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Summary: Purpose: The aim of that study was to identify the mutations in rhodopsin and peripherin genes in Polish families
with autosomal dominant form of retinitis pigmentosa and determine the population polimorphism in both genes
in adRP families.

Material and methods: We performed ERG, visual acuity, Goldman visual fields, intraocular pressure measurements
and fundoscopy in all the patients included in the study. On the basis of disease history, the families pedigree was
made and the mode of inheritance was analyzed. The molecular analysis of DNA for each family with adRP was
conducted. Genomic DNA was obtained from leucocytes by phenol-chloroform procedure according to Maniatis
protocol. DNA was amplified by the PCR reaction in a volume of 50 ul containing 100 ng/ul of genomic DNA, water,
Cetus buffer pH 8,4 (1n Tris, 1n MgCl, 1n KCl, 2% gelatin), 0,25 uM of each primer, 200 uM of each of dATP, dTTP,
dCTP, and dGTP and 2,5 U Taq polymerase (Promega). For amplification of rhodopsin gene 30 cycles of PCR were
carried out. Each cycle consisting of denaturation at 95°C for 5 min, annealing: at 58°C (exon 1), 63°C (exon 2 i 3),
68°C (exon 4) and 2 min extension at 72°C min. For amplification of peripherin gene 30 cycles of PCR were carried
out with annealing at 60°C. The entire PCR product was in electrophoresis on 8% PAA. The PCR-RFLP PCR- HD
PCR-SSCP and analysis of polymorphism (CA), dinucleotide repetition was performed.

Results: Molecular study demonstrated, that mutations in rhodopsin gene were cause of retinitis pigmentosa in case
of two families. In any study families mutations in peripherin gene were not identified. Two kinds of bases
polymorphism were identified: restriction fragments length polymorphism (RFLP) in rhodopsin gene in exon 1 and
3 and single strand conformation polymorphism (SSCP) in exon 1 and 3 in rhodopsin gene and in exon 3 in
peripherin gene. The confirmed mutations in rhodopsin gene, cosegregation with adRP, whereas two kinds of
population polymorphism did not correlate with clinical symptoms. Natural polymorphism appeared to be
a frequent feature in rhodopsin gene while a less frequent feature in peripherin gene.

Conclusions: Genetic investigations in patients with adRP allow to confirm the diagnosis and evaluate the
prognosis. The mutation in rhodopsine gene should be confirmed in directly sequencing reaction in next study.

Stowa kluczowe: gen rodopsyny, gen peryferyny, mutacje genowe, zwyrodnienie barwnikowe siatkdwki.

Key words:  rhodopsine gene, peripherin gene, genes mutations, retinitis pigmentosa.

Zwyrodnienie barwnikowe siatkowki (retinitis pigmentosa—RP) ~ Funkcja aparatu czopkowo-precikowego wiaze si¢ z licznymi inte-
jako posta¢ uwarunkowana genetycznie moze wigzac sie z niepra- rakcjami biatek strukturalnych i katalitycznych. Ze wzgledu na duzg
widfowa ekspresjg wielu genéw, czopki bowiem i preciki, tworzace heterogennos¢ genetyczna i kliniczng retinitis pigmentosa mowi sie
kompleksy biatkowe, sa komérkami wysoce wyspecjalizowanymi. o grupie choréb o réznej etiologii (11).
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Analiza mutacji gendw rodopsyny i peryferyny u chorych z postacia autosomalng dominujaca zwyrodnienia barwnikowego siatkéwki w rodzinach polskich

