mgr biotech. Joanna Walczak-Sztulpa

Identyfikacja molekularnego podfoza zespotu Sensenbrenner

(Cranioectodermal dysplasia)

Rozprawa doktorska

Promotor:
Prof. dr hab. med. Anna Latos-Bielenska

Katedra i Zaktad Genetyki Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Opiekun naukowy:
Prof. Hans-Hilger Ropers

Department of Human Molecular Genetics, Max Planck Institute for Molecular Genetics, Berlin
Miejsce Realizacji:

1. Katedra i Zaktad Genetyki Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

2. Department of Human Molecular Genetics, Max Planck Institute for Molecular Genetics, Berlin

Poznan 2012



Prof. dr hab. n. med. Annie Latos-Bielenskiej
za poswiecony czas I nieoceniong pomoc

w realizacji pracy doktorskiej,
Prof. Hansowi-Hilgerowi Ropersowi
za mozliwo$c zdobycia doswiadczenia

i mozliwos$c¢ rozwoju naukowego,

sktadam serdeczne podziekowania.



Bardzo dziekuje pracownikom Katedry i Zakfadu
Genetyki Medycznej za Zzyczliwo$¢ i mitg atmosfere
oraz wszystkim kolegom i kolezankom z Instytutu
Maxa Plancka w Berlinie: Justynie, Barbarze, Luci,
Agnes, Andreasowi, Larsowi, a przede wszystkim Lii
Moheb Abbassi za wsparcie i niezapomniane chwile, za

godziny dyskusji naukowych i nie tylko...



Nade wszystko dziekuje:

Moim Rodzicom

za nieustanng pomoc i motywacje,

Mojemu Mezowi Patrykowi

za wsparcie, cierpliwo$c i wyrozumiatoSc,

Mojemu Synkowi Mikotajowi

za to, ze dat mi site

I wszystkim, ktorzy zawsze mnie wspierali.



Spis tresci

1.1.
1.2.

1.2.1.
1.3.

1.3.1.
1.3.2.

1.3.3.
1.3.4.
1.3.4.1.
1.34.2.
1.3.4.3.
1.4.
1.5.
1.5.1.

3.1
3.2.
3.2.1.
3.2.1.1.
3.2.1.2.
3.2.1.3.
3.2.2.
3.2.2.1.
3.2.2.2.
3.2.3.
3.2.4.
3.2.5.
3.2.6.
3.2.7.
3.2.8.
3.2.9.

3.2.10.
3.2.11.
3.2.12.
3.2.13.
3.2.14,

WWSTEP ..ottt ettt b e sb ettt nree s 4
WrOdZONEe WaY FOZWOJOWE .....ceeeeeeiiieeieeeeeeeeeseieeteeeeesesessntsteeeeeeesesnnssseeeeeeesssnnsnsnneeeeesssnnns 4
Zespot Sensenbrenner — informacje 0gOINE ..........ccoiiiiiiiiieeee e 5
Podtoze genetyczne zespotu SENSENDIENNEr ...........eviiiiiiiiiiiiiie e 7
Rzeski — informacje 0gOINE.........coiii i 13
BUAOWE FZESEK ...t e 14
POAZIAE 1ZESEK ... . ———— 15
Ciliogeneza i mechanizm transportu wewnagtrzrzeskowego ..........ccccceevvvciviieereee e eccciien 16
LT 1] e =N == G 20
Funkcje rzesek rUChOMYCH ... 20
Funkcje rzesek NieruChOomMYCH ..........cooiiiiiiii e 22
Wystepowanie i rola rzesek w innych KomoOrkach ..., 25
(011 [To] o= 1= T TP PO PP PPPPPPRPPPPPP 26
Modele zwierzece chordb cztowieka ..o 30
Zebrafish (Danio rerio) jako model ZWIErZECY .........coccuviiiiiiiiiiiiiiic e 30
CELE PR A Y e 32
PACJIENCI I METODY ..o nan e e s 33
[ T [T o SR 33
1= (o T | PP P TP PPPPPPPN 36
[zolacja geNOMOWEGO DINA ...ttt s e e e e 36
Z krwi obwodowej z zastosowaniem Kitu FlexiGene DNA..........ccceiiiiiieiiiieee e 36
Z limfocytow krwi obwodowej metodg wysalania biatek .............cccccoiiiiiiie, 37
Z linii KomMOrkowych (lIMFOCYLY) ....eeeeiiiiiiieiiiie e 38
[ZOIACTA RINA ..ottt s et e s et b e e e e nb e e e e e nbre e e e neee 39
Z linii komorkowych (limfocyty, fibroblasty) z zastosowaniem Trizolu...........c.coccveeeinnene. 39
Z krwi obwodowej przy uzyciu Kitu PAXgENE ........coovvviiiiiiiii 39
Ocena ilosciowa i jakosciowa DNA T RNA ... 41
GEeNOLYPOWANIE DINA ... —————— 41
F N QT 1 [12= ] o] 4 == o 1 42
ProjeKtowani€ PriMEIrOW .......cccoiiiiiiie e 42
Reakcja tancuchowa pOlIMErazZY... ....ccccoeoieieieee e 42
Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR w Zelu agarozowym..........cccccceeeeviiivvnnnnnnnnn. 43

Oczyszczenie produktow PCR ze skladnikéw reakcji z zastosowaniem MiniElute PCR

PUMFICATION Kil....eeiiiiieee e 43
Ekstrakcja produktéw PCR z zelu z zastosowaniem MiniElute Gel Extraction Kit........... 44
SEKWENCIONOWREINIE .....eiiiiiiiie ittt ettt et e e e ettt e e sabb e e s sabb e e e e snbneeeesbbeeeean 44
Analiza wynikOw SEKWENCJONOWENIA ........coiiuiiiiiiiiiie et 45
SYNEEZA CDINA . . e e e e e s e e e e e e e e e e 46
L 1 0 47



3.2.15.
3.2.16.
3.2.17.
3.2.18.
3.2.19.
3.2.20.
3.2.21.
3.2.21.1.
3.2.21.2.
3.2.21.3.
3.2.21.4.
3.2.21.5.

4.1.
4.2,
4.3.
4.3.1.
4.3.2.
4.3.3.
4.3.4.
4.3.5.
4.4,
4.5,
4.6.
4.7,
4.8.
4.9,
4.9.1.
4.9.2.
4.9.3.
494,
4.10.
4.11.
4.12.

6.1.
6.2.

REAIFIME PCR ..ttt ettt e e et e e e snbe e e e e neee 48
Hodowla komaérkowa fibroblastOw SKOIY..........cooieiiiiiiie e 50
Analiza ilosci i dlugosci rzesek w fibroblastach skory..........ccccceeviiviiiiiiic e 52
Ocena przebiegu cyklu komérkowego i morfologii fibroblastow skory .........ccccceeevvinnneee. 53
Knockdown genu ift122 w modelu zwierzecym Danio rerio ..........cccceevvieeeeiiiieeeniciieeeen 53
Analiza profilu ekspresji catego GENOMU .........c.evviiiiiie e 54
ANANZA N SHICO 1.t e e e e e 56
[ OF T T o TP 56
Analiza zmian typu missens zidentyfikowanych w genie IFT122.........ccccccvvveveeeeeviicnnnnn, 56
Analiza zmian W SEKWENC]i INTFONOWE]........coiiiuiiiiiiiie ettt e e e e e e 58
ANANIZA M-TOI DNA......eeeee et e s b e e e ee e e e e 58
ANANIZA DAVID ...ttt 59
RTA A N || I PP PRPPPPPTTTT 60
ANANIZA SPIZEZEM.....eii it 60
Analiza genow KandydujaCyCh...........coouiiiiiiiiii e 62
ANALIZA GENU IFTL22. .. ettt e e s e e e e s e st e e e e e e s e s nnbaaeeeaeeessannnenes 63
ROAZING CED-OL......coiiiiiiieee ettt e e et e e e st e e e e aabreeeeneee 63
ROAZING CED-D2 ......coiiiiiiiee ettt ettt e e sttt e e st e e e e s nbe e e e e anbee e e e anbbeeeennees 70
ROAZING CED-03......coiiiiiiiie ettt et e ettt e e e sttt e e e sabe e e e e s nbee e e e anbeeeesanbbeeeennees 73
Lokalizacja zmian zidentyfikowanych w genie IFT122 .........ccoceiiiiiiieniiiiee e 76
Polimorfizmy zidentyfikowane w genie IFTL22.........ccooiiiiiiiiiie e 78
Ustalenie ojcostwa W rodzinie CED-03.......ccccooiiiiiiiiiiiie et ee e s siiireee s e e e e snnvnneeee s 79
R -P CR e 80
REAIFIME PCR ...ttt 86
Analiza ilosci i dlugosci rzesek w fibroblastach skory.........cccccceeiiiiiiiiiiiee e 89
Knockdown genu ift122 w modelu zwierzecym Danio rerio ........ccccccovevvvveeeeeeeieiiiivnnnenenn. 91
ANANZA N SHICO e 95
PCR N SHICO. ...ttt e e e 95
ANANIZA ZIMIAN MISSENS ....eiiiiiiiieiie et e s e s s e e e e e nnes 95
Ocena zmian W SEKWENC)i INTONOWE] .........eiiiiiiiiieiiiiii ettt 101
ANALIZA M-TOIA DNA......ceeeee et sab e e neee 103
Analiza profilu ekspresji catlego genomu z wykorzystaniem programu DAVID ............... 106
Ocena przebiegu cyklu komérkowego i morfologii fibroblastow skory ..........ccccceeeunneee. 109
Analiza genow kandydujacych IFT139, DYNC2H1 oraz IFT88........coccoveeiviiieiiiiieeee 114
PODSUMOWANIE ... e a e e e e 115
DY SKUS I A s 116
Identyfikacja molekularnego podtoza zespotu Sensenbrenner ..........ccccccevveeeieiciiieeennnnn. 116
Polimorfizmy zidentyfikowane w genie IFT122 w grupie pacjentéw z zespotem

ST ET=T 0] T (=T 1 1< T 118



6.3.
6.4.
6.5.
6.6.
6.7.
6.8.
6.9.

6.10.
6.11.
6.12.
6.13.
6.14.
6.15.

10.

10.1.
10.2.
10.3.
10.4.
10.5.
10.6.

11.
12.
13.
14.
15.
16.

16.1.
16.2.

16.3.

17.
18.

Ocena patogennosci zmian zidentyfikowanych w genie IFT122.........ccccviiiiiieiiiiinnne. 118

Ustalenie ojcostwa i heterozygota ztozona w rodzinie CED-03 ..........ccccccveeeiviiiiinnnnnnnn. 121
Fenotyp rzeskowy u pacjenta CED-0L/2 .........ccoccuiiiiiiee e e e 123
Model MYSi GENU IFLL22........ieiieee e r e e e s e e e e e e s e annrnnneeeee s 123
Model Danio rerio genU Ift122........ooi e 125
Analiza bioinformatyCzNa DAVID ........ouiiiiiiiiiiiie e ee e e e e e s e e e e e e e e anns 125
Analiza CyKIU KOMOIKOWEQO ........uuuiuieieieiiiiiiieiiieinieieieieieiernenenrernrererererneereressnnnnenrnrnnnrnnnnes 126
Analiza genéw kandydujgcych spoza locus dla CED ..........cccevevee i 127
Heterogenno$¢ zespotu SENSENDIENNET ..........eviiiiiiiiiiie e 129
Plejotropowy charakter zespotu Sensenbrenner i innych ciliopatii...........ccccccooviiiineen. 130
Korelacja genotyp-fenotyp w zespole Sensenbrenner i innych ciliopatiach.................... 134
Analiza pozostatych gendw odpowiedzialnych za zespét Sensenbrenner...................... 137
Terapia chordb rzeSKOWYCH ..........oiiiiii e 138
WVINTOSKI ettt e ettt sttt st st st sbnbnbnees 139
STRESZCZENIE ... .o 140
F N = 1Y I 2 ¥\ G L PP PT PP PTPRPRTRPRIN 141
ODCZYNNIKITBUFORY . 142
(010 (0747 o] 01| (I TP PP UPPPPRPPTN 142
ENZYMY e 143
2101 (o] VA N 0 [=To [T T PP PP PP PP POPPPPPPPPRP 143
ZESTAWY | IMATKEIY ..ttt ettt et s bt e s e et e s e e e e e bt e e e e b e e e e e neee 144
Materiaty jednorazowego UZYEKU ..........ccueiiiiiiiiiiiiiiie et 145
Programy komputerowe i bazy danyCh ..o 145
WYKAZ STOSOWANEJ APARATURY ..oitiiiiiiiiiiiiiieiiiiieieieieieieiereinreienereiersieinrereeennns 146
WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW..........cocooviiiiieicecccceeeeeeeeeeee e 147
SPIS RY CIN e 148
SPIS TABEL .. 150
BIBLIOGRAF A e 151
ZALACZNIKI ...ttt ettt e e st e e e et e e e st e e e e snbb e e e e anraeeeennees 158
Zgoda Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie badan.............ccccccvvvvveveenen, 158
Sekwencje primerow wykorzystanych do analizy genéw

(IFT2122, IFT88, IFT139, DYNCZHL) ...ueeiiiiieiee ittt e e seieteeee e e e e e e e e s e snnaaneeeaeees 161
Polimorfizmy zidentyfikowane w genach IFT88, IFT139, DYNC2HL ....cccccceevvvivivnennnnn. 168
CUTITICUIUM VLA ...t e e e e e e 171
SPIS PUBLIKACII ...ttt ettt ettt a et a e s st e e s st e e e s neaeeesnnneeees 173



WSTEP

1.  WSTEP

1.1. Wrodzone wady rozwojowe

Wrodzone wady rozwojowe wystepujg ogotem u okoto 2 do 4% noworodkow
I sg najczestszg przyczyng zgonow noworodkoéw i niemowlgt jak i rowniez
niepetnosprawnosci fizycznej i intelektualnej w okresie pézniejszym. Wady wrodzone
sg takze czestg przyczyng obumarcia zarodka lub ptodu i odpowiadajg za znaczacy
odsetek niepowodzen rozrodu. Ze wzgledu na stosunkowo duzg czestos¢ wystepowania
stanowig istotny problem medyczny, ekonomiczny i spoteczny.?

Za etiologie wrodzonych wad rozwojowych odpowiedzialne sg czynniki genetyczne
tj. aberracje chromosomowe, mikrorearanzacje genomowe, mutacje pojedynczych genéw
lub kilku genéw oraz czynniki srodowiskowe. Wsréd czynnikéw srodowiskowych wyrdznia
sie czynniki biologiczne (np. wirus opryszczki), chemiczne (np. niektore leki), fizyczne
(np. promieniowanie) oraz czynniki mechaniczne (np. wczesna amiopunkcja).
Wystgpienie wad wrodzonych moze byé rowniez uwarunkowane wieloczynnikowo.
Etiologia az 40-50% powaznych wad rozwojowych pozostaje nieznana. W powstaniu wad
wrodzonych o poznanej etiologii czynniki genetyczne odgrywajg istotng role.
Wady dzielimy na izolowane tzw. pojedyncze oraz na mnogie, charakteryzujace sie
wspoétwystgpieniem dwoch lub  wiecej wad. Ponadto wyrézniamy wady duze
uposledzajgce funkcjonowanie organizmu oraz wady mate, ktére nie majg powaznych
nastepstw klinicznych. Wady dzielimy réwniez na wady sporadyczne, ktére wystgpity
po raz pierwszy w rodzinie o nieobcigzonym dotychczas wywiadzie i wady rodzinne,
ktére wystepujg u przynajmniej dwoch  bliskich  krewnych  danej  rodziny.
Natomiast ze wzgledu na rodzaj mechanizmu patogenetycznego wady dzielimy na:
deformacje (powstajgce w wyniku dziatania czynnikbw mechanicznych na proces
rozwojowy np. stopy konsko-szpotawe), malformacje (powstajgce w wyniku dziatania
czynnikdbw wewnetrznych na proces rozwojowy np. rozszczep wargi i podniebienia),
dysrupcje (powstajgce w wyniku dziatania czynnikdw zewnetrznych na pierwotnie
prawidtowy proces rozwojowy np. zespot pasm owodniowych), dysplazje
(powstajgce w wyniku nieprawidtowego réznicowania sie komérek w tkanki np. dysplazje
kostne, dysplazje ektodermalne).® Najczesciej wystepujgcymi wadami wrodzonymi
sg wady serca oraz wady konczyn. Ze wzgledu na duzy udziat czynnikow genetycznych
w wystepowaniu wrodzonych wad rozwojowych istotng role odgrywa poznanie ich podtoza
genetycznego. Obecny postep biologii molekularnej pozwolit na identyfikacje nowych
gendw odpowiedzialnych za wystgpienie wielu rzadkich zespotow wad wrodzonych.

Identyfikacja podtoza genetycznego rzadkich choréb jest niezwykle wazna,
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poniewaz pozwala na udzielenie wiasciwej porady genetycznej i okreslenie ryzyka
wystgpienia choroby w rodzinie. Umozliwia réwniez poznanie funkcji i roli genéw
oraz biatek bedgcych produktem ich ekspresji, pozwala takze na okreslenie korelaciji
pomiedzy funkcjg danego biatka, a fenotypem obserwowanym u pacjentow.
Zrozumienie funkcji poszczegdlnych gendw i ich interakcji ma niewatpliwie ogromne

znaczenie dla stworzenia w przysztosci terapii genowe;j.

1.2. Zespot Sensenbrenner — informacje ogélne

Zespot Sensenbrenner (OMIM 218330, OMIM 613610, OMIM 614099, OMIM
6134378) znany réwniez jako Cranioectodermal dysplasia (CED) oraz jako zespét Levin |,
po raz pierwszy zostat opisany w 1975 roku przez Judith A. Sensenbrenner. CED jest
bardzo rzadkim zespotem wad wrodzonych (czesto$¢ wystepowania < 1 /1000 000
urodzen). Obecnie w pismiennictwie opisano ponad 30 pacjentow z tym zespotem.
Wiekszos¢ z nich to przypadki sporadyczne, opisano réwniez kilka przypadkéw
rodzinnych. Wystepowanie chorego rodzenstwa zaréwno pici meskiej jak i pici zenskiej
w jednej rodzinie wskazywato na autosomalny recesywny sposob dziedziczenia choroby.
Dotychczas podtoze molekularne zespotu Sensenbrenner byto nieznane.

Zesp6t Sensenbrenner charakteryzuje sie nieprawidiowosciami w budowie
i strukturze twarzoczaszki, uktadu kostnego oraz skory. Typowymi cechami tego zespotu
sa: niski wzrost, skrocenie konczyn, krétka i waska klatka piersiowa, brachydaktylia,
dolichocefalia, kraniosynostoza, tubulopatia nerkowa prowadzgca do niewydolnosci nerek
oraz zmiany ektodermalne tj. rzadko i wolno rosngce wiosy, cienkie ptytki paznokciowe,

mate i szeroko rozstawione zeby. Rozwdj intelektualny oséb z CED jest prawidtowy.*?*

Cechy kliniczne zespotu Sensenbrenner (OMIM 218330):

e autosomalny recesywny sposob dziedziczenia,
e waska klatka piersiowa,

o szewska klatka piersiowa,

e Kkrotkie zebra,

o krotkie kosci ramieniowe,

e Kkrotkie kosci strzatkowe,

e skrocenie blizszych czesci konczyn (gtéwnie ragk),
e Dbrachydaktylia,

o krotkie i szerokie palce dtoni i stop,

¢ klinodaktylia,

e pojedyncza bruzda poprzeczna dtoni,

e zwiekszona ruchomosc¢ w stawach,
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e Osteoporoza,

¢ dlugogtowie, tédkogtowie,

e kraniosynostoza,

e wystajgce czoto,

e wystajgca potylica,

e petne policzki,

o telekantus,

¢ hipoteloryzm,

e zmarszczka nakatna,

e szeroka nasada nosa,

e przodopochylone nozdrza,

e wywinieta dolna warga,

e gotyckie podniebienie,

e wystajgcy brzuch,

e dwuptatkowa zastawka aorty,

¢ hepatomegalia/niewydolno$¢ watroby/zwtdknienie watroby/torbiele watroby,
¢ postepujgca niewydolnosé nerek/zapalenie nerek,
e cienkie i krotkie paznokcie,

¢ hypodontia lub/i microdontia,

e niewlasciwe ustawienie zebow,

e dysplazja szkliwa,

o rzadkie i wolno rosngce wiosy,

e prawidtowy rozwoj intelektualny,

e w badaniach laboratoryjnych obnizony poziom wapnia we krwi.

