zkiej choroby genetycznej o wysokim odsetku nierozpoznanych genetycznie przypadkow jest
zesp6t Ushera, objawiajacy si¢ wspolistniejgcautrata stuchu i wzroku. Na podstawie najnowszych doniesien
uwazamy, Ze przyczyna nierozwigzanych genetycznie przypadkow zespotu Ushera lezy w mato poznanych
sekwencjach intronowych gendéw zwigzanych z rozwojem tej choroby. Glownym celem proponowanego
projektu jest wigc identyfikacja nowych chorobotwoérczych wariantéw glgbokointronowych u pacjentow z
zespolem Ushera. Aby osiagna¢ ten cel, projekt zaklada uzycie najnowszych wysokoprzepustowych
technologii sekwencjonowania DNA, tzw. sekwencjonowania nastepnej generacji, wlaczajac
sekwencjonowanie calego genomu pacjentdow z zespolem Ushera. Zaawansowane rozwigzania
bioinformatyczne pozwolg nam okresli¢, ktore z wykrytych wariantow genetycznych moga negatywnie
wplywaé na proces sktadania RNA i przyczynia¢ si¢ do rozwoju choroby. Wyniki tych analiz zostang
potwierdzone stosujac strategi¢ badan funkcjonalnych, ktére umozliwig zbadanie wplywu wariantow
glebokointronowych na sktadanie RNA in vivo, w modelu minigene opartym o hodowle ludzkich komorek.
Zastosowanie modelu in vivo zaprowadzi nas do odkrycia natury zidentyfikowanych zaburzen sktadania RNA
i pozwoli sklasyfikowa¢ stopien chorobotworczosci nowo odkrytych wariantow glebokointronowych.

Badania przeprowadzone w ramach projektu pozwola na uzyskanie szerszego spojrzenia na genetyczne
przyczyny zespotu Ushera, poglebienie wiedzy na temat réznorodnosci przyczyn chordb genetycznych, a takze
majg szans¢ przyczyni¢ si¢ do uzyskania diagnozy genetycznej w nierozwigzanych przypadkach zespotu
Ushera. Biorac pod uwage kompleksowy zamyst projektu, zawierajacy badanie wszystkich znanych genéw
zwigzanych z roznych typami klinicznymi zespotu Ushera oraz badania calogenomowe, spodziewamy si¢
odkry¢ nowe podloze genetyczne lezace u podstaw tej choroby.

Schemat badania opracowany w projekcie jest uniwersalnym narzedziem, ktére moze by¢ rutynowo stosowane
w przysztosci do odnajdywania genetycznego i molekularnego podtoza w nierozwigzanych przypadkach
réznych chorob genetycznych. Wyniki pozyskane w projekcie majg takze szanse by¢ zaczatkiem do dalszych
badan ukierunkowanych na opracowywanie terapii genowych w zespole Ushera na podstawie metod, ktore
znalazly juz zastosowanie w leczeniu innych choréb uwarunkowanych genetycznie.