Przyjmuje sie, ze zwyrodnienie barwnikowe siatkéwki moze
wystepowac w postaci izolowanej (bez innych objawéw towarzysza-
cych) lub jako sktadowa zespotéw takich jak: zespét Ushera typ 1 11,
Alstroma, Refsuma, Bardeta-Biedla, Laurence’a-Moona, Cockayne'a
i Seniora-Lokena, dystrofii miotonicznej czy ataksji Friedreicha. Wyka-
zano, ze postacie izolowane i zespotowe moga dziedziczy¢ sie w spo-
s6b autosomalny recesywny (arRP), autosomalny dominujacy (adRP),
sprzezony z chromosomem X (XRP) jako cechy dwugeniczne lub na
zasadzie dziedziczenia mitochondrialnego (zespét Kearnsa-Sayre'a).
Formy sprzezone z chromosomem X moga by¢ recesywne, posrednie
lub dominujace. Obecnie wystepuje tendencja do wyodrebniania
przypadkéw sporadycznych, bez okreslania wystepowania RP
w wywiadzie rodzinnym. Postacie o jednakowym typie dziedziczenia
sq wewnetrznie heterogenne, co wigze sie z tym, ze zwyrodnienie
barwnikowe siatkéwki moze by¢ wywotane przez mutacje kilku
genéw (11). Udziat poszczegélnych form dziedziczenia rézni sie
w poszczegdlnych populacjach, ale przyjmuje sie, ze adRP wystepuje
w blisko 15-26% przypadkéw. Obraz kliniczny RP jest zalezny od typu
dziedziczenia oraz rodzaju mutacji. Wiadomo jest, ze postac autoso-
malna dominujaca retinitis pigmentosa (adRP), wystepujaca u hetero-
zygot obojga pfci, jest klinicznie i genetycznie heterogenna (9,11). Tak
znaczna heterogennos¢ tej postaci byta powodem najlepszego jej
poznania i wyodrebnienia licznych genotypéw. Mimo ze w blisko /3
przypadkéw adRP wigze sie z mutacjami genu RHO (focus 3g21-24)
dla biatka rodopsyny czy genu RDS (locus 6p) dla peryferyny — struk-
turalnego biatka fotoreceptoréw, znane sg inne geny zwigzane z ta
postacia. Zmapowano je w okre$lonych regionach chromosoméw 1.,
3.,6.,7.,8.,9.,17.cy19.(56,7,8,9,15). Naleza do nich geny biatek
kaskady wzrokowej (PDE6A, CNGA1, arrestyna), geny biatek cyklu
wzrokowego rodopsyny (RPE65, RPLB1, ABCA4, RBP4, RGR i inne),
geny biatek strukturalnych fotoreceptoréw (ROM1, APIL) czy geny
mitochondrialne. Ostatnie badania ujawnity takze wystepowanie
mutacji w czynnikach uczestniczacych w procesie dojrzewania pre-m-
RNA (gen PRPF31, PRPC8, HPRP3) (3,4,13,16,17) czy czynnikach
transkrypcyjnych (gen CRX, NRL), ktérych produkty odgrywaja wazna
role we wczesnym rozwoju fotoreceptoréw (12,15).

Celem podjetych badan byfa identyfikacja w polskich rodzinach
ze zwyrodnieniem barwnikowym siatkéwki o autosomalnym domi-
nujacym sposobie dziedziczenia mutacji w genie rodopsyny i pery-
feryny, identyfikacia w wyselekcjonowanych polskich rodzinach
z RP o réznym sposobie dziedziczenia polimorfizmu populacyjnego
genu rodopsyny i peryferyny oraz analiza kosegregacji stwierdzo-
nych mutacji lub polimorfizmu genéw z fenotypem.

Materiat

W latach 1993-1995 dzieki wspdtpracy z Klinika Choréb Oczu
WAM w todzi wyselekcjonowano 36 pacjentéw pochodzacych
z 9 rodzin. Chorym wykonano badanie ERG, ostros$¢ wzroku do dali
i do blizy, pole widzenia na perymetrze Goldmanna, mierzono cisnie-
nie wewnatrzgatkowe, oznaczono prog adaptacji do ciemnosci oraz
badano dno oka. Stwierdzono réznice kliniczne pomiedzy rodzinami.
Na podstawie historii choroby sporzadzono rodowody badanych
rodzin i dokonano analizy sposobu dziedziczenia. Materiafem do
badan byto DNA wyizolowane z limfocytéw krwi obwodowej.

Ogotem wyizolowano DNA od 36 pacjentéw pochodzacych
z 9 rodzin.

Grupe kontrolng stanowito 10 prébek krwi od oséb zdrowych,
niespokrewnionych z badanymi rodzinami.