Obraz kliniczny pacjentow z zespotem Sensenbrenner przedstawiono na rycinach
(Rycina 1-3).

Rycina 1.

Cechy kliniczne zespotu Sensenbrenner. Lewy panel: szescioletnia dziewczynka z zespotem
Sensenbrenner. Prawy panel: czteroletni chtopiec z zespotem Sensenbrenner. Obraz kliniczny
typowy dla zespotu: dolichocefalia, wystajgce czoto, zmarszczka nakatna, wywinieta dolna warga,
petne policzki, dysplazja dotyczaca wioséw i zebow.*



WSTEP

&0 | e ,,,,, f v "“'*4&\\

b

60

50 4 _

40

30 <N

20

)
P : e
LIRS i et e

2

Rycina 2.
Pacjenci z zespotem Sensenbrenner. Charakterystyczne skrocenie proksymalnych czesci kohczyn
(rizomelia), mata klatka piersiowa.*

Rycina 3.
Zmiany w obrebie dioni i stop w zespole CED. Krétkie dionie i stopy, szerokie paznokcie.”

1.2.1. Podtoze genetyczne zespotu Sensenbrenner

Do 2010 roku podtoze genetyczne zespotu Sensenbrenner nie bylo znane.
Obecnie  zidentyfikowano cztery geny, ktéorych ~mutacje odpowiedzialne
sg za wystgpienie CED: IFT122, IFT121, IFT144 oraz IFT43. Wszystkie kodujg biatka
IFT (ang. intraflagellar transport) nalezgce do kompleksu A uczestniczacego

w retrogradowym transporcie wewnatrzrzeskowym.?#2’
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CEDL1 - gen IFT122(WDR10)

Gen IFT122 (Intraflagellar transport 122, WDR10) zlokalizowany jest na dtugim
ramieniu chromosomu 3 w regionie 3921. Lokalizacje genu IFT122 przedstawiono

na rycinie (Rycina 4).

Chr 3
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Rycina 4.

Lokalizacja genu IFT122 na chromosomie 3. Zrédto GeneCards.

DNA genu IFT122 obejmuje 80,231 bp. Gen ten posiada 4 alternatywne
transkrypty. lzoforma 1 zbudowana z 31 eksondéw, a produktem ekspresji jest biatko
zbudowane z 1292 aminokwaséw o masie 147,4 kDa. |zoforma 2 zawiera 30 eksondw,
a produktem ekspres;ji jest biatko 0 masie 141,8 kDa zbudowane z 1241 aminokwasow.
Izoforma 3 i 4 zbudowane sg odpowiednio 29 i 27 eksondéw. Produktem ekspresji
transktyptu 3 i transkryptu 4 jest biatko zbudowane z 1182 aminokwasow o masie 134,9
kDa i biatko zawierajagce 1131 aminokwasow o0 masie 129,4 kDa. Izoforma 1 IFT122
posiada siedem domen WD40. Domeny WD40 zbudowane sg z 40 aminokwaséw
i zakonczone dwupeptydem Trp-Asp (W-D). Domeny WD40 petnig wazng role w interakcji
biatka-biatko i moga tworzy¢ tzw. platformy dla komplekséw biatkowych. Produkt ekspres;ji

genu IFT122 na przyktadzie izoformy 1 przedstawiono na rycinie (Rycina 5).

B

Legenda:

domena WD40

Rycina 5.

Produkt ekspresji genu IFT122 na przykiadzie izoformy 1. Rozmieszczenie oraz wielko$¢
poszczegbinych domen, zlokalizowanych kolejno w pozycji: domena WD40 1 - 39 aa,
42 — 108 aa, 110 — 156 aa, 158 — 197 aa, 199 — 238 aa, 396 — 431 aa. Zrédto HPRD
(Human Protein Reference Database).
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Analiza przeprowadzona na fibroblastach skéry pacjenta z zespotem
Sensenbrenner, u ktérego zidentyfikowano mutacje w obrebie genu IFT122 wykazata
zmniejszong ilos¢ i dtugosé rzesek w poréwnaniu do kontroli.??

Badania przeprowadzone na modelu Tetrahymena thermophilia wykazaty,
iz knockout genu IFT122A nie zaburza w istotny sposéb syntezy rzesek, natomiast
powoduje akumulacje biatek IFT (Ift88p, Ift172p) na koncu rzeski. Struktury rzesek
w tym modelu sg obecne, natomiast wystepujg one w zmniejszonej ilosci w poréwnaniu
do komérek typu dzikiego. Swiadczy to o tym, iz IFT122A jest zaangazowany
w retrogaradowy transport odbywajgcy sie wewnatrz rzesek.?®

Knockout genu Ift122 u myszy (nazywany sopb - sister of open brain) w uktadzie
homozygotycznym jest letalny okoto 13.5 dnia rozwoju embrionalnego.
Fenotyp obserwowany w tym modelu to m.in. wady cewy nerwowej, rozszczep
kregostupa, przerost tukdéw skrzelowych, niedorozwiniete oczy oraz polidaktylia
przedosiowa. Ponadto mutanty Ift122 wykazujg zaburzenia w tworzeniu prawidtowej
symetrii ciata. Struktury rzesek sg obecne, natomiast wystepujga w zmniejszonej ilosci
w porownaniu do typu dzikiego. Analiza rzesek przeprowadzona na embrionalnych
fibroblastach (MEFs mouse embryonic fibroblasts) wykazata, ze na koncach rzesek
dochodzi do akumulacji biatek Ift88 oraz Ift57 (nalezgcych do kompleksu B transportu IFT)
oraz czynnikow transkrypcyjnych Gli2 oraz Gli3. Zaobserwowano réwniez brak biatka
Ift140 nalezgcego do kompleksu A transportu IFT. Akumulacje biatka Ift88 na koncach
rzesek zidentyfikowano réwniez w obrebie rzesek znajdujgcych sie w wezle zarodkowym.
Badania te potwierdzajg, iz IFT122 peini wazng role w retrogradowym transporcie
z wewnatrzrzeskowym.?® Zmiany w obrebie rzesek w modelu mysim Ift122 przedstawiono

na rycinie (Rycina 6).

H
.

IFT140 o-tub  IFT140/

wild-type

HEE
Rycina 6.

Zmiany rzeskowe w modelu mysim genu Ift122. A. Rzeski w wezle zarodkowym. Wild-type — typ
dziki, sopb — mutant; skrocenie struktur rzesek i akumulacja biatek wzdtuz i na koncach rzesek
w porownaniu do typu dzikiego. B. Rzeski w neuroepitelium w 10.5 dniu rozwoju embrionalnego.
C. Widoczna akumulacja biatka ift88 w obrebie rzesek wezta zarodkowego u sopb w poréwnaniu
do typu dzikiego. D. Lokalizacja biatek kompleksu B IFT (Ift88, Ift57) oraz kompleksu A (Ift140)
w mysich embrionalnych fibroblastach. Skala: A-C 1 um i D 2 um.*
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CED2 - gen IFT121(WDR35)

Gen IFT121 (Intraflagellar transport 121) zlokalizowany jest na krétkim ramieniu

chromosomu 2 w pozycji 2p24.1. Lokalizacje genu przedstawiono na rycinie (Rycina 7).
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Rycina 7.

Lokalizacja genu IFT121 na chromosomie 2. Zrédto GeneCards.

DNA genu IFT121 obejmuje 79,872 bp. Gen ten posiada 2 alternatywne
transkrypty. lzoforma 1 posiada 28 eksondéw, a produktem jej ekspresji jest biatko
0 masie 133,5 kDa zbudowane z 1181 aminokwaséw. Natomiast izoforma 2 zbudowana
jest 27 eksondw, a produktem jej ekspresji jest biatko zawierajgce 1170 aminokwaséw
o masie 132,3 kDa. Produkt ekspresji genu na przyktadzie izoformy 1, ktéra zawiera pie¢

domen WD40 i jedno miejsce fosforylacji przedstawiono na rycinie (Rycina 8).

Legenda

domena WD 40 miejsce fosforylacji

Rycina 8.

Produkt ekspresji genu IFT121 na przyktadzie izoformy 1. Rozmieszczenie oraz wielkos¢
poszczegdinych domen, zlokalizowanych kolejno, w pozycji: domena WD40 4 — 42 aa, 60 — 99 aa,
104 — 143 aa, 147 — 184 aa, 482 — 519 aa oraz jedno miejsce fosforylacji. Zrédto HPRD.

Mutacje w obrebie genu IFT121 zidentyfikowano rowniez u pacjentéw z zespotem
krétkie zebro-polidaktylia typu V (SRP, ang. Short rib polydactyly type V).?

Knockout genu Wdr35 u myszy (nazywany yeti) jest letalny okoto 12.5 dnia
po zaptodnieniu. W modelu obserwowano m.in. polisyndaktylie, hypoplastyczne ptuca,
obrzek serca. Knockout Wdr35 charakteryzuje sie cechami typowymi dla defektow szlaku
przekaznikowego Hedgehog, petnigcego istotng role w procesie embriogenezy.
Endogenny WDR35 zlokalizowany jest w rzeskach oraz centrosomach.
Analiza przeprowadzona na fibroblastach mysich i ludzkich wykazata, iz brak biatka

WDR35 powoduje brak struktur rzesek w tych komérkach.?
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CED3 - gen IFT43(C140RF179)

Gen IFT43 (Intraflagellar transport 43) zlokalizowany jest na dtugim ramieniu
chromosomu 14 w pozycji 14924.3. Lokalizacje genu przedstawiono na rycinie
(Rycina 9).
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Rycina 9.

Lokalizacja genu IFT143 na chromosomie 14. Zrédio GeneCards.

Gen IFT43 posiada dwa alternatywne transkrypty 1 i 2 zbudowane odpowiednio
z 8 i 9 eksonow. Produktem transkryptu 1 jest biatko o masie 239,2 kDa sktadajace
sie z 213 aminokwaséw. Natomiast produkt ekspresji transkryptu 2 to biatko o masie
235,3 kDa zbudowane z 208 aminokwasoéw. Produkt ekspresji genu IFT43 na przyktadzie
izoformy 1 przedstawiono na rycinie (Rycina 10).

Rycina 10. .
Produkt ekspresji genu IFT43 na przyktadzie izoformy 1. Zrédto HPRD.

Analiza przeprowadzona na fibroblastach pacjenta z zespotem Sensenbrenner
wykazata akumulacje biatek (IFT88, IFT57) nalezgcych do kompleksu B transportu
wewnatrzrzeskowego, co potwierdza wazng role biatka [FT43 w transporcie

retrogradowym.**

CED4 - gen IFT144(WDR19)

Gen IFT144 (Intraflagellar transport 144) zlokalizowany jest na krétkim ramieniu

chromosomu 4, w pozycji 4p14. Lokalizacje genu przedstawiono na rycinie (Rycina 11).
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Rycina 11.

Lokalizacja genu IFT143 na chromosomie 4. Zrédto GeneCards.
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IFT144 zbudowany jest z 37 eksondéw. Produktem ekspresji jego jest biatko
0 masie 15,2 kDa zawierajgce 1342 aminokwasy. lIzoforma 1 posiada szes¢ domen WD40
oraz dwie domeny przezbtonowe TM (ang. tansmembrane domain). Produkt ekspres;ji

genu IFT144 na przyktadzie izoformy 1 przedstawiono na rycinie (Rycina 12).

T T
]

Legenda

T

domena WD 40 [ domena TM

Rycina 12.

Produkt ekspresji genu IFT144 na przykladzie izoformy 1. Rozmieszczenie oraz wielko$¢
poszczegodlnych domen, zlokalizowanych kolejno, w pozycji: domena WD 8 — 42 aa, 48 — 83 aa, 91
— 125 aa, 131 — 166 aa, 267 — 301 aa, 312 — 346 aa; domena TM 201 — 221 aa, 350 — 372 aa.
Zrodio HPRD.

Analiza struktur rzesek przeprowadzona na fibroblastach pacjenta z zespotem
Sensenbrenner wykazata zmniejszong ilos¢ i dtugos¢ rzesek w poréwnaniu do kontroli.
Mutacje w obrebie genu IFT144 zidentyfikowano rowniez u pacjenta z zespotem Jeune

oraz u pacjentéw nefronoftyzg.?

Mutacje zidentyfikowane u pacjentéw z zespotem Sensenbrenner

Geny, ktérych mutacje zidentyfikowano u pacjentéw z zespotem Sensenbrenner
(IFT122, |IFT121, |IFT43, |IFT144) nalezg do kompleksu A uczestniczgcego
w retrogradowym transporcie wewnatrzrzeskowym. Wiekszo$¢ zidentyfikowanych zmian
to mutacje typu missens lub mutacje missens w kombinacji z mutacjg typu nonsens,
zmiany ramki odczytu lub mutacjg splicingowa.?*?’ Mutacje zidentyfikowane u pacjentéw

z zespotem Sensenbrenner przedstawiono w tabeli (Tabela 1).
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Tabela 1. Mutacje zidentyfikowane u pacjentéw z zespotem Sensenbrenner.

Gen Mutacja Lokalizacja Pismiennictwo
IFT122 p.H143VfsX4 + p.W7C intron 6 + ekson 1 Walczak-Sztulpa
(WDR10) (heterozygota ztozona) et al. (2010)
p.S373F ekson 11
p.V553G ekson 15
p.19TfsX7 + p.E626G intron 2 + ekson 17 Gilissen et al. (2011)
(heterozygota ztozona)
IFT121
p.S168R + p.L641X ekson 6 + ekson 18 Hoffer et al. (2012)
(WDR35) (heterozygota ztozona)
p.A875T + p.P964LfsX15 ekson 23 + ekson 25 Gilissen et al. (2011)
(heterozygota ztozona)
p.L520P eksonl16 Bacino et al. (2012)
p.Y971C ekson 25 Hoffer et al. (2012)
IFT43 Arts et al. (2011)
p.M1_V21del ekson 1
(C140RF179)
IFT144 p.L710S + p.R1103X ekson 18 + ekson 20 Bredrup et al. (2011)
(WDR19) (heterozygota ztozona)

1.3. Rzeski - informacje ogéine

Rzeski (fac. cilia) to ewolucyjnie wysoce konserwatywne organelle komérkowe,
ktére wystepuja u wiekszosci organizmow eukariotycznych. Wyjatek stanowig rosliny
wyzsze oraz grzyby. U kregowcéw wystajg one ze szczytowej powierzchni prawie
wszystkich typow komorek, natomiast u bezkregowcow ich obecno$é ograniczona jest
jedynie do komorek nerwowych. Wysoka konserwatywnos$é sekwenciji, sktadu biatkowego
i ich struktury oraz funkcji sugeruje, iz rzeski powstaty w poczatkowym okresie ewolucji
komorek eukariotycznych. Istnieje kilka hipotez wyjasniajgcych pochodzenie rzesek.
Jedna moéwi, iz rzeski pochodzg od bakteryjnych endosymbiontéw. Druga hipoteza
to tzw. model autogeniczny powstania centrioli oraz struktur rzesek wewnatrz ewoluujgce;j
eukariotycznej cytoplazmy, z kolei trzecia hipoteza méwi, iz rzeski powstaty na skutek
dalszej specjalizacji cytoszkieletu. Znaczna cze$¢ wiedzy dotyczgca biologii rzesek

kregowcow pochodzi z badan nad organizmami modelowymi tj. Chlamydomonas
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reinhardtii oraz Caenorhabditis elegans. W zrozumieniu procesu powstawania rzesek
oraz ich prawidtowego funkcjonowania, a takze w poznaniu funkcji wielu genow
rzeskowych w ostatnich latach ogromne znaczenie zyskaty modele Mus Musculus,

Drosophila melanogaster, Xenopus laevis oraz Danio rerio.**®

1.3.1. Budowa rzesek

W 1835 roku Purkinje i Valentin opublikowali pierwszg prace naukowg dotyczaca
badan nad rzeskami ssakow. Dzieki odkryciu mikroskopu elektronowego w 1954 roku
Fawcett i Porter scharakteryzowali ich strukture.®*

Rzeski otoczone sg btong komérkowa. Szkielet rzeski tzw. aksonema potozona
jest w Srodkowej czesci i posiada 9 par mikrotubul A i B zbudowanych odpowiednio z 13
i 11 protofilamentéw. W $rodku walca znajdujg sie 2 mikrotubule potgczone mostkiem
taczacym oraz otoczone ostonkg centralng. Daje to charakterystyczny uktad mikrotubul
w aksonemie (9+2). Obwodowe pary mikrotubul potgczone sg ze sobg biatkiem neksyna.
Na mikrotubuli A znajdujg sie zewnetrzne i wewnetrzne ramiona dyneinowe,
ktére sg niezbedne do generowania sity motorycznej. Od par mikrotubul, odchodzg
promieniscie ku srodkowi biatkowe struktury tzw. szprychy utrzymujgce pary mikrotubul
w odpowiedniej pozycji i kontrolujgce kierunek ruchu rzesek. Aksonema zagtebia
sie do cytoplazmy i fgczy sie z ciatkiem podstawowym, bedgcym zmodyfikowang
centriolg. W miejscu potagczenia nazywanym strefg przejsciowg do par mikrotubul
dodawana jest jeszcze jedna mikrotubula tworzgc tzw. triplety mikrotubul.
W strefie tej wystepujg takze witdkna przejsciowe, tgczace pary mikrotubul z biong
komérkowa, zwang w tym miejscu pierscieniem rzeskowym. W 1956 roku De Robertis
i w 1957 roku Porter odkryli, iz rzeski w niektorych typach komoérek pozbawione sg pary
centralnej mikrotubul (9+0) i ramion dyneiny oraz nie posiadajg zdolnosci ruchu.?**

Strukture rzesek przedstawiono na rycinie (Rycina 13).
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A Peripheral B Outer dynein arm

microtubule pair

Central

Rycina 13.

Struktura rzesek. A. struktura rzeski (9+0) B. struktura rzeski (9+2)
Periphelial microtubule pair — zewnetrzna para mikrotubul, central microtubule pair — centralna para
mikrotubul, outer dynein arm — zewnetrzne ramie dyneinowe, inner dynein arm — wewnetrzne
ramie dyneinowe, nexin links — potagczenia neksynowe, radial spoke — szprycha.***’

Wiekszos¢ typdw komoérek ludzkich posiada jedng rzeske (ang. primary cilium).
Znane sg rowniez komorki wysoce urzesione, ktore zawierajg nawet 200-300 rzesek,
np. nabtonek wyscietajgcy jajowdd, czy tchawice. Na proteom rzeskowy sktada sie ponad
1000 réznych biatek.*

1.3.2. Podziat rzesek

Rzeski ruchome
e (9+2) - np. rzeski na powierzchni komorek nabtonka drog oddechowych, jajowodu,
ependymocytow,

e (9+0) - np. rzeski wystepujgce na powierzchni komorek wezta zarodkowego.

Rzeski nieruchome
e (9+0) - np. rzeski wystepujgce na powierzchni komoérek nerek, watroby, trzustki,
kosci, siatkdwki oka,

e (9+2) - np. stereocilium, kinocilia wystepujace uchu wewnetrznym.
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Wystepowanie rzesek ruchomych i nieruchomych w réznych komérkach

przedstawiono na rycinie (Rycina 14).

Female reproductive Male reproductive
Airways Brain system system
Respiratory cilia Ependymal cilia Fallopian tube cilia Sperm flagella

Embryo
Nodal cilia Motlle 9+2

|

Non-motile 9+2 =»|

" Inner ear
Kinocilium (red)
Stereocilia (green)

Kidney Bile duct Pancreas Bone/cartilage
Renal cilia Cholangiocyte cilia Pancreatic duct cilia Osteocyte/ Pholoreccp(or
chondrocyte cilia connecting cilia

< Motile 9+0

Non- mome 9+0

Rycina 14.