Metody

DNA z limfocytéw krwi obwodowej pacjentow izolowano
metodg fenolowa (14). Ocene jakosciows i iloSciowa preparatow
przeprowadzono metodg spektrofotometryczng przy diugosci fali
260 i 280 nm. Wydajnos¢ prébek wynosita 0,9-1,2 ug/ul. Wyizo-
lowane DNA, doprowadzone do stezenia 0,5 ug/ul w buforze TE,
przechowywano w temp. 4°C. DNA pacjentéw z adRP poddano
amplifikacji, przeprowadzajgc tancuchowa reakcje polimerazy
(PCR) dla poszczegolnych eksonow gendw rodopsyny i peryfery-
ny. Typowa mieszanina reakcyjna zawierata 100 ng genomowego
DNA, wode, bufor Cetus pH 8,4 (o sktadzie: 1n Tris, 1n MgCl,, 1n
KCl, 2% zelatyna), 0,25 uM kazdego startera, 200 uM kazdego
trifosforanu (dATP. dTTP, dCTPR. dGTP) oraz 2,5 U polimerazy Taq
(firmy Promega). Amplifikacje genu rodopsyny przeprowadzano
w 30 cyklach, stosujgc nastepujace temperatury przytaczania:
58°C dla eksonu 1., 63°C dla eksondw 2. i 3., 68°C dla eksonu 4.
(tab. 1). Amplifikacje genu peryferyny przeprowadzono w 30
cyklach, stosujac temperature przytgczania 60°C (sekwencje star-
terow umieszczono w tab. II).

Ekson i budowa primeru Wielkos¢
Exon and primer SZ uence produktu PCR (p2)
P q Product of PCR
Ekson 1A
5' TTCGCAGCATTCTTGGGTGG 3' (240-260)* 293
5' GCTAGGTTGAGCAGGATGTA 3' (533-513)
Ekson 1B
5' CATGTTTCTGCTGATCGTGC 3' (423-442) 295
5" ACTCTCCCAGACCCCTCCAT 3' (714-698)
Ekson 2.
5' CCGCCTGCTGACTGCCTTGC 3' (2417-2438) 220
5' GCTTCTTCCCTTCTGCTCAGTG 3' (2636-2615)
Ekson 3.
5' TTGGCTGTTCCCAAGTCCCT 3' (3759-3778) 315
5' TCCAGACCATGGCTCCTCCA 3' (4073-4054)
Ekson 4.
5' TCACGGCTCTGAGGGTCCAG 3' (4003-4022) 402
5' GAGTAGCTTGTCCTTGGCAG 3' (4365-4044)
Ekson 5.
5" AGTTCCAAGCACACTGTGGG 3' (5112-5131) 211
5' GGATGGGAGACGCCTATAGT 3' (5322-5303)

*Pary zasad genu rodopsyny, do ktérych przytacza sie primer. Dla kazdego eksonu
sekwencje primeréw podano kolejno dla nici sensownej i antysensownej.

*The pair bases of rhodopsine gene to which the primers are binded. The sequences
of each primers are presented for sense and antysense strand, respectively.

Tab. I
Tab. I.

Primery PCR stosowane do amplifikacji eksonéw genu rodopsyny.
The PCR primers used to amplification of rhodopsine gene exons.

Analiza produktéw PCR genu rodopsyny

i peryferyny

Produkty PCR genu rodopsyny badano metodg heteroduplek-
sow (PCR-HD) oraz dokonano analizy polimorfizmu dfugosci frag-
mentéw restrykcyjnych (PCR-RFLP) z wykorzystaniem odpowiednich
restryktaz (tab. III).
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Ekson i budowa primeru / Exon and primer sequence

Ekson 1.1.
5' AGCTGTGCTGTGGGAAGCAA 3!
5' TTCCATCTGGCATACTTGGC 3'

Ekson 1.2.
5' TGCTATCCTGTGTCTTCAAC 3'
5' TCTGACCCCAGGACTGGAAG 3

Ekson 2.
5" AAGCCCATCTCCAGCTGTCT 3'
5' TTACCCTCTACCCCCAGCTG 3

Ekson 3.
5' AGATTGCCTCTAAAATCTCCTCT 3
5' GGAGTGCACTCTTTCTCAGT 3'

Tab. Il. Primery PCR uzywane do amplifikacji eksonéw genu peryferyny.
Tab. Il. The PCR primers used to amplification of rhodopsine and periphe-
rin gene exons.

Dla genéw rodopsyny i peryferyny przeprowadzono takze ana-
lize polimorfizmu konformacji pojedynczych nici (PCR-SSCP) oraz
analize polimorfizmu powtérzen dinukleotydow (CA),..

Wyniki
U wszystkich badanych chorych zaobserwowano spadek ostro-
$ci wzroku do 5/25-5/50 i koncentryczne zawezenie pola widzenia.

U pacjentéw w bardziej zaawansowanym stadium choroby obser-
wowano charakterystyczny dla RP obraz dna oka. Na catym $rednim
obwodzie od pola plamkowo-tarczowego do réwnika wystepowaty
skupiska barwnika o wygladzie przypominajacym ksztatt komérek
kostnych. Tarcze nerwu wzrokowego byty blade, zanikowe, a naczy-
nia krwionos$ne siatkéwki — znacznie zwezone.