Wystepowanie rzesek ruchomych i nieruchomych w réznych tkankach.

Airways (respiratory cilia) - drogi oddechowe (rzeski na powierzchni komoérek nabtonka drég oddechowych), brain
(ependymal cilia) - moézg (rzgski na powierzchni ependymocytow), female reproductive system (follopian tube cilia) - zenski
uktad rozrodczy (rzeski wystepujace w nabtonku jajowodu), male reproductive system (sperm flagella) - meski uktad
rozrodczy (wi¢ plemnika), embryo (nodal cilia) - embrion (rzeski wystepujgce na powierzchni komérek wezta zarodkowego),
inner ear (kinoclium, stereocilia) - ucho wewnetrzne (kinoclium, stereocilia), kidney (renal cilia) - nerki (rzeski wystepujace
w tubulach nerkowych), bile duct (cholangiocyte cilia) - przwdd zoétciowe (rzeski na powierzchni cholangiocytéw), pancreas
(pancreatic duct cilia) - trzustka (rzeski w przwodach trzustkowych), bone/cartlige (osteocyte/chondrocyte cilia)
- kos¢/chrzgstka (rzeski na powierzchni osteocytéw/chondrocytéw), eye (photoreceptor connecting cilia) - oko (rzeski
laczace wystepujace w obrebie fotoreceptorow).*

1.3.3. Ciliogeneza i mechanizm transportu wewnatrzrzeskowego

W komérkach, na powierzchni ktorych stwierdzono obecnos¢ pojedynczej rzeski,
proces ciliogenezy jest scisle powigzany z cyklem komérkowym. Formowanie rzeski
odbywa sie w interfazie i rozpoczyna sie wtedy, kiedy centrosom migruje do apikalnej
czesci komorki, a matczyna centriola zakotwicza sie w btonie komérkowej, tworzac ciatko
podstawowe. Inicjacja procesu nastepuje w fazie G1. Rzeski formowane sg kiedy komaorki
znajdujg sie w fazie stacjonarnej (G,). W poczatkowych etapach tworzenia sie rzeski,
z Dbiatek syntetyzowanych w aparacie Golgiego powstaje trzon aksonemy.
Dalsze wydtuzanie rzeski wymaga sprawnego systemu transportu odpowiedzialnego
za przemieszanie sie materialdow niezbednych do jej budowy. Wiedzy na temat tego
bardzo skomplikowanego procesu, zwanego transportem wewnatrzrzeskowym IFT

(ang. intraflagellar transport), dostarczylty badania nad algg Chlamydomonas reinhardti.
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Rozpoczecie kolejnego podziatu komodrkowego wigze sie z ,demontazem” rzeski.
W fazie S dochodzi do duplikacji centrioli, ktére osiggajg dojrzatos¢ w fazie G2/M cyklu
komorkowego. Nastepnie centrosomy migrujg do przeciwlegtych biegunéw komorki
i uczestniczg w tworzeniu sie wrzeciona podziatowego.***°*® Mechanizm formowania

i resorpciji rzeski przedstawiono na rycinie (Rycina 15).

Ciliogenesis and

cell cycle

Centriole
duplication

Rycina 15.

Cykl komérkowy, a mechanizm formowania i resorpcji rzeski. Ciliogenesis and cell cycle
— ciliogeneza i cykl komérkowy; Centriole duplication — duplikacja centrioli; Go, G4, G,, S, M — fazy
cyklu komc’:rkowego.46

Transport IFT odbywa sie w dwoch kierunkach na mikrotubulach, ktérych koniec
(+) znajduje sie w czesci apikalnej rzeski, a koniec (-) w ciatku podstawowym.
Za transport w kierunku konhca (+) tzw. transport anterogradowy oraz w kierunku konca (-),
tzw. transport retrogradowy, odpowiedzialne sg dwie rodziny biatek motorycznych,
odpowiednio kinezyny oraz dyneiny. Do generacji ruchu wymagajg energii pochodzacej
z hydrolizy ATP. Biatka uczestniczgce w transporcie wewnatrzrzeskowym nalezg
do dwodch kompleksdw. Kompleks A uczestniczacy w retrogradowym transporcie
wewnatrzrzeskowym i kompleks B uczestniczacy w anterogradowym transporcie
wewnatrzrzeskowym. Biatka nalezgce do kompleksu A to IFT43, IFT121, IFT122, IFT139,
IFT140, IFT144. Natomiast biatka nalezgce do kompleksu B to IFT20, IFT27, IFT46,
IFT52, IFT57, IFT72/74, IFT80, IFT81, IFT88, IFT172. Porbwnawcza analiza genoméw
wykazata, iz geny kodujgce biatka IFT charakteryzujg sie wysokim stopniem
konserwatywnosci  wsrod  organizméw  eukariotycznych  posiadajgcych  rzeski
tj. C. elegans, D. melanogaster, M. musculus oraz H. sapiens oraz wykazata brak tych
genow u organizmdw eukariotycznych nie posiadajgcych rzesek takich jak wyzsze rosliny
i grzyby (Arabidospsis thaliana oraz drozdze). Wskazuje to, iz transport IFT jest wysoce
konserwatywnym procesem niezbednym do formowania i dojrzewania struktur

rzesek.37'40’42'47-52
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Transport anterogradowy

Przebiega przy udziale biatek nalezgcych do rodziny kinezyn, heterotrimerycznej
kinezyny-2 zbudowanej z dwoch podjednostek motorycznych KIF3A i KIF3B
oraz dodatkowo podjednostki KAP (ang. kinesin-associated protein)
oraz heterodimerycznej kinezyny-2 (KIF17). W transport ten zaangazowane sg takze
czagsteczki IFT kompleksu B. Transport w kierunku czesci apikalnej rzeski przebiega
wolniej w porownaniu z transportem retrogradowym. Mutacje w genach, ktorych produkty
biatkowe biorg udziat w transporcie anterogradowym, prowadzg na ogé6t do powstania

komorek pozbawionych rzesek.*’ !

Transport retrogradowy

Przebiega przy udziale biatek nalezgcych do rodziny dynein, cytoplazmatycznej
dyneiny 2, bedgcej kompleksem zbudowanym z 4 réznych podjednostek: fancucha
ciezkiego, zwanego DYNC2H1/DHC2 oraz tancucha  posredniego-lekkiego
DYNC2LI1/D2LIC oraz fancucha posredniego WD34 i ftancucha lekkiego LCS8.
W transport ten zaangazowane sg czgsteczki IFT kompleksu A. Mutacje w genach,
ktére kodujg wyzej wymienione biatka prowadzg na ogét do powstania krotszych
i nieprawidtowo funkcjonujgcych rzesek, z nagromadzonymi w ich czesci szczytowej
czasteczkami IFT 374751

Transport wewnatrzrzeskowy odbywa sie w sposob cigglty. Mechanizm regulujacy
wigczenie i wylgczenie poszczegolnych biatek motorycznych nie zostat jeszcze doktadnie
poznany. Najprawdopodobniej zwigzany jest z aktywacja/fosforylacjg
i dezaktywacjg/defosforylacjg biatek. Biatka uczestniczace w aktywacji kinezyny
i dezaktywacji dyneiny zlokalizowane sg u podstawy rzeski. Natomiast biatka
uczestniczace w dezaktywacji kinezyny i aktywacji dyneiny zlokalizowane
sg w na szczycie rzeski.*”** Mechanizm transportu wewnatrzrzeskowego przedstawiono

na rycinie (Rycina 16).
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> Cilium @ IFT particle
3 ,)\ ° Tubuiin
WA Ciliary

membrane
protein
=€ Cytoplasmic
dynein 2
«€ Cytoplasmic
dynein 1

Q>00900
S —
Retrograde IFT

=€ Kinesin2

Transition fbers

oN™

Rycina 16.

Mechanizm transport wewnatrzrzeskowego. Cilium — rzeska, anterograde IFT — transport
anterogradowy, retrograde IFT — transport retrogradowy, PM (plasma membrane) — btona
komérkowa, axoneme (9+0) — aksonema (9+0), transition fibers — widkna przejsciowe, distal
centriole — centriola dystalna, vesicle — pecherzyk, Golgi — aparat Golgiego, IFT particle
— czgsteczka IFT, tubulin — tubulina, Cliary membrane protein — biatko zwigzane z btong rzeski,
cytoplasmic dynein 2 — cytoplazmatyczna dyneina 2, cytoplasmic dynein 1 — cytoplazmatyczna
dyneina 2, kinesin 2 — kinezyna 2.*°

Transport IFT umozliwia rzeskom réwniez wykonywanie powierzonych im funkciji.
Utrzymuje ich prawidlowg strukture oraz zdolnos¢ ruchu. Ze wzgledu na to, iz na rzeskach
zlokalizowanych jest wiele receptoréw, majg one zdolno$¢ przekazywania sygnatéw,
a tym samym wspdtuczestnictwa w kilku waznych szlakach przekaznikowych.
Na podstawie badah na mutantach IFT stwierdzono, ze mutacje w genach kodujgcych
czasteczki IFT, czy biatka motoryczne, uposledzajg proces wydtuzania i/lub utrzymywania
prawidtowej budowy rzeski, a nawet powodujg ich brak, co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do wielu zaburzen, takich jak torbiele nerek, watroby, trzustki, retinopatia
barwnikowa, zaburzenia lateralizacji, przewlekte choroby drég oddechowych, wady uktadu
kostnego, ktoére sg typowymi objawami szeregu znanych zespotéw chorobowych
nalezgcych do tzw. ciliopatii. Obecnos¢ rzesek w niemalze wszystkich ludzkich
komoérkach powoduje, ze wady powstate na skutek ich dysfunkcji dotyczg wielu tkanek

i organow.>%°%%°
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1.3.4. Funkcje rzesek

1.3.4.1. Funkcje rzesek ruchomych

Ich gtéwng rolg jest transport ptynow zewnatrzkomoérkowych. Przypuszcza sie,

ze mogg one takze pemi¢ funkcje sensoryczne.**>%%"%8

Rzeski na powierzchni komérek wysciotki ependymocytéw

Posredniczg w przeptywie ptynu mozgowo-rdzeniowego, a ich ruch
najprawdopodobniej zapobiega powstawaniu wodogtowia. Badania przeprowadzone
na modelach zwierzecych wykazaly, iz mutacje w genach odpowiedzialnych
za prawidlowy ruch rzesek powodujg u myszy rozwdj wodogtowia. Hydrocefalia jest jedng
z wad rozwojowych wystepujgcych u pacjentdow z pierwotng dyskinezg rzesek.

Jednak doktadny mechanizm nie zostat jeszcze poznany.3%3%358

Rzeski na powierzchni komérek nabtonka wyscietajacego drogi oddechowe

Zsynchronizowany i uporzgdkowany ruch rzesek znajdujacych sie na powierzchni
komoérek nabtonka wyscietajgcego drogi oddechowe umozliwia ich oczyszczenie
oraz transport sluzu. U pacjentéw z PCD uposledzenie lub brak ruchu rzesek prowadzi
do przewlektych choréb uktadu oddechowego takich jak zapalenie zatok, zapalenie ucha
srodkowego, przewlektego kaszlu oraz astmy. Za pomocg mikroskopii elektronowej
zidentyfikowano, iz wiekszo$¢ defektow dotyczy catkowitego, bgdz czesciowego zaniku

ramion dyneiny, zaniku pary centralnej i defektéw szprych promienistych.3?3%>°
Rzeski a uktad rozrodczy

U mezczyzn z pierwotng dyskinezg rzesek nieptodnosS¢ najczesciej zwigzana
jest z brakiem ruchliwosci witek plemnikéw, ktérych struktura jest bardzo podobna
do klasycznej struktury rzesek ruchomych. Natomiast u kobiet proces ten jest bardziej
ztozony. Dotyczy on dysfunkcji rzesek komoérek nabtonka wyscietajgcego jajowdd,
ktorych ruch uczestniczy w transporcie oocytu, bgdz zarodka do macicy. Przypuszcza sie
takze, ze rzeski te petnig dodatkowo funkcje sensoryczne odbioru bodzcow ze srodowiska
zewnetrznego. Jednak mechanizm, w ktérym nabtonek jajowodu odpowiada na réznego

rodzaju stymulacje hormonalng, nie zostat catkowicie poznany.>*%°®
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Rzeski w wezle zarodkowym

Rzeski obecne na powierzchni komodrek wezta zarodkowego uczestniczg
w procesie ustalania prawidtowego potozenia organow, czyli ich wewnetrznej asymetrii.
Odwrotne utozenie trzewi tzw. situs inversus, okresla stan, w ktérym narzady znajdujg sie
po przeciwnej stronie w stosunku do ich prawidtowej lokalizacji. Czesto nieprawidtowe
potozenie organdw ciata jest jedyne czesciowe. Odwrotne potozenie trzewi jest jednym
z czestych symptomow wystepujgcych w chorobach rzeskowych, a w szczegodlnosci
zespotu Kartagenera. Istniejg dwie hipotezy opisujgce prawidtowy proces lateralizaciji.
Model ,dwdch rodzajow rzesek”, ktory zaktada, ze w wezle zarodkowym ruchome rzeski
znajdujg sie w jego czesci centralnej i generujg lewostronny przeptyw ptynu,
ktéry w skutek mechanicznej stymulacji pobudza rzeski nieruchome potozone na obrzezu
i wywotuje kaskade sygnatéw niezbedng do ustalenia sie prawidtowej pozycji narzgdéw.
Model gradientu morfogenu, ktéry zaktada obecnos¢ jedynie rzesek ruchomych,
ktére generujg lewostronny przeptyw hipotetycznego morfogenu oraz zawartych w nim
struktur pecherzykowych, zawierajgcych miedzy innymi kwas retinowy oraz biatka wazne
dla procesu sonic hedgehog. Modele te zostaty potwierdzone badaniami na organizmach
modelowych (m.in. myszy Ird, iv). Jednak mechanizm ten nie zostat jeszcze
jednoznacznie wyjasniony.*>**%9%? Model dwéch rodzajéw rzesek i model gradientu

morfogenu przedstawiono na rycinie (Rycina 17).

Rycina 17.

Funkcja rzesek w procesie lateralizacji. Model dwdch rodzajow rzesek i model gradientu
morfogenu. Right - prawy, left - lewy, NVP (nodal vesicular parcel) — pecherzykowy tadunek wezta
zarodkowego, extra embroyonic fluid — dodatkowy ptyn embrionalny, nodal flow — przeptyw
w weZle zarodkowym, epithelial cell — komérka epitelialna, intracellular Ca®* release
— wewngtrzkomoérkowe uwolnienie ca®, sensory cilia — rzeski sensoryczne, motile cilia — rzeski
ruchome.*
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1.3.4.2. Funkcje rzesek nieruchomych

Ich funkcjg jest odczytywanie sygnatbw ze $rodowiska zewnetrznego.
Stanowig swojego rodzaju antene umozliwiajgcg odpowiedz na stymulacje mechaniczng
lub chemiczng. Ze wzgledu na to, ze na ich powierzchni zlokalizowane sg roznego
rodzaju receptory, sg takze waznym elementem kilku istotnych szlakéw przekaznikowych
tj. Hh, Wnt, PCP oraz PDGFRaa.%3°"8

Rzeski a narzad wzroku

W komodrkach precikébw i czopkow siatkdbwki oka wystepujg rzeski
(ang. connecting cilium) o budowie aksonemy (9+0) fgczace segment wewnetrzny
zawierajgcy jgdro komoérkowe, rybosomy i inne struktury komérkowe z segmentem
zewnetrznym zwierajgcym rodopsyne i inne barwniki wzrokowe. Wszystkie komponenty
niezbedne do budowy i prawidtowego funkcjonowania segmentu zewnetrznego
sg syntetyzowane w segmencie wewnetrznym, a nastepnie transportowane wzdtuz rzeski
za pomoca transportu wewnatrzrzeskowego IFT. Dysfunkcje w transporcie IFT powodujg
obumieranie komoérek fotoreceptoréw i postepujgcg utrate wzroku. Retinopatia
barwnikowa lub dystrofia czopkowo-precikowa sg typowymi cechami klinicznymi wielu
znanych ciliopatii, jak np. zespotu Bardeta-Biedla, zespotu Meckela oraz zespotu

32,39,53,63,64

Alstroma. Strukture  komorki  precika  oraz  przebieg  transportu

wewnatrzrzeskowego przedstawiono na rycinie (Rycina 18).

Outer
segment

Q Kinesin-li

E> Cytoplasmic
Comectig dynein-2/-1b

Connecting cilium  oyter segment

W IFT particle

[| Axoneme
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DI:] Basal body

Inner segment

Rycina 18.

Struktura komorki precika siatkdwki. Nucleus — jgdro, synaptic terminal — zakonczenie
synaptyczne, inner segment — segment wewnetrzny, connecting cilium — rzeska tgczgca, outer
segment — segment zewnetrzny, RPE (retinal pigment epithelium) cell — komérka nabtonka
siatkdwki zawierajgce pigment, BM (Brusch’s membrane) — btona Brusch’a, kinesin Il — kinezyna Il,
cytoplasmic dynein-2/-1b — cytoplazmatyczna dyneina-2/-1b, IFT particie — czagsteczki IFT,
axoneme — aksonema, transition zone — strefa przejsciowa, basal body — ciatko podstawowe.*
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Odbiér bodzcéw mechanicznych

Badania przeprowadzone na organizmach modelowych oraz liniach komorkowych
wskazujg, ze rzeski wystepujgce na powierzchni komdrek budujgcych struktury
kanalikowate takie jak np. kanaliki nerkowe, przewod zotciowy w watrobie i przewdd
trzustkowy sg zdolne do odpowiedzi na bodzce mechaniczne.
U pacjentéw z wielotorbielowatoscia nerek (ang. polycystic kidney disease, PKD)
zidentyfikowano mutacje w genach kodujgcych policystyne-1 i policystyne-2. Sg to biatka
budujgce kanat jonowy selektywny wzgledem jonéw wapnia i sg zlokalizowane w btonie
rzeskowej. W prawidtowych warunkach uginanie sie rzesek na powierzchni komorek
nabtonka kanalikéw nerkowych pod wptywem przeptywu moczu powoduje otwarcie kanatu
jonowego, a tym samym wzrost wewnatrzkomdérkowego poziomu Ca?.
Kontrolowany przeptyw wapnia bierze udziat w regulacji réznicowania sie, proliferacji
i apoptozy komorek. Zaburzenia tych proceséw moga prowadzi¢é do nadmiernych
podziatow komorkowych oraz wytworzenia torbieli wypetnionych ptynem, ktére stopniowo
zastepujg zdrowg tkanke, a w konsekwencji prowadzg do zwyrodnienia
wielotorbielowatego nerek. Podobny mechanizm jest odpowiedzialny za wytworzenie cyst
w obrebie watroby i trzustki. Zaburzenia ze strony nerek wystepujg w wiekszosci
zespotdw rzeskowych takich jak np. zespodt wielotorbielowatosci nerek dziedziczony
w sposob autosomalny recesywny oraz autosomalny dominujgcy, zespét Bardeta-Biedla,
Meckela, Jubert, Jeune oraz zespot Sensenbrenner,3%39:46:49.53,59,65.66

Morfologie nerek w réznych zespotach rzeskowych przedstawiono na rycinie (Rycina 19).

Rycina 19.

Morfologia nerek w zespotach rzeskowych. A. nerka dziecka z zespotem wielotorbielowatosci
nerek dziedziczonym w sposob autosomalny recesywny (ARPKD) B. nerka osoby dorostej
z zespotem wielotorbielowatosci nerek dziedziczonym w sposéb autosomalny dominujacy
C. Nerka pacjenta z nefronoftyzg.*®
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Kontrola szlakéw przekaznikowych

Sygnaly pochodzgce ze s$rodowiska zewnetrznego jak np. odbiér bodzcow
mechanicznych, czy zwigzanie ligandow z receptorami na powierzchni btony rzeskowej
mogg  zostaC  przeksztatcone  wewnagtrz  rzeski w  kaskade  sygnatow.
Prawidtowe funkcjonowanie i struktura rzesek ma wptyw na przebieg trzech waznych
Sciezek przekaznikowych tj. Hedgehog (Hh), Wingless (Wnt) i receptor ptytkowego

wzrostu alfa (PDGFRa), petnigcych bardzo wazng role podczas procesu embriogenezy.
67-69

Hedgehog (Hh)

Petni bardzo wazng role w rozwoju embrionalnym, uczestniczac w procesie
lateralizacji, neurogenezy, rozwoju kosci, serca poprzez regulacje proliferacji
i réznicowania sie komorek. U organizmoéw dorostych petni wazng funkcje
w dojrzewaniu tzw. niszy komorek macierzystych oraz w utrzymaniu homeostazy tkanek.
W procesie zasadniczg role odgrywa ligand hedgehog oraz dwa receptory zlokalizowane
na membranie rzeski: Patched-1 (Ptchl) oraz Smoothened (Smo) oraz czynniki
transkrypcyjne glioma (Gli). Zaburzenia szlaku Hh prowadzg do rozwoju polidaktylii,
defektéw twarzowo-czaszkowych, wad rozwojowych kos¢ca oraz do raka
podstawnokomérkowego skéry, najczedciej wystepujgcego nowotworu u cztowieka.
Niewtasciwa aktywacja onkogenéw Gli moze powodowac¢ transformacje komorek poprzez
bezposrednig regulacje ekspresji gendw kontrolujgcych wzrost komorek, sugerujgc,
iz niewtasciwy przebieg procesu Hh petni wazng role w procesie nowotworzenia wielu

tkanek takich jak np. moézgu, ptuc i trzustki. 3397636770

Wingless (Wnt)

Wnt odgrywa bardzo wazng role procesie embriogenezy. Sygnat zalezny
od biatek nalezgcych do rodziny Wnt jest przekazywany w komorce poprzez rézne
$ciezki. Dwie z nich sg bezposrednio zwigzane z rzeskami. Sciezka kanoniczna,
ktéra zalezna jest od (-kateniny i kontroluje proces proliferacji komérek oraz przebieg
cyklu komorkowego. Natomiast Sciezka niekanoniczna kontroluje migracje i polaryzacje
komorek, wptywajac na prawidtowg morfogeneze narzgdoéw. U pacjentéw z zaburzeniami
szlaku Wnt stwierdza sie m.in. encefalopatie, wady cewy nerwowej, otwarte powieki

oraz torbiele nerek, 53676971
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Receptor pfytkowego czynnika wzrostu alfa (PDGFRa)

PDGFRa (ang. Plateled derived growth factor receptor alpha) reguluje procesy
apoptozy, proliferacji, migracji komoérek podczas embriogenezy i podczas rozwoju
postnatalnego. Uczestniczy takze w dojrzewaniu, wzroscie tkanek oraz gojeniu ran
u osobnikoéw dorostych. Odgrywa takze istotng role w utrzymaniu homeostazy tkanek.
Receptor PDGFRa zlokalizowany jest w obrebie rzeski. Zaburzenia szlaku PDGFRa
prowadzg m.in. do Smierci zarodka, wad rozwojowych centralnego uktadu nerwowego,

wad narzgdowych oraz do rozwoju nowotworéw i do choréb naczyniowych,®"%%6769.72

1.3.4.3. Wystepowanie i rola rzesek w innych komérkach

Struktury rzesek zlokalizowane sg w obrebie neuronéw odbierajgcych bodzce
zapachowe, ktére obecne sg w blasze sitowej mozgu. Zaburzenia rzesek uczestniczacych
w odbiorze bodzcow zapachowych powodujg anosmie charakteryzujaca sie catkowitym
brakiem wechu lub hiposmie zwigzana ze zmniejszong zdolnoscig odczuwania zapachow.
Zaburzenia zwigzane z odczuwaniem zapachow stwierdzono w pacjentéw z zespotem
Bardeta-Biedla.**®°

Rzeski obecne sa w rozwijajacych sie kosciach zaréwno w komoérkach
ektodermalnych jak i mezenchymie, uczestniczagc w przekazywaniu sygnatéw waznych
dla rozwoju embrionalnego. Rzeski nieruchome (9+0) obecne sg w osteocytach
i chondrocytach. Ich wystepowanie oraz petniona funkcja zwigzana jest z pojawieniem
sie zaburzen w obrebie uktadu kostnego w zespotach rzeskowych takich jak np. zespét
Sensenbrenner, Jeune i zespét Ellisa van Crevelda.>®"

Obecnos¢ rzesek w roznych rodzajach neuronéw zwigzana jest z wystgpieniem
niepetnosprawnosci intelektualnej u pacjentéw, np. z zespotem Bardeta-Biedla oraz
Jubert.*®

Rzeski obecne sg rowniez w neuronach podwzgodrza, ktore zwigzane
sg z regulacjg taknienia, co moze by¢ powodem wystgpienia otylosci u pacjentéw
z zespotem Bardeta-Biedla oraz Alstroma. Mechanizm odpowiedzialny za powstanie
otylosci nie zostat jeszcze szczegdtowo poznany.®*

Obecno$¢ rzesek stwierdzono rowniez w  komorkach  odontoblastéw
i ameloblastdow gdzie biorg udziat w prawidtowej morfogenezie zebow.”* "
Natomiast obecnos¢ rzesek w skorze jest zwigzana z prawidtowym wytworzeniem

mieszkéw wiosowych.”® "
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Rzeski obecne sg réwniez w takich komérkach jak kardiomiocyty, gdzie petnig
wazng role w procesie morfogenezy serca, co moze mie¢ zwigzek z wystgpieniem
np. kardiomiopatii u pacjentéw z zespotem Alstroma.”®"

Struktury rzesek (9+0) obecne sg takze w embrionalnych komodrkach
macierzystych. Ich funkcja w tych komérkach nie zostata jeszcze doktadnie
scharakteryzowana, ale najprawdopodobniej uczestniczg one w procesie réznicowania

i proliferacji komérek.®

1.4. Ciliopatie

Ciliopatie (ang. ciliopathies, cilia-related diseases) jest to grupa chordb,

w ktérych patogenezie zasadniczg role odgrywa nieprawidiowe funkcjonowanie rzesek.
Posiadajg one wiele wspoélnych cech Kklinicznych tj. torbiele nerek czy zwyrodnienie
siatkéwki, ktére obecne sg w wiekszosci zespotéw rzeskowych.
Choroby te charakteryzuja sie wysokg heterogennoscia oraz plejotropowoscia.
Do znanych ciliopatii zalicza sie m.in. pierwotng dyskineze rzesek, zespdt
wielotorbielowatosci nerek, zespot Bardeta-Biedla, zespot Meckela oraz zespét Jubert.
8618086 Manifestacje kliniczng oraz charakterystyke poszczegéinych zespotéw
rzeskowych przedstawiono na rycinie (Rycina 20) oraz w tabeli (Tabela 2).
Wedtug analizy przeprowadzonej na podstawie obrazu klinicznego 127 réznych zespotéw
stwierdzono, iz najprawdopodobniej istnieje okoto 102 réznych choréb rzeskowych,
z ktérych dotychczas okoto 14 zostato udowodnionych.>
Podziat ciliopatii:
1. Dotyczace dysfunkcji rzesek ruchomych (9+2)

- zespot Kartagener (PCD, Kartagener syndrome)
2. Dotyczace dysfunkcji rzesek nieruchomych (9+0)

- zespot wielotorbielowatosci nerek (ARPKD/ADPKD, Autosomal recessive/dominant
polycystic kidney disease)

- zespot Alstroma (ALSM, Alstrom syndrome)

- zespét Bardeta-Biedla (BBS, Bardet-Biedl syndrome)

- zesp6t Jeune (JATD, Jeune syndrome)

- zespot Joubert (JBS, Joubert syndrome)

- zespo6t Meckela (MKS, Meckel syndrome)

- zespot nefronoftyza (NPHP, Nephronophthisis)

- zespot Seniora-Loken (SNLS, Senior-Loken syndrome)

- zespodt Ellisa van Crevelda (EVC, Ellis van Creveld syndrome)

- zespot Sensenbrenner/Cranioectodermal dysplasia (CED, Sensenbrenner syndrome)

- zespot ustno-twarzowo-palcowy typu | (OFD1, Orofaciodigital syndrome 1)

- zespot krotkie zebro-polidaktylia (SRP, Short-rib polydactyly syndrome)
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Hydrocephalus:

PCD, OFD1

Mental retardation:

BBS, NPHP, JBTS, CORS

Retinal defect/degeneration:

PCD, BBS, MKS, NPHP,

JBTS, ALMS, LCA, CORS
Craniofacial defect:

OFD1
Cardiac defect:
Rib/thoracic skeleton defect: :gSPE»\\IEMgBS MKS,
JATD, EVC »

Lung or airway defect:
PCD, BBS, MKS, NPHP

Liver cysts: &
MKS, NPHP, JBTS, &3 Pancreatic cysts:
ALMS, CORS S5 NPHP
Cystic kidneys:
PKD, JATD, OFD1, BBS,
SX’:"[’)IC e defocl ( MKS, NPHP, JBTS, ALMS,
‘ CORS
Polydactyly:
JATD, OFD1, Sterility or genital defect:

EVC, BBS, JBTS 4 "‘ PCD, BBS, MKS, JBTS

Rycina 20.

Manifestacja kliniczna poszczegodlnych zespotéw rzeskowych. Hydrocephalus - wodogtowie,
mental retardation - niepetnosprawnos¢ intelektualna, cardiac defect - wady serca, lung
and airways defect - wady ptuc oraz uktadu oddechowego, cystic kidneys - torbielowato$¢ nerek,
sterility or genital defect - bezptodnos$é¢ lub wady narzadéw rozrodczych, polydactyly - polidaktylia,
pelvic bone defect - defekty kosci miednicy, liver cyst - torbiele watroby, rib/thoracic defect - wady
uktadu kostnego zeber i klatki piersiowej, craniofacial defect - wady twarzoczaszki, retinal
defect/degeneration - wady siatkdwki. Torbiele nerek oraz zwyrodnienie siatkowki sa
charakterystyczne dla wiekszosci ciliopatii takich jak np. JATD, BBS, MKS, NPHP, JBTS, ALMS
oraz CED. Natomiast zmlany W obrebie uktadu szkieletowego sg charakterystyczne dla JATD,
OFD1, EVC, ALMS oraz CED.*
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Tabela 2. Przeglad znanych ciliopatii.

Charakterystyka poszczegoélnych ciliopatii

58,61,80-89

Nazwa zespotu

Cechy kliniczne

Gen(y)

Pierwotna dyskineza rzesek

situs inversus,
zapalenie zatok,
rozszerzenie oskrzeli,

bezptodnos¢

DNAI1,DNAHS5,
DNAH11,DNAI2, KTU,
TXNDCS3, LRRC50,
DNAL1,RSPH9,
RSPH4A, CCDC40,
CCDC39

Zespot wielotorbielowatosci nerek

torbiele nerek
zwtoknienie watroby

PKD1
PKD2
PKHD1

Zespot Alstroma

otytos¢, niski wzrost,
zwyrodnienie siatkowki,
utrata stuchu,
cukrzyca typu 2,
hipogonadyzm, kardiomiopatia,

ALMS1

Zespot Bardeta-Biedla

otyto$¢, torbiele nerek,
zwyrodnienie siatkowki,

niepetnosprawnosc intelektualna

BBS1-16, THM1

Zespot Jeune

niski wzrost, skrécenie konczyn,

skrocenie zeber, waska klatka
piersiowa, brachydaktylia,
polidaktylia, torbiele nerek,

zwyrodnienie siatkowki

IFT80
IFT144
DYNC2H1
THM1

Zespot Joubert

ataksja, opdznienie umystowe
nadcisnienie, rozszczep wargi
i podniebienia, barwnikowe

zwyrodnienie siatkowki

JBTS1-10,
KIF7, TCTN2, ATXN10,
THM1
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torbiele nerek,
wady rozwojowe osrodkowego

ukfadu nerwowego,

MKS1-6, MKSS8,
Zespot Meckela zwidknienie watroby, THM1
wrodzone wady serca,
polidaktylia,
rozszczep podniebienia
) NPHP1-11,
Nefronoftyza torbiele nerek
THM1

Zespot Seniora-Loken

torbiele nerek,

NPHP1, NPHP4-6,

retinopatia barwnikowa NPHP10
niski wzrost, skrocenie zeber,
olidaktylia, zmian
Zespot Ellisa van Crevelda P y Y EVC1
ektodermalne, EVC2
zaburzenia sercowo-naczyniowe
dysmorfia twarzy,
kraniosynostoza, dolichcefalia,
. IFT122
brachydaktylia,
Zespdt Sensenbrenner yaarty IFT121
skrdcenie kohczyn, IFT43
. IFT144
zaburzenia ze strony nerek,
zmiany ektodermalne
rozszczep wargi i podniebienia,
) wady w obrebie twarzoczaszki,
Zespo6t ustno-twarzowo-palcowy ) ) )
polidaktylia, syndaktylia, OFD1
typu | .
torbiele nerek,
niepetnosprawnosc intelektualna
hipoplazja klatki piersiowej,
. fer : . Popiazl P ) DYNC2H1
Zespot krotkie zebro-polidaktylia polidaktylia, skrécenie kosci NEK1
IFT121

dtugich

29



WSTEP

1.5. Modele zwierzece choréb cziowieka

W badaniach nad zrozumieniem patogenezy wielu choréb cziowieka zaréwno
na poziomie komorkowym jak i molekularnym wykorzystuje sie modele zwierzece.
Najczesciej wykorzystywanymi modelami chordb cziowieka sg modele mysie
(Mus musculus), muszki owocowej (Drosophila  melanogaster), nicieni
(Caneorhabditis elegans) oraz Zzaby szponiastej (Xenopus laevis). W ostatnim czasie

bardzo popularne staty sie rowniez modele rybki danio (Danio rerio).

1.5.1. Danio pregowany (Danio rerio) jako model zwierzecy

Danio pregowany jest stodkowodng rybg z rodziny karpiowatych, wystepujaca
w ptonocnych Indiach, Pakistanie i Nepalu. Wykorzystywany jest jako model w badaniach
nad rozwojem i fizjologia kregowcoéw oraz choréb cziowieka. W stosunku do innych
organizméw modelowych tj. Mus Musculus, Drosophila melanogaster oraz Caneorhabditis
elegans posiada wiele zalet. Rozwoj Danio rerio jest bardzo podobny do embriogenezy
wyzszych kregowcow, takze cziowieka. Charakteryzuje sie tatwym procesem
rozmnazania i krétkim cyklem zyciowym oraz duzg liczbg potomstwa. Stadium od jaja
do larwy osigga w okresie ponizej trzech dni, natomiast dojrzatos¢ piciowag w ciggu trzech
miesiecy. Etapy embriogenezy Danio rerio przedstawiono na rycinie (Rycina 21). Ponadto
jego ciato na wczesnych etapach rozwoju jest przejrzyste, co pozwala na obserwacje
procesu embriogenezy oraz organéw wewnetrznych. Dotychczas w oparciu o Danio rerio
stworzono szereg modeli choréb oraz zespotéw o podtozu genetycznym wystepujgcych
u cztowieka tj. choroby uktadu krwiotwdrczego, choroby nerek, serca, oczu oraz wiele
innych. Ponadto modele zebrafish mogg byé réwniez wykorzystywane w celu tworzenia
oraz testowania nowych lekéw oraz efektywnej terapii dla wielu chorob wystepujgcych

u czlowieka. %%

Rycina 21.

Etapy embriogenezy Danio rerio. A. stadium jednej komdrki; B. stadium  koputy
(5hpf- 5h po zaptodnieniu); C. 12 somitow (15h); D. 20 somitéw (20h); E. Dorosty Danio
pregowany. Skala A-D= 200um; E=0.5cm. Zrédto http://www.zfin.org
oraz http://www.bio.umass.edu
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Jednym ze sposobow stworzenia modelu rybiego danio (Danio rerio)
jest zastosowanie antysensownego oligonukleotydu morfolino (MO), modyfikujgcego
poziom ekspresji badanego genu. MO s3g analogami DNA, najczesciej o diugosci 25
nukleotydow i sg komplementarne do sekwencji RNA danego genu. W swojej strukturze
zamiast deoksyrybozy posiadajg morfoling, a zamiast grupy fosforanowej fosforamid.
Charakteryzujg sie wysokg stabilnoscig biologiczng i nie sg podatne na degradacje
enzymatyczng. Zastosowanie oligonukleotyddw MO pozwala na obnizenie poziomu
ekspresji od 70% do nawet 98%. MO wprowadza sie do cytoplazmy rozwijajgcego sie
embrionu w stadium 1 do 4 komérek. Nastepnie dany oligonukleotyd jest odziedziczony
przez kazdg nowg komoérke powodujgc zmniejszenie poziomu ekspresji danego biatka.
MO mogg obniza¢ ekspresje badanego genu przez wigzanie sie do kodonu start AUG
w mRNA lub powyzej kodonu AUG. Alternatywnie MO mogg blokowac¢ proces skfadania
traskryptu poprzez wigzanie sie do miejsca donorowego lub miejsca akceptorowego
w miejscu tgczenia intron-ekson. W ten sposob moze powsta¢ dojrzalty mRNA,
ktéry nie zawiera danego eksonu Iub zawiera w swojej sekwencji intron.
W obu przypadkach powoduje to przesuniecie ramki odczytu i powstanie
niefunkcjonalnego biatka. Modele danio stworzono dla wiekszosci zespotow rzeskowych

np. zespétu Bardeta-Biedla oraz zespotu Jeune.?%*
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2. CELE PRACY

Celem pracy byto okreslenie podtoza molekularnego zespotu Sensenbrenner.

Cele czgstkowe obejmowaty:

1. Ustalenie, w ktérym chromosomie i w ktorym regionie jest zlokalizowany gen,
ktorego mutacje sg przyczyng zespotu Sensenbrenner.

2. Zidentyfikowanie genu dla zespotu Sensenbrenner wsrdéd gendéw kandydujgcych
zlokalizowanych w danym regionie okreslonego chromosomu.

3. Okreslenie typu i lokalizacji mutacji prowadzgcych do zespotu Sensenbrenner.

4. Wykazanie, ze wykryte mutacje majg zwigzek przyczynowy z zespotem

Sensenbrenner.
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3. PACJENCI | METODY

3.1. Pacjenci

W badaniach wzieli udziat wytgcznie pacjenci, ktérych rodzice lub opiekunowie
prawni wyrazili Swiadomg zgode na przeprowadzenie badan molekularnych.

Ze wzgledu na to, iz pacjenci pochodzili z réznych osrodkéw na catym Swiecie,

zgode na badania otrzymywano w danej jednosce badawczej Ilub klinice.
Na przeprowadzenie badan uzyskano réwniez zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Zatgcznikl).
Badaniami molekularnymi zostata objeta grupa 13 pacjentow ze zdiagnozowanym
zespotem Sensenbrenner pochodzaca z 12 rodzin. Badana grupa obejmowata osmiu
pacjentéw sporadycznych oraz pieciu pacjentéw rodzinnych (z czego trzech pacjentow
pochodzito z dwoch rodzin spokrewnionych). Siedmiu z 13 pacjentdéw z zespotem
Sensenbrenner stanowili pacjenci pici meskiej, pozostatych szesciu stanowili pacjenci pfci
zenskiej. Dane kliniczne pacjentéw z zespotem Sensenbrenner przedstawiono w tabeli
(Tabela 3).
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Tabela 3. Dane kliniczne pacjentéw z zespotem Sensenbrenner.