Analiza rodowodéw 6 rodzin wskazywata na autosomalng
dominujacg forme dziedziczenia RP (ryc. 1), w ktérej zmiany oftal-
moskopowe pojawiaty sie najpdzniej, a dziedziczenie choroby
wystepowato kolejno we wszystkich trzech pokoleniach. Pozostate
2 rodowody wskazywaty na posta¢ sprzezong z chromosomem X.
W przypadku jednej rodziny z powodu braku dostatecznej ilosci
informacji nie byto mozliwe jednoznaczne okreslenie sposobu dzie-
dziczenia.

Badania molekularne wykazaty, ze w przypadku dwu rodzin
przyczyng zwyrodnienia barwnikowego siatkéwki sg mutacje genu
rodopsyny. W genie peryferyny nie zidentyfikowano mutacji w zad-
nej z badanych rodzin. Zidentyfikowano natomiast dwa rodzaje
polimorfizmu zmiennosci par zasad: polimorfizm dfugosci odcinkéw
restrykcyjnych (ang. restriction fragments length polymorphism —
RFLP) genu rodopsyny w jego eksonie 1. (ryc. 2) oraz 3. (ryc. 3) oraz
populacyjny polimorfizm konformacji pojedynczych nici DNA (ang.
single strand conformation polymorphism — SSCP) eksonu 1. i 3.
genu rodopsyny (ryc. 4a, 4b) oraz eksonu 3. genu peryferyny (ryc.
5). Stwierdzone mutacje genu rodopsyny korelowaty z wystepowa-
niem choroby, podczas gdy oba rodzaje polimorfizmu populacyjne-

Rozpoznawana Haplotyp miejsca cigcia Haplotyp miesiaca ciecia
Enzym sekwencja Ekson Badana mutacja Obecnos¢ mutacji Brak mutagji
Enzyme Recognizable Exon Tested mutation Haplotype of incision place. Haplotype of incision
sequence Presence of mutation place. Lack of mutation
Dde | CHTNA Ekson 1. Thr-58-Arg Dodatkowe miejsce docelowe, Fragmenty o df. 149
(czes¢ A) fragmenty o dt.: 149 74i 70 pz i 144 pz
Apa | GGGCCYC Ekson 1. Gly-106-Trp Utracenie miejsca docelowego, Fragmenty o df. 192
(czes¢ B) fragment 295 pz i103 pz
Rsa | GTYAC Ekson 2. Arg-135-Leu Utracenie miejsca docelowego, | Obecne miejsce docelowe,
pojedynczy fragment 220 pz fragmenty 153 i 67 pz
Tag | TYCGA Ekson 3. Asp-190-Asn/Gly Utracenie miejsca docelowego, | Obecne miejsce docelowe,
pojedynczy fragment 315 pz fragmenty 225 i 90 pz
Rsa | GTYAC Ekson 3. Tyr-178-Cys lub Utracenie jednego miejsca Obecne miejsca docelowe,
mutacja w sekwencgji docelowego, fragmenty fragmenty o dt. 166, 93
GTA czeci intronowej 3' odt. 222 pzi 93 pz i 56 pz
Msp | ctcaa Ekson 3. Mutacja w kodonie 198. Utracenie jednego miejsca Obecne migjsca docelowe,
lub w sekwencji CCG docelowego, fragmenty fragmenty o dt. 110,
czesci intronowej 3' odt. 228 pzi 87 pz 118 87 pz
(w tych regionach nie opisano
dotad zmian nukleotydowych)
Msp | ctcaa Ekson 4. Ewentualne wystapienie Utracenie jednego miejsca Obecne migjsce docelowe,
mutacji w sekwendji CCG docelowego, fragment fragmenty o dt. 329 73 pz
czesci intronowej 5' o dt. 402 pz
Mspl clcaa Ekson 5. Ewentualne wystgpienie Utracenie miejsc docelowych, Obecne miejsca docelowe,
mutacji w kodonie 313. fragment o dt. 211 pz fragmenty o dt. 97 pz,
6252 pz
Tab. lll.  Endonukleazy stosowane w pracy.