[F - kobieta, M - mezczyzna, R - rodzinny, S - sporadyczny, P — prawidtowy, D — opézniony, NA - brak danych]

Rodzina/Pacjent CED-01/1 CED-01/2 CED-02/3 CED-03/4 CED-04/5 CED-05/6
Wiek w momencie 4-8 lat od urodzenia 12 mc-y 4.5 lat NA 4 lata
badania

Pte¢ F M M M = M
Wywiad rodzinny R R R S R R
Rozwdj P P P P =] P
psychomotoryczny

Dolichocefalia + + + + + +
Charakterystyczne + + + + + +
rysy twarzy

Zmiany w obrebie + + + + + +
zebow

Rzadkie wiosy + + + - + +
Krotka/waska klatka + + + + + +
piersiowa

Skrécenie konczyn + + + + + +
Brachydaktylia + + + + + +
Obustronna + + + + NA -
przepuklina

pachwinowa

Nadmiernie elastyczna + + + + NA -
skora

Zaburzenia ze strony + + + + NA +
nerek

Zaburzenia ze strony - Hepato- NA Zwiodknienie NA -
watroby megalia watroby

Dystrofia siatkowki - - - - NA +
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Rodzina/Pacjent CED-06/7 | CED-07/8 | CED-08/9 | CED-09/10 | CED-10/11 | CED-11/12 | CED-12/13
Wiek w momencie 1 rok 7 lat 5 lat 2 lata 4 lata 6 lat 2 lata
badania i 3mc-e i3mc-e
Pte¢ F F M M F F M
Wywiad rodzinny S S S S S S S
Rozwoj P D P P P P D
psychomotoryczny

Dolichocefalia + - + + + + NA
Charakterystyczne + + + + + + +
rysy twarzy

Zmiany w obrebie + + + + + + +
zebow

Rzadkie wiosy + + + + + + NA
Krotka/waska + + + + + + NA
klatka piersiowa

Skrécenie konczyn + + + + + + +
Brachydaktylia + + + + + + +
Obustronna - - - - - - NA
przepuklina

pachwinowa

Nadmiernie - - NA NA + + NA
elastyczna skora

Zaburzenia ze + + + + + + +
strony nerek

Zaburzenia ze - - - - - - -
strony watroby

Dystrofia siatkowki - - NA - - - -
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3.2.

Metody

3.2.1. lIzolacja DNA

3.2.1.1.

© 0o N o

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.

Izolacja genomowego DNA z krwi obwodowej z zastosowaniem

kitu FlexiGene DNA firmy Qiagen

Do izolacji pobierano 5 ml krwi obwodowe;j.

Do 50 ml probowki typu falkon odpipetowano 12,5 ml buforu FG1, nastepnie
dodano 5 ml krwi obwodowej i wymieszano odwracajgc probowke goéra-dot
5 razy.

Nastepnie proby zwirowano przez 5 min. przy predkosci 2000 x g.

Supernatant usuwano, osad suszono umieszczajgc odwrocong probéwke typu
falkon na papierze przez 2 min.

Do osadu dodano 2,5 ml buforu FG2/proteza Qiagen i wytrzgsano,
az do catkowitego rozpuszczenia osadu.

Nastepnie przeprowadzono inkubacje w 65°C przez 5 min.

Dodano 2,5 ml izopropanolu, wymieszano celem precypitacji DNA.

Préby wirowano przez 10 min. przy predkosci 2300 x g.

Supernatant usuwano, osad suszono umieszczajgc odwrocong probéwke typu
falkon na reczniku papierowym.

Dodano 2,5 ml 70% etanolu i wytrzgsano przez 5 sek.

Proby wirowano 10 min. przy predkosci 2000 x g.

Supernatant usuwano, osad suszono umieszczajgc odwrdcong probdéwke
na reczniku papierowym przez 5 min.

DNA suszono w temperaturze pokojowej przez przynajmniej przez 5 min.
Nastepnie dodano 500 pl buforu FG3 i wytrzgsano przez 5 sek.

DNA inkubowano w temperaturze 65°C przez 1 h celem rozpuszczenia.
Nastepnie dokonano analizy jakosciowej i ilosciowej DNA.

Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze 4°C.
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3.2.1.2.

10.

11.

12.
13.

Izolacja genomowego DNA z limfocytéw krwi obwodowej metoda

wysalania biatek

Do izolacji pobierano 2-10 ml krwi do probéwek z EDTA, zapobiegajgcym
krzepnieciu krwi (stezenie koncowe EDTA wynosito 0,1%).

Przeprowadzono wstepng lize komoérek dodajgc do krwi 30 ml buforu
do lizy schtodzonego do temperatury ponizej 10°C, mieszanine inkubowano
45 min. na lodzie, kilkakrotnie mieszajgc.

Mieszanine zwirowano w temperaturze 4°C, przez 30 min. przy predkosci
2500 rpm. Supernatant usuwano pozostawiajgc zawiesine na dnie probowki.
Osad przemywano 3-krotnie 10 ml buforu do lizy, wirujgc przy predkosci
2500 rpm przez 20 min.

Osad zawieszono w 5 ml buforu SE, silnie wytrzgsano, po czym dodano 500 pl
10% SDS oraz 30 uyl wodnego roztworu proteinazy K o stezeniu wyjsciowym
10 mg/ml. Mieszanine inkubowano przez noc w temperaturze 56°C.

Po catonocnej inkubacji do mieszaniny dodano 1,5 ml M roztworu NacCl, silnie
wytrzgsano celem wytrgcenia biatek, a nastepnie wirowano w temperaturze
20°C przez 30 min. przy predkosci 3600 rpm.

Do mieszaniny dodano 750 ul NaCl, silnie wytrzgsano, wirowano
w temperaturze 20°C przez 30 min. przy predkosci 3600 rpm.

Nastepnie mieszanine silnie wytrzgsano i wirowano w temperaturze 20°C
przez 30 min. przy predkosci 3600 rpm.

Przesgcz przenoszono do nowych probéwek, a nastepnie DNA wytrgcano
schiodzonym 96% etanolem w stosunku objetosciowym supernatant/etanol 1;2,5.
DNA przenoszono do nowych probéwek typu Eppendorf, a nastepnie
przemywano 2-krotnie 1 ml schtodzonego 70% etanolu (mikrowiréwka, 5min.,
9200 rpm).

Wytrgcony DNA suszono (termomixer, 37°C, 30 min., 500 rpm), a nastepnie
rozpuszczono w 500 ul dejonizowanej i sterylnej wody.

Nastepnie dokonano analizy jakosciowej i ilosciowej DNA.

Wyizolowany DNA przechowywano w temperaturze 4°C.
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3.2.1.3.

10.

11.
12.

Izolacja genomowego DNA z linii komérkowych (limfocyty)

Do osadu komérek dodano 20 ml buforu do lizy (bufor B) i wytrzgsano.

Nastepnie dodano 30 pl Rnazy A o stezeniu 10 mg/ml. Préby inkubowano
w temperaturze 37°C przez 1 h.

Nastepnie dodano 5 ml buforu C (5M Na-perchlorat), wymieszano goéra-doét
10-15 razy.

Pod dygestorium dodano 20 ml schtodzonego chloroformu i wymieszano goéra-dot
10-15 razy, a nastepnie zwirowano 10 min. przy predkosci 4000 rpm
(az do rozdzielenia faz).

Zebrano faze wodng i przeniesiono jg do nowej probowki typu falkon.

W celu wytrgcenia DNA do fazy wodnej dodano 100% schtodzony etanol
w stosunku objetosciowym 1:1.

DNA przeniesiono do nowej probowki, dodano 1 ml 70% etanolu,
a nastepnie wirowano 1 min, 7500 rpm. Po zwirowaniu etanol usuwano.

Dodano 500 ul 70% etanolu, wirowano 1 min., 7500 rpm.

Po zwirowaniu etanol usuwano. DNA suszono w temperaturze 50°C
przez 10 min.

Nastepnie DNA zawieszono w 500 ul buforu TE i pozostawiono w temperaturze
pokojowej przez noc.

Nastepnie dokonano analizy jakosciowe;j i ilosciowej DNA.

Wyizolowany DNA przechowywano w temperaturze 4°C.
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3.2.2. lzolacja RNA

3.2.2.1.

10.
11.
12.

13.
14.

3.2.2.2.

Z linii komoérkowych (limfocyty, fibroblasty) z zastosowaniem Trizolu

Do osadu komorek dodano 10 ml Trizolu, inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 30 min.

Po zawieszeniu komorek, roztwor przeniesiono do specjalnych probowek
(wolnych od Rnaz) o objetosci 30 ml.

Nastepnie dodano 2 ml chloroformu i energicznie mieszano przez 15 sek.

Proby pozostawiono w temperaturze pokojowej przez 2-3 min. i zwirowano
w temperaturze 4°C przez 20 min. przy predkosci 5000 rpm.

Supernatant przeniesiono do swiezej 30 ml probowki.

Dodano 5 ml alkoholu izopropanowego, wymieszano | pozostawiono
w temperaturze pokojowej przez 5-10 min., a nastepnie zwirowano
w temperaturze 4°C przez 20 min. przy predkosci 5000 rpm.

Supernatant usuwano.

Do osadu dodano 10 ml 70% alkoholu etylowego, wymieszano i ponownie
zwirowano w temperaturze 4°C przez 20 min. przy predkosci 5000 rpm.
Supernatant usuwano.

Osad suszono umieszczajgc odwrdocong probowke na reczniku papierowym.
Nastepnie dodano 600 ul wody z dodatkiem DEPC w celu rozpuszczenia RNA.
Rozpuszczone RNA pozostawiono na lodzie przez 10 min.,, a nastepnie
inkubowano w temperaturze 65°C przez 5 min. Po przeprowadzonej inkubacji
RNA umieszczono na lodzie.

Nastepnie dokonano analizy jakosciowej i ilosciowej RNA.

Wyizolowany RNA przechowywano w zamrozeniu w temperaturze -80°C.

Z krwi obwodowej przy uzyciu kitu PAXgene

Do izolacji pobierano krew obwodowg w ilosci 2-3 ml RNA. Krew pobierano
do specjalnych probéwek BRT (Blood RNA tube) zawierajgcych bufor
stabilizujgcy.

Po pobraniu krwi obwodowej probowki BRT inkubowano przez minimum
2 h w temperaturze pokojowej (15-25°C) celem catkowitej lizy komorek.
Nastepnie probowki BRT wirowano przez 10 min. przy predkosci 6000 rpm.
Supernatant usuwano przez odpipetowanie.

Do osadu dodano 4 ml wody (wolnej od Rnaz - RNFW).

39



PACJENCI | METODY

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

Nastepnie proby wytrzgsano, az do widocznego rozpuszczenia osadu.
Proby zwirowano przez 10 min. przy predkosci 6000 rpm.

Po zwirowaniu supernatant usuwano i dodano 350 pl buforu BR1
i wytrzgsano, az do catkowitego rozpuszczenia osadu.

Proby przeniesiono do 1,5 ml probéwek MCT (microcentrifuge tube)
i dodano 300 pl buforu BR2 i 40 pl proteinazy K. Wymieszano przez wytrzasanie
5 sek., nastepnie proby inkubowano przez 10 min. w temperaturze 55°C
na wytrzasarce przy obrotach 400-1400 rpm.

Lizat przeniesiono bezposrednio na kolumienke PSC (PAXgene Shredder spin
column), ktéra umieszczono w probéwce PT o objetosci 2 ml, wirowano
przez 3 min. przy predkosci 13000 rpm.

Supernatant przeniesiono do nowej probowki MCT.

Nastepnie dodano 300 ul 96-100% alkoholu etylowego. Wymieszano
przez wytrzgsanie i zwirowano 1-2 sek. (500-1000 x g).

Odpipetowano 700 ul proby na kolumienke PRC (PAXgene RNA spin column)
i umieszczono w probowce PT, potem zwirowano przez 1 min. przy predkosci
13000 rpm. Po zwirowaniu kolumienke umieszczono w nowej prébéwce PT.
Odpipetowano pozostatg czes¢ probki na kolumienke PRC i wirowano
przez 1 min. przy predkosci 13000 rpm. Po zwirowaniu kolumienke umieszczono
w nowej probowce PT.

Nastepnie dodano 350 ul buforu BR3, wirowano przez 1 min. przy predkosci
13000 rpm. Po zwirowaniu kolumienke umieszczono w nowej probowce PT.

Do probéwki MCT dodano 10 pl roztworu DNase | (RNDF) i 70 pl buforu RDD
(digestion buffer) nastepnie doktadnie wymieszano.

Odpipetowano 80 ul mieszaniny RNDF bezposrednio na kolumienke PRC
i pozostawiono w temperaturze 20-30°C przez 15 min.

Na kolumienke PRC naniesiono 350 ul buforu BR3 i zwirowano 1 min.,
13000 rpm. Po zwirowaniu kolumienke umieszczono w nowej prébéwce PT.
Nastepnie dodano 500 pl buforu BR4, zwirowano 1 min., 13000 rpm.
Po zwirowaniu kolumienke umieszczono w nowej probéwce PT.

Ponownie dodano 500 ul buforu BR4, zwirowano 3 min., 13000 rpm.

Po zwirowaniu kolumienke umieszczono w nowej probéwce PT i wirowano 1min.
przy predkosci 13000 rpm.

Kolumienke PRC umieszczono w nowej probéwce MCT i dodano bezposrednio
na membrane 40 ul buforu do elucji BR5. W celu elucji RNA proby zwirowano

przez 1 min. przy predkosci 13000 rpm.
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22. Eluat inkubowano w temperaturze 65°C przez 5 min., po czym natychmiast
schtodzono na lodzie. Po izolacji dokonano analizy jakosciowej i ilosciowej RNA.

23. Wyizolowany RNA przechowywano w temperaturze -80°C.

3.2.3. Ocenailosciowa i jakosciowa DNA i RNA

Oceny jakosciowej oraz ilosciowej DNA i RNA dokonano na podstawie pomiaru
spektrofotometrycznego absorbancji przy dtugosci fali 260nm, 280nm, 320nm.
Pomiaru dokonano przy uzyciu spektofotometru Nanodrop. Do pomiaru pobierano 1yl
préby. llos¢ DNA/RNA wyrazano w ng/ul. Stopien odbiatczenia preparatow DNA

okreslano na podstawie stosunku absorbanc;ji:

Azs0/Azgo

Asgo - maksimum absorbancji dla kwaséw nukleinowych

Aogo - maksimum absorbancji dla biatek

Aseo/lAzso W przedziale od 1,8 do 2,0 oznacza, ze preparaty sg wystarczajgco
oczyszczone, natomiast warto$¢ réwna 1,5 oznacza, ze w badanym preparacie DNA
jest 50% biatka.

Oceny ilosci i jakosci preparatow DNA/RNA dokonano réwniez na podstawie
rozdziatu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym (z dodatkiem bromku etydyny
o stezeniu koncowym 0,1 ug/ml) z zastosowaniem markera DNA [Lambda DNA/HindllI

firmy Fermentas] i markera RNA [0.24-9.5 Kb RNA ladder firmy Invitrogen].
3.2.4. Genotypowanie DNA

Do genotypowania przygotowano préby DNA w objetosci 50 pl o stezeniu
50 ng/pl. Nastepnie proby wysytano do analizy. Genotypowanie przeprowadzono

w oparciu o komercyjnie dostepne kity GeneChip® human Mapping 10K SNP oraz 250K
SNP Array firmy Affymetix.
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3.2.5. Analiza sprzezen

Na podstawie wynikdbw genotypowania przeprowadzono parametryczng
i nieparametryczng analize sprzezen. Parametryczna wielopunktowa analiza sprzezen
przeprowadzona byta w oparciu o program GeneHunter, Allegro oraz Merlin. Haplotyp

stworzono w oparciu o program Merlin z wykorzystaniem programu Haplopainter.*>°

3.2.6. Projektowanie primeréw

Primery uzyte do reakcji PCR zaprojektowano przy uzyciu programu ExonPrimer
oraz Primer3. Primery wykorzystane w reakcji RT-PCR, real-time PCR zaprojektowano
przy uzyciu programu Primer 3. Wszystkie primery byly zaprojektowane tak,

aby ich temperatura anealingu byta na poziomie 60°C.
3.2.7. Reakcja tainicuchowa polimerazy - PCR

Reakcje PCR przeprowadzono amplifikujgc sekwencje kodujgce wybranych genéw
oraz fragmenty sekwencji flankujgcych (ok. 50 bp). Wykaz primeréw wykorzystanych
w reakcjach PCR przedstawiono w zatgczniku (Zatacznik 2). Sktad mieszaniny reakcyjnej

przedstawiono w tabeli (Tabela 4).

Tabela 4. Sktad mieszaniny reakcyjnej uzytej do reakcji PCR.

Sktad mieszaniny reakcyjnej 1 reakcja
DNA (~100ng) 1l
H.O 9.5 ul
BIO-X-ACT 12.5 pl
Primer F (10mM) 1l
Primer R (10mM) 1l
Catkowita objetos¢ reakcji 25 pl
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Warunki reakcji PCR byty nastepujgce:

=

© 0N OhR WD

96°C — 3 min.
94°C - 30 sek.
65°C — 30 sek. = 55 °C (-0.5°C na kazdy cykl)
72°C — 1 min.
go to step 2 — 20x
94°C - 30 sek.
55°C — 30 sek.
72°C — 1 min.
go to step 6 — 30x

. 72°C - 10 min.

. 4°C -

. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR w zelu agarozowym

Produkty reakcji PCR w ilosci 5 pl rozdzielano w 1,6%-1,8% zelu agarozowym

z dodatkiem bromku etydyny (o stezeniu koncowym 0,1 pg/ml). Na zel nanoszono marker

wielkosci Hyper Ladder IV firmy Bioline.

3.2.9.

Oczyszczanie produktow PCR ze skladnikéw reakcji z zastosowaniem

zestawu MinElute PCR purification kit firmy Qiagen

Na kazde 100 ul proby dodano 500 pul buforu PBI i wymieszano
przez pipetowanie.

Mieszanine przeniesiono do kolumienki umieszczonej w probowce o objetosci
2 ml i zwirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 13000 rpm

przez 1 min.

3. Przesacz usunigto z probowki, umieszczono w niej kolumienke.

4. Nastepnie dodano 750 ul buforu PE i zwirowano w temperaturze pokojowej,

przy predkosci 13000 rpm przez 1 min.

5. Przesgcz ponownie usunieto z probowki i umieszczono w niej kolumienke

Préby zwirowano w temperaturze pokojowej przy predkosci 13000 rpm
przez 1 min. w celu usuniecia resztek buforu z kolumienki.

Umieszczono kolumienke w probowce typu Eppendorf, dodano 50 pl wody,
inkubowano przez 1 min. w temperaturze pokojowej, a nastepnie préby
zwirowano przy predkosci 13000 rpm, przez 1 min. w temperaturze pokojowej.

Przesgcz zawierat oczyszczony produkt.
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3.2.10. Ekstrakcja produktéw PCR z zelu z zastosowaniem MinElute Gel Extraction

kit firmy Qiagen

1. Odpowiedni prgzek wycinano z zelu agarozowego przy pomocy skalpela.

2. Po usunieciu nadmiaru agarozy fragment Zzelu umieszczono w probéwce
Eppendorf i zwazono. Na kazde 100 mg zelu dodano 300 ul buforu QG.

3. Zel inkubowano w temperaturze 50 °C przez 10 min. Prébe worteksowano
co 2-3 min. w celu catkowitego rozpuszczenia zelu.

4. Na kazde 100 mg zelu dodano 100 ml izopropanolu i delikatnie mieszano.

W celu zwigzania DNA z membrang mieszanine przeniesiono na kolumienke
umieszczong w probéwce o objetosci 2 ml i zwirowano w temperaturze
pokojowej przy predkosci 13000 rpm, przez 1 min.

Przesgcz usunieto z probdéwki i umieszczono w niej kolumienke.

Nastepnie dodano 500 pl buforu QG i zwirowano w temperaturze pokojowej
przy predkosci 13000 rpm przez 1 min.

Przesgcz usunieto z probdéwki i umieszczono w niej kolumienke.

Dodano 750 ul buforu PE i zwirowano w temperaturze pokojowej,
przy predkosci 13000 rpm przez 1 min.

10. Ponownie usunieto przesgcz z probowki i umieszczono w niej kolumienke
i zwirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 13000 rpm
przez 1 min. celem usuniecia resztek buforu z kolumienki.

11. Kolumienke umieszczono w probéwce typu Eppendorf, dodano 10 pl wody,
inkubowano 1 min. w temperaturze pokojowej. Nastepnie proby zwirowano
w temperaturze pokojowej przy predkosci 13000 rpm przez 1 min.

12. Przesacz zawierat oczyszczony produkt reakcji PCR.

3.2.11. Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie prowadzono metoda enzymatycznej syntezy
(dideoksy Sangera). Przed przygotowaniem mieszaniny reakcyjnej przygotowano
optymalne stezenia matrycy do sekwencjonowania, wynoszace 2-5ng produktu PCR
na kazde 100 bp. W celu uzyskania odpowiedniej jakosci sekwencji reakcje
prowadzono wg. zmodyfikowanego protokotu, w obecnosci 5M betainy.
Reakcje prowadzono na 96-dotkowych ptytkach przeznaczonych
do sekwencjonowania. Objeto$¢ koncowa reakcji wynosita 10ul. Dla kazdego produktu
PCR prowadzono sekwencjonowanie w dwoéch kierunkach, z primerem forward

i primerem revers. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli (Tabela 5).
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Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej uzytej do sekwencjonowania.

Sktad mieszaniny reakcyjnej 1 reakcja
DNA (~2-5ng/ul/100bp) 1yl
H20 3l
Betaina (5M) 1l
Buffer 5x 2 ul
BigDye® 2ul
Starter 1l
Calkowita objetos¢ reakciji 10 ul

Po dodaniu produktu PCR, wody i betainy préby inkubowano w temperaturze 96°C

przez 2 min.

Warunki reakcji PCR sekwencyjnego byty nastepujace:

1.

S e

95°C — 3 min.
95°C — 10 sek.
58°C - 5 sek.
60°C — 4 min.

Go to step 2 — 29x
4°C —

3.2.12. Analiza wynikéw sekwencjonowania

Wyniki sekwencjonowania analizowano z wykorzystaniem programu CodonCode

Aligner®. Sekwencje poréwnywano z sekwencjami referencyjnymi z UCSC Genome

Browser.
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3.2.13. Synteza cDNA

cDNA syntetyzowano z wykorzystaniem kitu SuperScript Il Reverse Transcriptase

(firmy Invitrogen) z wykorzystaniem primeréw ,random hexamers” (firmy Promega).

Do syntezy <cDNA uzyto 1000ng catkowitego komorkowego RNA.
Sktad mieszaniny reakcyjnej do syntezy cDNA przedstawiono w tabeli (Tabela 6).
Po dodaniu wszystkich sktadnikéw proby inkubowano w temperaturze 65°C
przez 5 min., a nastepnie schtodzono na lodzie przez 1 min.

Nastepnie do préb dodano 9 pl mieszaniny do syntezy cDNA. Skfad mieszaniny
reakcyjnej podano w tabeli (Tabela 7).

. Nastepnie przeprowadzono synteze cDNA.

Tabela 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej 1 uzytej do syntezy cDNA.

Sktad mieszaniny reakcyjnej 1 reakcja
RNA 1ug
Random primers 2yl
dNTPs (10mM) 1l
H.O x
Catkowita objetos¢ reakcji 21 pl

Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej 2 uzytej do syntezy cDNA.

Sktad mieszaniny reakcyjnej 1 reakcja
5 x First Strand Buffer 6 ul
0.1 MDTT 1l
RNasin 1ul
SS Il -RT 1l
Catkowita objetos¢ reakcji 9 ul
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Warunki syntezy cDNA przedstawiono ponizej:
1. Inkubacja w temperaturze 25°C przez 5 min.

2. Inkubacja w temperaturze 50°C przez 1 h.

3. Inkubacja w temperaturze70°C przez 15 min.
Nastepnie przeprowadzono reakcje RT-PCR z primerami kontrolnym celem
sprawdzenia syntezy cDNA oraz z primerami specyficznymi dla badanego genu.
Tak uzyskany cDNA wykorzystywano w reakcji RT-PCR oraz real-time PCR.

3.2.14. RT-PCR

Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej wykorzystanej w reakcji RT-PCR.

Sktad mieszaniny reakcyjnej 1 reakcja
cDNA 1l
H,0 9.5 ul
BIO-X-ACT 12.5 pl
Priemr F (10mM) 1ul
Primer R (10mM) 1l
Catkowita objetos¢ reakcji 25 ul

Warunki reakcji RT-PCR:

1. 94°C — 1 min.
94°C - 30 sek.
55°C — 45 sek.
72°C — 45 sek.
go to step 2 — 35x
15°C — =

o oA W N
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Tabela 9. Sekwencje primeréw wykorzystanych w reakcji RT-PCR.

Nazwa primera Sekwencja
A. | IFT122_RT-5'UTR-1-f GGTAACGCAGGTAGCCAAAG
B. | IFT122_RT-ex7-r GATCTTGCTGCTTGATTTGTG
C.|IFT122_RT-ex10 _11-r CCAATCTGTTTTCCACTCAGC
D. | IFT122_RT-ex6-r GCCAGTTGATGAGTAATAGGATTG
E. | IFT122 RT-ex3 7-r GAGACCACAACCCATCCTTC
F. | IFT122 RT-ex4_7-r CACAACCGTGTACTTCAGAATG

Kombinacje primeréw wykorzystanych reakcji RT-PCR:

1. A+ B kombinacja primeréw, z ktérymi mozna amplifikowa¢ wszystkie transkrypty
genu IFT122.

2. A+C kombinacja primeréw, z ktérymi mozna amplifikowa¢ wszystkie transkrypty
genu IFT122.

3. A+D specyficzne dla nowego transkryptu N z pominieciem eksonu 6 genu IFT122.

4. A+E specyficzne dla izoformy 4 genu IFT122.

5. A+F specyficzne dla izoformy 3 genu IFT122.

3.2.15. Real-time PCR

W celu oceny ilosci poszczegoélnych transkryptow genu IFT122 przeprowadzono
reakcje real-time PCR z primerami specyficznymi dla tanskryptu 3, 4 oraz nowego
transkryptu N  (transkryptu z  pominieciem eksonu 6 genu IFT122).
Reakcje przeprowadzono w specjalnych ptytkach (96-Well Optical Reaction Plates)
na urzgdzeniu Applied Biosystems 7900 (Applied Biosystems). Do reakcji wykorzystano
cDNA pacjenta CED-03/4 oraz trzech kontroli. Objeto$¢ koncowa reakcji wynosita 30 pl.
Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli (Tabela 10). Kazda z préb
analizowana byta w trzech powtérzeniach. Normalizacji wynikow dokonano na podstawie
poziomu ekspresji GAPDH. Sekwencje primeréw wykorzystanych w reakcji przedstawiono
w tabeli (Tabela 11).

48



PACJENCI | METODY

Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej wykorzystanej w reakcji real-time PCR.

Skfad mieszaniny reakcyjnej 1 reakcja
cDNA (rozciehnczenie 1:10) 10 pl
Primer F (2.5uM) 5ul
Primer R (2.5uM) 5l
SYBR®Green PCR Master Mix 15 ul
Catkowita objetosc¢ reakcji 30 pl

Warunki reakcji byty nastepujgce:
1.

2
3.
4

50°C — 2 min.
95°C — 10 min.

95°C — 15 sek.; 55°C — 1 min. -> 40 cykli
95°C — 15 sek.: 60°C — 15 sek.; 95°C — 15 sek.

Tabela 11. Sekwencje primeréw wykorzystanych w reakc;ji real-time PCR.

Wielkos¢

I1zoformy Nazwa primera Sekwencja produktu
1 |lzoforma3 IFT122 izoforma3 ex6 7 f TCCAGTGACTTTGGGTTGTG
2 IFT122_izoforma3_ex8 10 r GATGTCATTACGTTCCTCTCTTG 246 bp
3 | Transkrypt N IFT122_transkrypt N_ex4 7 f GCATTCTGAAGTACACGGTTG
4 IFT122_transkrypt N_ex8 r CAGCGCCAGGTACTGACC 114 bp
5 | Izoforma 4 IFT122 izoformad ex2 3 f GCAGATTACTGGTTTATGACACCTC
6 IFT122_izoforma4_ex3 7 r GAGACCACAACCCATCCTTC 108 bp
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Istotno$¢ uzyskanych wynikéw obliczono na podstawie testu t-studenta.

t — pl p2
2 2

Gpl N sz

nl n2

X - warto$¢ mean
O . odchylenie standardowe (St.dev)

n . liczba préob

Wartosci poziomu istotnosci uzyskanych wynikéw obliczono z wykorzystaniem

kalkulatora do obliczen dla testu t-studenta.

3.2.16. Hodowla linii komérkowych (fibroblastow skory)

Rozmrazanie komérek

1.
2.

o o bk~ w

Komorki rozmrazano w fazni wodnej w temperaturze 37°C przez ok. 1 min.

Po rozmrozeniu komorki przenoszono do probowki typu falkon zawierajgcej
10 ml medium hodowlanego (DMEM zwierajgcego 10% FCS, glutamine
oraz mieszanine antybiotykdw penicylina/streptomycyna). Medium przed uzyciem
podgrzano do temperatury 37°C.

Komorki zawieszono w medium hodowlanym przez pipetowanie géra-dot.
Nastepnie komoérki zwirowano w temperaturze pokojowej przez 5 min., 1000 rpm.
Supernatant zebrano, a osad komérek zawieszono w 3 ml medium DMEM.

Do naczynia hodowlanego (o powierzchni 75 cm? dodano 12 ml medium
hodowlanego i dodano komorki.

Naczynie hodowlane umieszczono w inkubatorze i inkubowano w temperaturze
37°C przez noc.

Nastepnego dnia medium wymieniano na swieze (15 ml) i oceniano wzrost

komorek.
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Pasazowanie komorek

1.

Po osiggnieciu przez komoérki wiasciwego stanu konfluencji przeprowadzono
pasazowanie komorek.

Usuwano stare medium i przemywano komorki 10 ml sterylnego 1x PBS.

Dodano 2 ml trypsyny i prowadzono inkubacje w temperaturze 37°C.
przez 3 min. celem odklejenia komorek od podtoza naczynia hodowlanego.
Nastepnie dodano 10 ml swiezego medium hodowlanego w celu zatrzymania
procesu trypsynizacji.

Komoérki pasazowano dodajgc po 4 ml zawiesiny do nowego naczynia
hodowlanego i uzupetniano 11 ml Swiezego medium DMEM.

Codziennie oceniano wzrost komérek pod mikroskopem i wymieniano medium
na swieze.

Komorki pasazowano 3 razy w tygodniu.

Pomiar iloSci komodrek

1.
2.

Do pomiaru ilosci komorek pobierano 100 ul hodowli.

Pomiaru ilosci komoérek dokonano na urzgdzeniu CASY1 system.

Zamrazanie komorek

w0 NP

Z naczynia hodowlanego usuwano medium.

Komorki przemywano 5 ml buforu 1x PBS.

Nastepnie prowadzono trypsynizacje przez dodanie 2 ml trypsyny.

Préby inkubowano w temperaturze 37°C przez 3 min. celem odklejenia komorek
od podtoza naczynia hodowlanego.

Nastepnie dodano 10 ml Swiezego medium hodowlanego w celu zatrzymania
procesu trypsynizacji.

Zawiesine przenoszono do 15 ml probdwki i wirowano w temperaturze pokojowej
przez 5 min., 1000rpm.

Supernatant usuwano, a komorki zawieszono w 1,5 ml medium do mrozenia
komorek.

Zawiesine przenoszono do specjalnych probéwek i umieszczono w pojemniku
do mrozenia w temperaturze -80°C i przechowywano przez przynajmniej 24 h.

Nastepnie proby umieszczono w ciektym azocie.
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3.2.17. Analiza ilosci i dlugosci rzgsek w fibroblastach skoéry

Badania wykonane zostaty we wspotpracy z Prof. Jonathanem Eggenschwiller'em,
Department of Molecular Biology, Princeton University, USA.

W celu wykonania badan podczas operacji przepuklin pachwinowych pobrano
od pacjenta CED-01/2 fragment skoéry, tkanki podskoérnej oraz fragment worka
przepuklinowego z ktorych zatozono linie komorkowe. W eksperymencie wykorzystano
trzy linie fibroblastéw skory pacjenta CED-01/2 oraz trzech linie komorkowe fibroblastow
skory pochodzgce od oséb zdrowych.

Fibroblasty skory pacjenta oraz kontroli byty hodowane w medium DMEM
zawierajgcym 10% ptodowg surowice bydlecg (FBS), glutaming oraz mieszanine
antybiotykdw penicyline/streptomycyne.

1. Komorki umieszczono na szkietkach nakrywkowych pokrytych zelatyng

oraz na szkietkach pokrytych fibronektyng w ilosci 10°%/cm?.

2. Nastepnie zmieniono medium hodowlane DMEM na medium optiMem
i prowadzono hodowle przez 72 h.

Komorki utrwalono i blokowano w 10% surowicy.
W celu wizualizacji struktur rzesek w komoérkach prowadzono inkubacje
Z przeciwciatami barwigcymi acetylowang a-tubuline (mouse anti-acetylated
a-tubulin, 1:2500) w temperaturze 4°C przez noc.

5. Nastepnego dnia preparaty przemyto i inkubowano przez noc z przeciwciatami
drugorzedowymi  (Cy2) oraz barwnikiem TO-PRO-3  pozwalajgcym
na wizualizacje jgder komérkowych.

Préby przemyto i umieszczono na szkietku i poddano analizie.
Analizowano trzy szkietka dla kazdej z 6 linii komoérkowych (trzy kontrolne linie
komérkowe oraz trzy linie komérkowe pacjenta).

8. Proby analizowano na mikroskopie konfokalnym (PerkinElmer RS3 Spinning Disk
Confocal Mocroscope) zwierajgcym kamere (EMCCD, Hamamatsu C9100-13).

9. Dla kazdego szkietka wykonano 5 zdje¢, na podstawie ktérych przeprowadzono

analize ilosci i dlugosci rzesek.

W celu oceny liczby rzesek obliczono stosunek liczby rzesek do liczby jader
komodrkowych dla kazdego szkietka (dla szkietek pokrytych zelatyng i fibronektyna).
Dtugos¢ rzesek mierzono z wykorzystaniem programu NIH ImageJ. Oceny istotnosci

uzyskanych wynikéw dokonano na podstawie obliczen statystycznych (test t-studenta).
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3.2.18. Ocena cyklu komérkowego i morfologii fibroblastéow skoéry

Do oceny przebiegu cyklu komérkowego wykorzystano fibroblasty skéry pacjenta

CED-01/2 oraz fibroblasty skéry pochodzace od osoby zdrowej, ktére stanowity probe

kontrolna.

10.

Hodowle fibroblastow skory prowadzono na ptytkach  12-dotkowych
zawierajgcych szkietka nakrywkowe. llos¢ komorek uzytych do eksperymentu
wynosita 10%/1 ml/ na 1 dotek.

Hodowle prowadzono przez 24 h.

Komorki utrwalano dodajgc 4% PFM.

Do préb dodano 150 pl roztworu blokujgcego NGS (Normal Goat Serum, 1:10)
i proby inkubowano w temperaturze 4°C przez 1-2 h (lub przez noc).

Po przeprowadzonej inkubacji usuwano NGS, proby przemywano 400 ul PBST.
Nastepnie dodano przeciwciata pierwszorzedowe specyficzne dla a-tubuliny
(rat anti-acetylated a-tubulin 1:500) oraz falloidyne (1:15) skoniugowang
z fluoroforem i barwigcg aktyne. Proéby inkubowano z przeciwciatami
przez 1 h w temperaturze 4°C.

Po zakonczonej inkubacji szkietka przemywano trzykrotnie roztworem PBST
i dodano odpowiednie przeciwciata drugorzedowe Alexa (1:1000).

Préby inkubowano przez 1 h w temperaturze 4°C. Po 50 min. inkubacji do kazde;j
z préb dodano 10 ul DAPI barwigcego jadra komérkowe.

Szkietka nakrywkowe umieszczono i przytwierdzono na szkietku podstawowym.

Préby analizowano na mikroskopie konfokalnym Zeiss LSM510 meta.

3.2.19.Knockdown genu ift122 w modelu zwierzecym Danio rerio

Badania wykonane zostaty we wspotpracy z Prof. Philip’em Beales’em, Molecular

Medicine Unit, University Collage London (UCL) Institute of Child Healt, UK.

1. Hodowle Danio rerio prowadzono (AB x Tup Longfin) wedtug standardowych

procedur.’®

Do embriondw w stadium 1-2 komoérek wprowadzono 4-8 ng morfolino

i inkubowano w temperaturze 28.5 °C az do osiggniecia odpowiedniego wieku.

Do analiz immunofluorescencyjnych wykorzystano przeciwciata dla a- i y-tubuliny

(Sigma, T6793 i T6667, w rozcienczeniu 1:500). Przeciwciata dla a-tubuliny byty

wykorzystane w celu uwidocznienia struktur rzesek, natomiast przeciwciata

rozpoznajgce Y -tubuline byly wykorzystane w celu uwidocznienia centrosomaéw.
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Préby utrwalono 4% PFA. Jako przeciwciata drugorzedowe wykorzystano
odpowiednie przeciwciata Alexa (w rozcienczeniu 1:1000).

4. Hybrydyzacja in situ dla shha7 oraz ptc18 byta wykonana wedtug standardowych
technik.'%*

5. Wyniki analizowano na mikroskopie fluorescencyjnym Zeiss LSM710.

3.2.20. Analiza profilu ekspresji catego genomu

Analize profilu ekspresji catego genomu wykonano z zastosowaniem chipu
Whole-Genome Gene Expression Profiling (6-sample BeadChip lllumina).
Do badah wykorzystano RNA wyizolowane z fibroblastow skéry pacjenta (CED-01/2)
oraz kontroli. Amplifikacje RNA wykonano z zastosowaniem zestawu lllumina TotalPrep
RNA Amplification Kit firmy Ambion.

I. lzolacja RNA z zastosowaniem trizolu.

[l. Przygotowanie cRNA.

Odwrotna transkrypcja i synteza pierwszej nici CDNA.
500 ng RNA zawieszono w koncowej objetosci 11 pl wody wolnej od Rnaz.

Dodano 9 ul mieszaniny Reverse Transcription Master Mix*.

w np P>

Mieszanine inkubowano przez 2 h w temperaturze 42°C.

@

Synteza drugiej nici cCDNA.
Do kazdej préby dodano 80 ul mieszaniny Sekond Strand Master Mix*.

=

Mieszanine inkubowano przez 2 h w temperaturze 16°C.

N

. Oczyszczanie cDNA.
Wode wolng od Rnaz podgrzano do temperatury 50-55°C.
Do kazdej préby dodano 250 ul cDNA Binding Buffer*.
Mieszanine naniesiono na kolumne cDNA Filter Cartridge.
Dodano 500 pul buforu Wash.
cDNA wymyto z kolumny przy uzyciu 75 uyl wody wolnej od Rnaz.

o M w0 PO

. Transkrypcja in vitro, synteza cRNA.
Do kazdej proby dodano 7,5 pl IVT Master Mix, a nastepnie wymieszano.

Préby inkubowano przez 4-14 h w temperaturze 37°C.

w NN = O

Nastepnie do kazdej proby dodano 75 ul wody wolnej od Rnaz.
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II.
1.
2.

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

Oczyszczanie cRNA.

Wode wolng od Rnaz podgrzano do temperatury 50-55°C.

Do kazdej proby dodano 350 pl cRNA Binding Buffer.

Nastepnie do kazdej proby dodano 250 pl etanolu i wymieszano 3 razy.
Proby naniesiono na kolumny cRNA Filter Cartridge.

Proby przemyto 650 ul buforu Wash.

cRNA wymyto z kolumny przy uzyciu 100 yl wody wolnej od Rnaz.

Hybrydyzacja
Do 1.5 pyg RNA dodano 20 pl wody wolnej od Rnaz i wymieszano.

Préby inkubowano przez 10 min. w temperaturze pokojowej celem rozpuszczenia
cRNA.

Bufor HYBE1 inkubowano w temperaturze 55°C przez 10 min.