Tab. lll.  Endonuclease used in this study.
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Wyniki analizy S5CP dmonu I cmaxd A genu radopsyny na
adu PAA z dodalldon 10P% dgicaymy. DNA podhods od
pacjentow z rodan: I I W, WIT i IN.
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Fig. 4 a. Polymorphism SSCP in rhodopsine gene exon |, part A.
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Ryc. 2. Polimorfizm RLFP eksonu 1. (cz. A) genu rodopsyny z zastosowa- Ryc. 4b. polimorfizm SSCP eksonu 3. genu rodopsyny.
niem restryktazy Dde. Fig. 4 b. Polymorphism SSCP in rhodopsine gene exon IIl.
Fig. 2. Polymorphism RFLP of exon I (art A) from rhodopsine gene with
use of restriction Ddel.
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Ryc. 3. Polimorfizm RLFP eksonu 3. genu rodopsyny w rodzinie IV. Ryc. 5. Polimorfizm SSCP eksonu 3. genu peryferyny.

Fig. 3. Polymorphism RFLP of rhodopsine gene exon IIl in family IV. Fig. 5. Polymorphism SSCP in perpherin gene exon Il

go nie korelowaty z objawami klinicznymi adRP. Polimorfizm natu- Dyskusja

ralnej zmiennosci par zasad wydaje sie czestg cechg genu rodopsy- Autosomalna dominujgca forma zwyrodnienia barwnikowego
ny, a mniej czesta cechg genu peryferyny. siatkowki jest najlepiej poznang postacia tej choroby, z tego tez
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Ryc. 6. Analiza heteroduplekséw genu rodopsyny.
Fig. 6. Results of analysis HD-PCR rhodopsine gene exon | (art B). Structu-
res of heteroduplex was not observed.

wzgledu doktadng analizg objeto pacjentéw z adRP. Amplifikacja
sekwencji kodujacych genu rodopsyny i niektérych nukleotydéw
flankujacych genu pozwolita na przeprowadzenie analizy wystepo-
wania ewentualnych mutacji genu rodopsyny i ich mozliwa korela-
cje z chorobg. Analiza eksonéw 1. -5. genu rodopsyny z wykorzy-
staniem metody wyszukiwania heteroduplekséw nie wykazata ist-
nienia tych struktur u zadnego z badanych pacjentéw, ujawniajac
petng komplementarnos¢ DNA z matrycg (ryc. 6). Wynik ten moze
by¢ jednak zwigzany ze zbyt maty rozdzielczoscig stosowanych
w pracy zeli poliakrylamidowych. Wiadomo jest, ze mutacja poje-
dynczej pary zasad moze spowodowac zanik lub powstanie nowe-
go miejsca rozpoznawanego przez dany enzym, czego wynikiem
jest polimorfizm dfugosci fragmentdéw restrykcyjnych (RFLP). Z dru-
giej strony mutacja w obrebie genu niedotyczaca miejsc docelo-
wych dla enzymu nie wptywa na zmiane dtugosci fragmentdw,
w ktorych jest odnajdywany dany gen. Dopiero analiza fragmentéw
restrykcyjnych DNA, uzyskanych z uzyciem réznych restryktaz, lub
zastosowanie dodatkowych metod badawczych, pozwalaja na usta-
lenie sprzezenia zmutowanego odcinka DNA z okres$lonym uktadem
miejsc restrykcyjnych i wykrycie mutagji.

W pracy, stosujac metode RFLP, dokonano analizy fragmentéw
restrykcyjnych genu rodopsyny i podjeto prébe ustalenia ewentual-
nego sprzezenia skorelowanej z RP mutacji w genie z okreslonym
haplotypem miejsc restrykcyjnych. Do badan wytypowano regiony,
zgodnie z doniesieniami z literatury, w ktérych czesto spotykane sa
mutacje punktowe w rodzinach anglosaskich. Wybrane restryktazy
i ich miejsca docelowe podano w tabeli Ill.

Zmiany nukleotydowe w eksonie 1. i 3. genu rodopsyny wykry-
to w przypadku dwu rodzin z adRP (rodzina | i IV). W eksonie 1.,
czesci A genu rodopsyny u dwdch pacjentéw z rodziny |, wykazuja-
cych petne objawy zwyrodnienia barwnikowego siatkowki, wysta-
pito dodatkowe miejsce docelowe dla enzymu Dde (ryc. 2). W wyni-
ku trawienia produktéw PCR genu otrzymano fragmenty 149, 74
i 70 pz. Taki uktad miejsc restrykcyjnych swiadczy o wystgpieniu
u tych chorych mutacji w kodonie 58. eksonu 1., czesci A. W przy-
padku pacjenta z rodziny | z klinicznie stwierdzonymi objawami RP
zaobserwowano polimorfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych
w produktach trawienia eksonu 3. genu rodopsyny enzymem
Rsa (ryc. 3). W wyniku trawienia powstaty fragmenty o dfugosci