Przygotowano mieszanine do hybrydyzacji (dodano 165 pjl wczesniej
przygotowanego buforu HybE1 i 99 ul formamidu, mieszanine wytrzasano).

Do kazdej préby cRNA dodano 40 pl mieszaniny do hybrydyzaciji
(HybE1 + formamid, proby wytrzgsano).

Na BeadChip naniesiono 60 pl kazdej proby, ktére wczesniej inkubowano
w temperaturze 65°C przez 5 min.

Hybrydyzacje prowadzono przez 16-20 h w temperaturze 55 °C.

Nastepnie przygotowano bufor 1x High-Temp Wash (50 ml 10x Stock
+ 450 ml wody wolnej od Rnaz), bufor inkubowano przez noc
w temperaturze 55°C.

Nastepnego dnia przygotowano roztwér Wash E1BC (3 ml buforu E1BC
+ 11 wody wolnej od Rnaz).

Przygotowano bufor Block E1 (2 ml/chip) zawierajgcy streptawidyne-Cy3
(2 I ze stoku 1 mg/ml/chip) i przechowywano w ciemnosci.

BeadChip inkubowano w temperaturze pokojowej w 250 ml roztworu Wash
E1BC.

Nastepnie przeprowadzono inkubacje przez 10 min. w buforze High-Temp Wash.
BeadChip przemyto w 250 ml roztworu Wash E1BC w temperaturze pokojowej
Z zastosowaniem orbitalnego mieszacza przez 5 min.

BeadChip przemyto 250 ml 100% etanolu z zastosowaniem orbitalnego
mieszacza przez 10 min.

BeadChip przemyto w 250 ml roztworu Wash E1BC w temperaturze pokojowej
Z zastosowaniem orbitalnego mieszacza przez 2 min.

Blokowanie - BeadChip inkubowano przez 10 min. w 4 ml buforu Block E1.
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17. Detekcja - BeadChip inkubowano w przez 10 min. w 2 ml buforu Block E1
+ streptawidyna-Cya3.
18. BeadChip przemyto w 250 ml roztworu Wash E1BC w temperaturze pokojowej

z zastosowaniem orbitalnego mieszacza przez 5 min.

IV. Suszenie.

BeadChip wirowano w temperaturze pokojowej przez 4 min. przy predkosci 275 rcf.

V. Skanowanie.

VI. Analiza wynikéw z wykorzystaniem programu Bead Studio firmy Illumina.

3.2.21.Analiza in silico

3.2.21.1. PCRin silico

W celu sprawdzenia specyficznosci zaprojektowanych primreéw do reakcji PCR
przeprowadzono analize UCSC in silico PCR, ktéra pozawala na okreslenie,
czy z wykorzystaniem danej pary primeréw mozna specyficznie zamplifikowa¢ okreslong

sekwencje.

3.2.21.2. Analiza zmian missens zidentyfikowanych w obrebie genu IFT122

Na podstawie danych zawartych w HapMap Consortium w genomie cztowieka
znajduje sie okoto 10 milionéw polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNPs),
ktére wystepujg z duzg czestoscig (>1%). 67 000 — 200 000 z nich to nsSNPs
(nonsynonumous coding SNPs), ktére powodujg zmiane aminokwasu w danym biatku.
Dlatego w przypadku identyfikacji zmiany typu missens w danym genie bardzo wazne jest
scharakteryzowanie czy dany wariant jest polimorfizmem i czy moze mie¢ negatywny
wptyw na biatko. W takiej sytuacji w celu wykluczenia, ze dana zmiana jest rzadkim,
dotychczas nie zidentyfikowanym polimorfizmem, przeprowadza sie analize DNA w duzej
grupie kontrolnej (minimum 100 kontroli). W przypadku potwierdzenia, ze dany wariant
nie jest rzadkim polimorfizmem nalezy sprawdzi¢ czy ma on wptyw na biatko. Ze wzgledu
na to, ze przeprowadzenie badan funkcjonalnych jest stosunkowo drogie i czasochtonne
stworzono programy komputerowe stuzgce do przewidywania in silico czy dana zmiana
moze mie¢ wptyw na okreslone biatko. Programy te analizujg wptyw zmian missens

na biatko na podstawie sekwenciji lub na podstawie struktury danego biatka.'%?
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Program SIFT (Sorting Tolerant From Intolerant)

Program SIFT dokonuje oceny wptywu danej zmiany missens na biatko
na podstawie analizy homologii sekwencji badanego biatka. Analiza w oparciu o program
SIFT pozwala okresli¢ czy dana zmiana ma negatywny wptyw na biatko (,Damaging")
czy jest tolerowana przez biatko (,Tolerated). Decyduje o tym wspdétczynnik SIFT
(SIFT score), kiedy jego wartos¢ jest ponizej 0.05 to sSwiadczy to o patogennym

charakterze danego wariantu na analizowane biatko.'*

Program Polyphen-2 (Polymorphism Phenotyping v2)
Program Plyphen stuzy do wykonywania analiz in silico, przewidywania
i okreslania wptywu substytucji aminokwaséw na strukture oraz funkcje w obrebie danego
biatka na podstawie konserwatywnoéci sekwencji oraz struktury danego biatka.***
Oceny dokonuije sie na trzech poziomach:
1. ,Probably damaging® - oznacza, ze dana substytucja najprawdopodobnigj
ma istotny wptyw na strukture oraz funkcje okreslonego biatka.
2. ,Possibly damaging“ - oznacza, ze dana substytucja prawdopodobnie ma wptyw
na strukture oraz funkcje okreslonego biatka.
3. ,Benign® - oznacza, ze dana substytucja najprawdopodobniej nie ma istotnego

wptywu na strukture oraz funkcje okreslonego biatka.

Analize przeprowadza sie na podstawie dwoéch modeli:

1. HumDiv — analiza na podstawie oceny wystepowania rzadkich alleli (zawiera m.in.
3155 alleli z bazy UniProt o patogennym charakterze powodujgcych choroby
u cziowieka i wptywajgcych na funkcje danego biatka oraz z 6321 alleli,
ktore nie majg patogennego wptywu na biatko).

2. HumVar — analizy na podstawie rozréznienia pomiedzy mutacjami majgcymi
znaczacy wpltyw na biatko od pozostatych zmian o matym i $rednim wplywie
na biatko (zawiera 13 032 r6znych mutacji z bazy UniProt powodujgcych choroby
u cziowieka i 8946 nsSNPs nie majgcych wptywu na wystgpienie choroby,

ktére traktowane sg jako nie majace wptywu na dane biatko).
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3.2.21.3. Ocena zmian w sekwencji intronowej

Podobnie jak w przypadku oceny wptywu zmian typu missens na biatko, istniejg
rowniez programy stuzace do okreslenia wptywu zmian zidentyfikowanych w sekwenc;ji
intronowej DNA na miejsca donorowe i akceptorowe petnigce wazng role w prawidtowym

przebiegu procesu sktadania pierwotnego transkryptu (splicingu).

Program ESE (exonic splicing enhancer finder)

Program ESE pozwala na identyfikacie miejsc donorowych, akceptorowych
i miejsca rozgatezienia w analizowanej sekwencji DNA oraz okreslenie czy dane miejsce

splicingowe jest aktywne. %%

Program NetGene2 Server (Center for Bilogical Sequence Analysis CBS)

Program NetGene2 server pozwala na analize sekwencji DNA i wystepujgcych
w niej miejsc donorowych oraz akceptorowych u organizméw takich jak C. elegans,
A. thaliana oraz H.sapiens. Analizowana sekwencja powinna mie¢ wiecej niz 200
nukleotydow (preferowana dtugos¢ sekwencji powinna byé > 250 nt) i krotsza
niz 80 000 nt.'%"*%®

3.2.21.4. Analiza m-fold (DNA folding form)

Poprawnos¢ zaprojektowanych primerow wykorzystanych w reakcji real-time PCR
sprawdzano przy uzyciu programu m-fold.'® Sekwencje analizowano pod wzgledem
powstawania tzw. petli (ang. stem loops) gtdbwnie w regionie wigzania sie primerow.

Sekwencje produktu analizowano (in silico) przy nastepujgcych parametrach:

temperatura fatdowania - 58°C

stezenie Na* - 50 mM

stezenie Mg* " - 1,5 mM
e dG>-2
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3.2.21.5. Analiza DAVID

Wyniki uzyskane na podstawie analizy profilu ekspresji catego genomu
z wykorzystaniem chipu Whole-Genome Gene Expression profiling (6-sample BeadChip
lllumina) poddano analizie z wykorzystaniem programu BeadStudio, ktéry pozwolit
na stowrzenie listy gendw, ktére ulegly zwiekszonej oraz zmniejszonej ekspresji
w stosunku do kontroli. Do dalszej analizy in silico uzyskanych wynikéw wykorzystano
program DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery).**%***
W celu przeprowadzenia analizy stworzono liste genéw, ktére ulegly zwiekszonej
oraz zmniejszonej ekspresji w poréwnaniu do proby kontrolne;.
Liste genéw przygotowano wedtug wytycznych:
e Detection score > 0.99/Detection p value < 0.01,
e Diff. score > 20 (dla genéw o zwiekszonym poziomie ekspresji),

e Diff. score < -20 (dla gen6éw o zmniejszonym poziomie ekspresiji).

Tak uzyskane listy poddano analizie bioinformatycznej w oparciu o tzw. functional
annotation clustering, pozwalajgcy na zgrupowanie gendw pod wzgledem podobienstwa
petnionej funkcji lub pod wzgledem udziatu w tym samym procesie jak np. cykl komérkowy

czy udziat w tym samym szlaku przekazywania informacji w komorce.
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4. WYNIKI

4.1. Analiza sprzezen

W celu identyfikacji locus dla zespotu Sensenbrenner przeprowadzono analize
sprzezen oraz mapowanie homozygotyczne. Proby DNA wszystkich czionkéw rodziny
CED-01 byly genotypowane z zastosowaniem komercyjnego chipu GeneChip® Human
Mapping 10K Array firmy Affymetrix.

Wielopunktowa, parametryczna analiza sprzezen zostata przeprowadzona
z zastosowaniem programu Merlin oraz Genehunter, zaktadajgc autosomalny recesywny
sposOb dziedziczenia choroby oraz to, ze rodzice sg spokrewnieni na poziomie
kuzynostwa czwartego stopnia. Przeprowadzona analiza zaréwno z wykorzystaniem
programu Merlin jaki i programu Genehunter pozwolita na zidentyfikowanie jednego
regionu homozygotycznego ze wspoétczynnikiem Lod score 3.57 swiadczacym
0 sprzezeniu. Wynik analizy sprzezen przeprowadzony w oparciu o program Merlin
przedstawiono na rycinie (Rycina 22), natomiast wyniki analizy sprzezen przeprowadzone
w oparciu o program Genehunter przedstawiono na rycinie (Rycina 23).
Zidentyfikowany interwat sprzezenia zlokalizowany jest na chromosomie 3g21-3g24
pomiedzy markerami rs977683 i rs1992093 (126,913,874-143,689,472). Rodzice s3g
heterozygotami dla zidentyfikowanego regionu. Haplotyp interwatu sprzezenia
przedstawiono na rycinie (Rycina 24). Region homozygotyczny obejmuje 16.7 Mbp
i zawiera 124 geny kodujgce biatka i zawierajgce sekwencje referencyjng (RefSeq).

Lokalizacje locus dla zespotu Sensenbrenner przedstawiono na rycinie (Rycina 25).

4 T T T T T T
H LGD
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8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1819 202122

LOD scors

o
N _—

Chromosome

Rycina 22.
Wynik parametrycznej analizy sprzezen. Program Merlin. Lokalizacja jedynego interwatu
sprzezenia na chromosomie 3. Oznaczono strzatka. Lod score 3.57.
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rs977683 i rs1992093.
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Rycina 25.

UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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Lokalizacja regionu homozygotycznego na chromosomie 3021.3-g24. W obrebie interwatu

wystepuja 124 geny zawierajgce

sekwencje referencyjne

4.2. Analiza genéw kandydujacych

(UCSC Genome Browser).

Liste gendw kandydujgcych z regionu homozygotycznego, ktére poddano analizie

przedstawiono w tabeli (Tabela 12).

Tabela 12. Lista genéw kandydujacych z locus dla CED, ktére poddano analizie.

1. A4GNT 21. DZIP1L 41. MSL2L1 61. RPN1

ABTB1 22. EEFSEK 42. NCK1 62. RUVBL1

ACPL2 23. EPHB1 43. NMNAT3 63. RYK

ACPP 24. FAIM 44. NPHP3 64. SEK61A1
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4.3. Analizagenu IFT122
4.3.1. Rodzina CED-01

Rodzina CED-01 obejmuje polskie rodzenstwo z zespotem Sensenbrenner,

zdrowych, daleko spokrewnionych rodzicow.

Rycina 26.
Rodowdd rodziny CED-01.

Przeprowadzona analiza genu [IFT122 w rodzinie CED-01 pozwolita
na identyfikacje homozygotycznej zmiany T->G w eksonie 15 genu IFT122 u pacjentow
z zespotem Sensenbrenner. Rodzice natomiast sg heterozygotami dla zidentyfikowanego
wariantu. Substytucja T->G powoduje zmiane wysoce konserwatywnej waliny na glicyne
we wszystkich czterech izoformach biatka IFT122. Substytucja ta nie jest znanym
polimorfizmem SNP (UCSC Genome Browser). Zmiany tej nie zidentyfikowano rowniez
wsrod 340 kontrolnych chromosomoéw. Na tej podstawie wykluczono, iz wariant ten jest

rzadkim polimorfizmem.
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Rycina 27.
Rodowdd rodziny CED-01. Wynik analizy genu IFT122. Analiza kosegragacji zidentyfikowanej
zmiany p.V553G.

Opis kliniczny pacjentéw z rodziny CED-01

Pacjent 1 (proband), dziewczynka z cigzy pierwszej, zdrowych rodzicéw.
W trakcie badan molekularnych wykazano pézniej, ze rodzice sg ze sobg spokrewnieni.
W momencie urodzenia dziecka matka miata 16 lat, natomiast ojciec miat 25 lat.
Przeprowadzona analiza kariotypu rodzicow wykazata, iz matka (46,XX,inv(9)(p.119.13))
ma prawidtowy kariotyp zenhski, przy czym jest nosicielkg inwersji w chromosomie 9,
bedacej polimorfizmem, natomiast ojciec ma prawidtowy kariotyp meski (46,XY).

Dziewczynka urodzona o czasie, z cigzy bez powiklan. Masa urodzeniowa
wynosita 3,6 kg (50 centyl), dlugos¢ ciata 57 cm (97 centyl), obwod gtowy 35 cm
(50 centyl), a obwad klatki piersiowej 34 cm (50 centyl). W badaniu stwierdzono obnizone
napiecie miesniowe oraz zaznaczone cechy dysmorfii tj. skrocenie konczyn, wystajgcy
brzuch, brachydaktylia, dolichocefalia, wysokie czoto, wydatne matzowiny uszne,
petne policzki, telekantus, szeroka nasada nosa, nisko osadzone i odstajgce uszy,
obustronng przepukline pachwinowg. W badaniu klinicznym stwierdzono réwniez
obecno$¢ zmian ektodermalnych typowych dla zespotu Sensenbrenner tj. mate

i niewlasciwie rozmieszczone zeby, cienkie wiosy, nadmiernie elastyczng skore
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oraz zmiany w obrebie paznokci. U dziewczynki stwierdzono okresowy niedostuch
ze wzgledu na bardzo waskie przewody stuchowe. Pacjentka jest pod statg opiekg
audiologa. W pierwszym roku zycia pacjentka miata czeste infekcje uktadu oddechowego.
Obustronna przepuklina pachwinowa zostata zoperowana w wieku dwodch Iat.
Pierwsze oznaki niewydolno$ci nerek stwierdzono w wieku czterech lat.
Badanie ultrasonograficzne wykazato prawidtowg wielkos¢ obu nerek z zatartg granicg
koro-rdzeniowg. U pacjentki zdiagnozowano pierwszy stopien przewlekiej choroby nerek.
Przeprowadzone badania nie wykazaty zmian w obrebie watroby. W wieku pieciu lat masa
ciata wynosita 14.5 kg (5 centyl), wzrost 104 cm (25 centyl), a obwdd gtowy wynosit
49.5cm (50 centyl). Rozwdj psychomotoryczny jest prawidtowy. Badanie okulistyczne dna
oka nie wykazato zmian w obrebie siatkdwki. Przeprowadzona analiza kariotypu wykazata
prawidtowy kariotyp zenhski (46,XX). Obraz kliniczny pacjenta 1 przedstawiono na rycinach
(Rycina 28-31).

Rycina 28.

Proband (pacjent 1) z rodziny CED-01 w wieku trzech lat. Skrocenie konczyn (gtéwnie gérnych),
waska i krotka klatka piersiowa, wystajacy brzuch i charakterystyczna dla zespotu Sensenbrenner
dysmorfia twarzy. Dolichocefalia i t6dkogtowie, wydatne i wysokie czoto, nisko osadzone odstajgce
uszy, petne policzki, szeroka i niska nasada nosa, skosno-gorne ustawienie szpar powiekowych,
niewielkie zmarszczki nakatne, telekantus, dtuga i gladka rynienka podnosowa, mata zuchwa.
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Rycina 29.

Nieprawidtowosci dfoni i stép u pacjenta 1. Brachydaktylia, klinodaktylia (gtéwnie drugiego i pigtego
palca dtoni), niewielka jednostronna syndaktylia drugiego i trzeciego palca stop. Szeroki odstep
pomiedzy pierwszym a drugim palcem stép.

Rycina 30.
Zmiany ektodermalne u pacjenta 1. Cienkie i rzadkie witosy z nieprawidlowym wirem wioséw, mate
zeby o nieprawidtowym ksztatcie. Ponadto widoczna t6dkowata czaszka.

Rycina 31.
Nadmiernie elastyczna skéra u pacjenta 1.

66



WYNIKI

Pacjent 2, brat probandki. Chiopiec urodzony o czasie z cigzy bez powiktan.
Masa urodzeniowa wynosita 3,5 kg (50 centyl), dlugos¢ ciata 54 cm (90 centyl).
Cechy dysmorfii byly prawie identyczne jak te stwierdzone u pacjentki 1.
Analiza echokardiograficzna wykazata prawidtowy obraz serca.
Badanie ultrasonograficzne brzucha przeprowadzone w wieku siedmiu miesiecy wykazato
zatartg granice Kkoro-rdzeniowg nerki oraz prawidlowy obraz watroby, trzustki
oraz $ledziony. W kolejnych badaniach USG stwierdzono powiekszong i niejednorodng
strukture watroby z hipoechogenicznymi pasmowatymi ogniskami, uktadajacymi sie
wzdtuz silnie echogenicznych naczyn wrotnych oraz wzmozong echogenicznoscig
i zmniejszenie rozmiaru obu nerek. Wystepujgca u pacjenta obustronna przepuklina
pachwinowa zostata zoperowana. W wieku dwéch lat u pacjenta zdiagnozowano
nadcisnienie tetnicze i rozpoczeto terapie obnizajgcg cisnienie. Cechy niewydolnosci
nerek narastaly bardzo szybko, w wieku 3,5 lat stwierdzono koncowy stopien
niewydolnosci nerek i rozpoczeto dializy otrzewnowe. W maju 2012 roku przeprowadzono
transplantacje nerek. Rozwdj umystowy jest prawidtowy. Przeprowadzone badanie

okulistyczne dna oka nie wykazato zmian. Analiza kariotypu wykazata prawidtowy kariotyp

meski (46,XY). Obraz kliniczny pacjenta 2 przedstawiono na rycinach (Rycina 32-36).

|  ; i

o

;

Rycina 32.
Pacjent 2 w wieku pieciu miesiecy. Skrocenie konczyn, lejkowata klatka piersiowa, obustronna
przepuklina pachwinowa.
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Rycina 33.