Wiymiki deldroforezy produkbow PCR genwu
paryfayny z markeram D56 105 na 2alu PAA.
DA pochods od pademtiwz rodeine IV, VILI D
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Ryc. 7. Analiza sprzezen z markerem (CA), genu peryferyny.
Fig. 7. Results of analysis of conjugation with pripherine gene marker (CA)

n

222 i 93 pz zamiast 166, 93 i 56 pz. Dodatkowe miejsce docelowe
dla tego enzymu moze swiadczy¢ o wystepowaniu mutacji w kodo-
nie 178. lub sekwencji GTA czesci intronowej 3'. Zastosowanie do
analizy DNA pozostatych enzyméw (tab. Ill) nie ujawnito wystapie-
nia polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych w przypadku
pozostatych badanych pacjentow.

Pomimo niewielkiej liczby badanych zdecydowano sie na prze-
prowadzenie analizy sprzezen z markerami (CA),,. Badaniu poddano
prébki DNA pacjentéw z rodzin o autosomalnym, dominujacym
sposobie dziedziczenia RP oraz ich zdrowych krewnych. Sprzezenie
z markerem D6S 105 wykryto w przypadku genu peryferyny
w rodzinie VII. Chore dzieci oznaczone (P-4) i (P-6) maja te same
allele pochodzace od chorego ojca (P-3) (ryc. 7). Analiza DNA pozo-
statych os6b nie wykazata sprzezenia z markerami (CA),, zaréwno
w genie rodopsyny, jak i peryferyny, gdzie otrzymano taki sam
uktad alleli u 0séb zdrowych i chorych.

W przypadku wyselekcjonowanych pacjentéw dokonano anali-
zy polimorfizmu konformacji pojedynczych nici (SSCP) dla wszyst-
kich eksonéw genu rodopsyny i peryferyny. Liczny polimorfizm
naturalnej zmiennosci par zasad zaobserwowano u pacjentéw
pochodzacych z rodzin: I, I, V, VII, IX, w eksonie 1, czesci A genu
rodopsyny, w ktorym wystapit inny niz w kontroli ukfad konformadji
pojedynczych nici (ryc. 4a). Podobnie w eksonie 3. genu inny niz
w kontroli wzor konformacji prazkow u 0sb z rodziny V i IX swiad-
czy o wystepowaniu polimorfizmu naturalnej zmiennosci par zasad
w tym regionie genu (ryc. 4b). Analiza eksonu 2. genu rodopsyny
ujawnita zmieniony wzor prazkéw u jednego pacjenta z rodziny VII.
Wykazano takze, ze ekson 4. i 5. genu rodopsyny nie ujawnit cech
wystepowania polimorfizmu SSCP. Wzory konformacji prazkow sq
takie same u wszystkich badanych pacjentow.

Analiza SSCP eksonu 1. i 2. genu peryferyny nie wykazata poli-
morfizmu konformacji pojedynczych nici u zadnego z badanych
pacjentéw. Zmieniony ukfad prazkéw zaobserwowano natomiast
w produktach amplifikacji eksonu 3. pacjentow z rodziny I'i VII (ryc.
5). We wszystkich badanych przypadkach zmieniony ukfad konfor-
macji pojedynczych nici nie korelowat z choroba.

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze pomimo zastosowania
w pracy wielu technik badawczych, otrzymane wyniki, ujawniajace
mutacje w genie rodopsyny u pacjentéw z adRP, nie moga by¢ uzna-
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Analiza mutacji gendw rodopsyny i peryferyny u chorych z postacia autosomalng dominujaca zwyrodnienia barwnikowego siatkéwki w rodzinach polskich

ne za jednoznacznie pewne. Analizowane rodziny s mate, z niewy-
starczajacg liczbg pacjentéw oraz spokrewnionych z nimi oséb.
Z powodu niedostepnosci warsztatu nie przeprowadzono takze
reakcji bezposredniego sekwencjonowania produktéw PCR dla
poszczegdlnych fragmentéw genu rodopsyny. Badanie to pozwoli-
toby na okreslenie rodzaju zmian nukleotydowych w poszczegél-
nych fragmentach genu. Nalezatoby wiec przeprowadzi¢ dalsze
badania w celu identyfikacji zamian par zasad zmutowanych ekso-
néw genu rodopsyny.
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