Obraz kliniczny pacjenta 2. Dolichocefalia i t6dkogtowie, wydatne i wysokie czoto z wysokag
czotowg linig witosow, nisko osadzone i odstajgce uszy, petne policzki, szeroka i niska nasada
nosa, ukosne szpary powiekowe, niewielka zmarszczka nakatna, telekantus, dituga i gtadka
rynienka podnosowa, mata zuchwa, petna wywinieta dolna warga.

Rycina 34.
Brachydaktylia dfoni u pacjenta 2.
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Rycina 35.
Gtebokie i nieprawidtowe bruzdy dioniowe i podeszwowe u pacjenta 2.

Rycina 36.
Zmiany ektodermalne u pacjenta 2. Nadmiernie elastyczna skéra i nieprawidtowosci zebdw.
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4.3.2. Rodzina CED-02

Rodzina CED-02 pochodzgca z Norwegii. Proband (pacjent 3), pierwsze dziecko

daleko spokrewnionych zdrowych rodzicow.

Rycina 37.
Rodowdd rodziny CED-02.

Skrining genu IFT122 w rodzinie CED-02 pozwolit na identyfikacje
homozygotycznej zmiany C->T w eksonie 11 genu IFT122 u pacjenta z zespotem
Sensenbrenner. Rodzice natomiast sg heterozygotami dla zidentyfikowanego wariantu.
Substytucja C->T powoduje zmiane wysoce konserwatywnej seryny na fenyloalanine
we wszystkich czterech izoformach biatka IFT122. Substytucja ta nie jest znanym
polimorfizmem SNP (UCSC Genome Browser). Zmiany tej nie zidentyfikowano réwniez
wsrod 340 kontrolnych chromosomoéw. Na tej podstawie wykluczono, iz wariant ten jest

rzadkim polimorfizmem.
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p.S373F

Rycina 38.
Rodowdd rodziny CED-02. Wynik analizy genu IFT122. Analiza kosegragacji zidentyfikowanej
zmiany p.S373F.

Opis kliniczny pacjenta 3 z rodziny CED-02

Proband (pacjent 3) urodzony w 38 tygodniu cigzy przez cesarskie ciecie.
U matki dziecka stwierdzono jedynie tagodng, nadmierng ruchomos$é stawdw.
Masa urodzeniowa wynosita 5.02 kg (>99 centyla), dtugosé ciata 50 cm (50-75 centyl).
W badaniu stwierdzono uogdlniony obrzek podskérny, obnizone napiecie miesniowe,
nadmierng ruchomosé¢ stawodw, krétkie palce z obustronng klinodaktylig pigtego palca,
nisko osadzone i odstajgce uszy oraz nadmierne faldy skérne. W badaniu
echokardiograficznym stwierdzono strukturalnie prawidtowe serce, natomiast w badaniu
ultrasonograficznym stwierdzono stabg demarkacje pomiedzy korg a rdzeniem nerki.
W wieku 11 miesiecy dlugos¢ ciala i masa pacjenta byly ponizej 2 centyla
(odpowiednio 70 cm; 7.9 kg), natomiast obwdd gtowy wynosit 50 cm (98 centyl).
Duza obustronna przepuklina pachwinowa zostata zoperowana chirurgicznie. W drugim
roku zycia u pacjenta stwierdzono rzadkie wilosy, mate zeby, krétkie konczyny
oraz dolichocefalie, kraniosynostoze i wydatne czoto. Rozwdj psychomotoryczny byt

prawidtowy. W wieku 2.5 lat w badaniu laboratoryjnym stwierdzono biatkomocz.
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Przeprowadzona biopsja nerek wykazata martwice i zanik kanalikbw nerkowych.
W badaniu okulistycznym nie stwierdzono cech barwnikowego zwyrodnienia siatkowki.
W badaniu RTG stwierdzono waskg klatke piersiowg i krotkie zebra. Przeprowadzona
analiza kariotypu wykazata prawidtowy kariotyp meski 46,XY. Proband ma mtodsza

zdrowg siostre. Obraz kliniczny pacjenta 2 przedstawiono na rycinach (Rycina 39-40).

Rycina 39.
Obraz kliniczny pacjenta 3 w wieku 12 miesiecy. Kraniosynostoza, wydatne czoto, nisko osadzone
i odstajgce uszy, mata zuchwa, zmarszczka nakatna, telekantus, diuga i gtadka rynienka

podnosowa.

Rycina 40.
Obustronna przepuklina pachwinowa u pacjenta 3.
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4.3.3. Rodzina CED-03

Pacjent 4 to przypadek sporadyczny. Chtopiec, pierwsze dziecko zdrowych

rodzicéw, pochodzacych z tej samej matej miejscowosci na potudniu Wioch.

Rycina 41.
Rodowdd rodziny CED-03.

Analiza genu IFT122 w rodzinie CED-03 pozwolita na identyfikacje
heterozygotycznej zmiany G->C w eksonie 1 oraz heterozygotycznej zmiany G->A
w intronie 6 genu IFT122 u pacjenta z zespotem Sensenbrenner.
Substytucja G->C zlokalizowana w eksonie 1 powoduje zmiane wysoce konserwatywnego
tryptofanu na cysteing we wszystkich czterech izoformach biatka IFT122. Ze wzgledu
na to, ze zmiana typu missens W->C nie zostata zidentyfikowana u zadnego z rodzicow
przeprowadzono analize ojcostwa w celu potwierdznia, ze mutacja ta wystgpita u pacjenta
de novo. Natomiast zmiana G->A w intronie 6 znajdujgca sie w obrebie miejsca
donorowego powoduje zmiane wysoce konserwatywnego nukleotydu w transkrypcie 1, 2
oraz 3 genu IFT122. Wariant ten zostat odziedziczony od matki. Zmiany te nie sg znanymi
polimorfizmami SNP (UCSC Genome Browser) i nie zidentyfikowano ich ws$réd 340
kontrolnych chromosomow. Na tej podstawie wykluczono, iz mogg one by¢ rzadkim

polimorfizmami.
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Rycina 42.
Rodowdd rodziny CED-03. Wynik analizy genu IFT122. Analiza kosegragacji zidentyfikowanej
zmiany p.W7C oraz c502+G>A.

Opis kliniczny pacjenta 4 z rodziny CED-03

Proband (pacjent 4), po urodzeniu stwierdzono skrécenie kohczyn, dolichocefalie,
zmarszczke nakatna, waskg klatke piersiowg, a podczas kolejnych wizyt niski wzrost
oraz hypodontie i microdontie oraz rozmiekczenie chrzgstek tchawicy, co wymagato
tracheostomii do czwartego roku zycia. U pacjenta wystepowata obustronna przepuklina
pachwinowa, ktéra zostata zoperowana chirurgicznie. W wieku 2.2 lat stwierdzono
zaburzenia w funkcjonowaniu nerek. U pacjenta zdiagnozowano rowniez zwtoknienie
w obrebie watroby. Kiedy pacjent byt w wieku 3 lat rozpoczeto dialize otrzewnowa.
W wieku 4.5 lat masa pacjenta wynosita 13 kg (< 3 centyla), a wzrost 89 cm (< 3 centyla).
Badanie dna oka oraz badanie elektroretinograficzne nie wykazaty zmian w obrebie
siatkéwki. Pacjent jest po przeszczepie watroby i nerek. Wynik badania radiologicznego

przedstawiono na rycinie (Rycina 43).
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Rycina 43.
Badanie radiologiczne pacjenta CED-03/4 w wieku trzech lat. Widoczne todkogtowie, skrocenie
konczyn gornych i dolnych, skrécenie paliczkéw dtoni.™®
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4.3.4. Lokalizacja zmian zidentyfikowanych w genie IFT122

Izoforma 1

I I .

c.G21C  ©c.502+5G>A  c.C1118T ¢.T1658G
pWIC  p.H143VfsX4 p.S373F p.V553G

Lo l l

Izoforma 2

I I .

c.G21C  c.349+5G>A c.C965T  c.T1505T
p.W7C p.H92VfsX4 p.5322F p.V502G

Lo | l
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Izoforma 3

I I I I

€.G21C  ¢.349+5G>A  ¢.C788T  c.T1328T
p.W7C p.H92VisX4  p.S263F  p.V443G

Lo l !

Izoforma 4

I I

c.G21C c.C632T c.T1328T
p.W7C p.S211F p.V443G

| l |

Rycina 44.
Lokalizacja zmian zidentyfikowanych w genie IFT122, na poziomie DNA (gorny panel)
oraz na poziomie biatka (dolny panel).
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W obrebie genu IFT122 zidentyfikowano trzy zmiany typu missens, z ktoérych dwie
W->C oraz S->F zlokalizowane sg w domenach WD, natomiast zmiana V->G
Zlokalizowana jest w poblizu domeny WD. Domeny WD petnig bardzo wazng role
w interakcji biatko-biatko. Wszystkie zmiany typu missens obecne sg we wszystkich
czterech izoformach genu IFT122. Natomiast zidentyfikowana zmiana splicingowa
zlokalizowana jest w intronie 6 genu IFT122 w tanskrypcie 1, 2 oraz 3 tego genu.
U pozostatych osmiu pacjentéow z zespotem Sensenbrenner nie zidentyfikowano mutaciji

w obrebie genu IFT122.

4.3.5. Polimorfizmy SNP zidentyfikowane w genie IFT122

Tabela 13. Polimorfizmy SNP zidentyfikowane w genie IFT122 w grupie pacjentéw z zespotem
Sensenbrenner.

Pacjent

Con SNP 1 2 3 4 5 6 7

rs6805886 | rs6805886 | rs6805886 | rs6805886 | rs6805886 | rs6805886 | rs6805886
Homo rs6770233
SNP rs2285354

IFT122

- - - - - rs2301570
Hetero
SNP

Pacjent

Con SNP 8 G 10 11 12 13

rs6805886 | rs6805886 | rs6805886 | rs6805886 | rs6805886 | rs6805886
Homo
SNP

IFT122

Hetero
SNP

Analiza genu IFT122 w grupie 13 pacjentéw z zespotem Sensenbrenner pozwolita
na identyfikacie 4 réznych polimorfizméw SNP. Najczestszym polimorfizmem
wystepujgcym w badanej grupie byt wariant rs6805886, ktory zidentyfikowano w uktadzie
homozygotycznym u wszystkich pacjentéw. Uzyskane wyniki sg zgodne z informacjami
zawartymi w bazach danych, ktére podajg, iz czesto$¢ wystepowania tego allelu
w uktadzie homozygotycznym wynosi 100% dla populacji europejskiej.
U pacjenta oznaczonego numerem 7 wykryto 4 rézne polimorfizmy SNP, z czego jeden

(rs2301570) w uktadzie heterozygotycznym.

78



WYNIKI

4.4. Ustalenie ojcostwa w rodzinie CED-03

W celu potwierdzenia ojcostwa w rodzinie CED-03 przeprowadzono
genotypowanie préb DNA pochodzgcych od matki, ojca i dziecka. Analize 250 000 SNP
przeprowadzono w oparciu 0 mikromacierz Affymetrix 250K SNP array.
Wynik genotypowania dla 45 wybranych SNP (proba 2240 — matka, 2238 — dziecko, 2239
— ojciec). Wyniki genotypowania w rodzinie CED-03 przedstawiono na rycinie
(Rycina 45).

2240 2238 2239
SNPID Call <Confidence sSNPID Call cConfidence sNPID Call cConfidence
AFFX-2315061 AB AFFX-2315061 Yy AFFX-2315061 AB
AFFX-2315062 BB AFFX-2315062 AR AFFX-2315062 AB
AFFX-2315057 Al AFFX-2315057 Al AFFX-2315057 AB
AFFX-2315058 AB AFFX-2315058 BE AFFX-2315058 BB
AFFX-2315059 Al AFFX-2315059 Al AFF¥-2315059 AB

A2 S A = SRR A e A
p-vay AP A

AFFX-2315065 AB AFFX-2315065 AR AFF¥-2315065 Ad
AFFX-2315066 AB AFFX-2315066 AR AFFX-2315066 BB
AEEM 3105 A A RS 2R P4 EaET e
AEEM - 315058 A A= AL s R A e o
AFFX-2315069 AB AFFX-2315069 AR AFFX-2315069 AB
AFFK—EEISDED AB AFFX-2315070 BE AFFX-2315070 EE
AFFX-2315073 AB AFFX-2315073 AB AFFX-2315073 AA
AFFX-2315074 AB AFFX-2315074 BE AFFx-2315074 BB
AFFX-2315076 AB AFFX-2315076 AB AFFX-2315076 EE
AFFX-2315077 AB AFFX-2315077 BE AFFX-2315077 BEE
s AR, SR S——————R e ey R ep

- r A AF‘HE‘E‘]?E‘BH
AFFX-2315080 AB AFFX-2315080 AB AFFX-2315080 Al
AFFX-2315081 AA AFFX-2315081 AB AFFX-2315081 AB
AFFX-2315082 AA AFFX-2315082 AB AFFX-2315082 AB
AFFX-2315083 AB AFFX-2315083 AB AFFX-2315083 BE
AFFX-2315084 AB AFFX-2315084 AB AFFX-2315084 AR
AFFX-2315085 AA AFFX-2315085 AB AFFX-2315085 AB
AFFX-2315087 BE AFFX-2315087 AB AFFX-2315087 AB
AFFX-2315088 AB AFFX-2315088 Ad AFFX-2315088 Ab
AFFX-2315089 BB AFFX-2315089 AR AFF¥-2315089 AB
AFFX-2315090 AA AFFX¥-2315090 AB AFFX-2315090 AB
AFFX-2315091 AB AFFX-2315091 AR AFFX-2315091 AB
AFFX-2315092 BE AFFX-2315092 BE AFFX-2315092 AB
AFFX-2315093 BE AFFX¥-2315093 AB AFFX-2315093 AR
AFFX-2315094 AB AFFX-2315094 AB AFFX-2315094 AA
AFFX-2315095 AB AFFX-2315095 BE AFFX-2315095 EB

= 4 pvay AEFEe=P e
= 231:34? e BFFA—2 5L Uy Ab fal = i
AFFX-2315048 AB AFFX-2315048 LYY AFFX-2315048 AB
AFFxX-2315049 EE AFFX¥-2315049 AB AFFX-2315049 AB
AFFX-2315050 BB AFFX-2315050 BE AFFX-2315050 AB
AFFX-2315051 AB AFFX-2315051 LYY AFFX-2315051 AR

Rycina 45.

Wynik genotypowania w rodzinie CED-03 potwierdzajgcy ojcostwo.
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Sposréd przykladowych 45 SNP przedstawionych na rycinie, 13 SNP byto
nieinformatywnych (zaznaczono na czerwono). Na podstawie analizy segregacji
pozostatych 32 SNP mozna stwierdzi¢, ze w poszczegodlnej parze alleli jeden allel jest
dziedziczony od matki a drugi od ojca, co jednoznacznie pozwala na potwierdzenie
ojcostwa w rodzinie CED-03. Wynik tej analizy wskazuje réwniez, iz zidentyfikowana
zmiana typu missens W->C w eksonie 1 genu IFT122 wystgpita w pacjenta 4 de novo.

W celu potwierdzenia, iz zmiana odziedziczona od matki, zlokalizowana w intronie
6 genu IFT122 ma wptyw na proces skladania pierwotnego transkryptu oraz ze zmiana
missens zlokalizowana jest na chromosomie oddziedziczonym od ojca, a pacjent jest

ztozong heterozygotg przeprowadzono analize RT-PCR oraz real-time PCR.

4.5. RT-PCR

Reakcje RT-PCR przeprowadzono z réznymi kombinacjami primerow na cDNA
uzyskanym z RNA wyizolowanego z krwi obwodowej pacjenta CED-03/4 i trzech kontroli.
Gen IFT122 posiada 4 transktypty ulegajgce ekspresji w wielu tkankach (Genome
Browser, Human Protein Reference Database). W reakcji zastosowano dwie kombinacje
primeréw (A+B oraz A+C) pozwalajgce na amplifikacje wszystkich czterech transkryptow.

Lokalizacje poszczegdinych primeréw przedstawiono na rycinie (Rycina 46).

L <= =
!u‘ml1I2|3|4|5|E[7|3I9I10I11|3uTR-

Isaform 1

A < <
JT:I1|2|3|4|6|7[3|9|10|11|Nm

Isoform 2

2 < <
s'u‘ml‘II2I3|4I6|7I8|10I11I3’LITR

Isoform 3

A B [
—» <4 <4—
5 UTR I 1 I 2 I 3 I 4 I 7 I 8 [10|11| I UTR

Transcript with exon 6 skipping

A B [+]
. < <
s-uml1I2|3|7|a|1o[11|”“

Isoform 4

Rycina 46.
Lokalizacja poszczegdlnych primeréow wykorzystanych w reakcji RT-PCR.

W reakcji wykorzystano rowniez primery NUA w celu sprawdzenia przebiegu
syntezy cDNA. Marker Hyper Ladder IV (Bioline) wykorzystano jako standard wielkosSci
produktow RT-PCR. Wynik reakcji RT-PCR przedstawiono na rycinie (Rycina 47).
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Pacjent 4 Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3

M Nua A+B A+C Nua A+B A+C Nua A+B A+C Nua A+B A+C

j p—
j QPR 1 e L — 2
3 5 3 -—i
-l ° - - .
2 c— 2 2 a
3 — 3 3

Rycina 47.

Wynik reakcji RT-PCR.

Reakcja RT-PCR przeprowadzona z primerami A+B:

Izoforma 1 (wielko$¢ produktu 668 bp): brak prgzka/brak ekspresji

1 = izoforma 2 and 3 (wielko$¢ produktu 515 bp),

2 = nowy transkrypt N z pominieciem eksonu 6 (wielko$¢ produktu 438 bp),
3 = izoforma 4 (wielko$¢ produktu 359 bp).

Reakcja RT-PCR przeprowadzona z primerami A+C:

Izoforma 1 (wielko$¢ produktu 1084 bp): brak prazka/bark ekspresiji
Izoforma 2 (wielko$¢ produktu 931 bp): brak prgzka/bark ekspresji

1 =izoforma 3 (wielko$¢ produktu 754 bp),

2 = nowy transkrypt N z pominieciem eksonu 6 (wielko$¢ produktu 677 bp),
3 = izoforma 4 (wielko$¢ produktu 598 bp).

Produkty uzyskane w reakcji RT-PCR wycieto z zelu i zsekwencjonowano.
Przeprowadzona reakcja RT-PCR wykazata, ze we krwi obwodowe] ekspresji ulega
izoforma 3 (posiadajgce eksony 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10, 11) izoforma 4 (posiadajgca eksony
1,2,3,7,8, 10, 11) oraz nowy transkrypt N (zawierajgcy eksony 1, 2, 3, 4, 7, 8, 10, 11).
Analiza wynikéw sekwencjonowania wykazata, ze u pacjenta 4 amplikon specyficzny dla
izoformy 3 zawiera homozygotyczng zmiange missens zidentyfikowang w eksonie 1
(p.W7C) sugerujac, iz ta izoforma ulega ekspresji z jednego allelu zlokalizowanego
na chromosomie odziedziczconym od ojca. Amplikony odpowiadajgce nowemu
transkryptowi N (nie zawierajgcego eksonu 6) oraz izoformie 4 byty w uktadzie
heterozygotycznym dla danej zmiany missens, co wskazuje no to, ze ulegajg one
ekspresji z obu alleli. W celu potwierdznia uzyskanych wynikow przeprowadzono reakcje
RT-PCR z primerami specyficznymi dla trzech transkryptéw ulegajgcych ekspresji w krwi
obwodowej. Wyniki sekwencjonowania przeprowadzone u pacjenta i kontroli

przedstawiono na rycinie (Rycina 48).
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M VW

Patient_CED-03 Control
B
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Rycina 48.
Wyniki skwencjonowania poszczegélnych produktéw reakcji RT-PCR. A. lzoforma 3.
B. Nowy transkrypt N. C. Izoforma 4.

Uzyskane wyniki sugerujg, ze pacjent 4 (CED-03) jest zlozong heterozygotg
zawierajgcg heterozygotyczng mutacje typu missens (W->C) zlokalizowang w eksonie 1
powstatg de novo w kombinacji z heterozygotyczng mutacjg G->A zlokalizowang
w intronie 6 genu IFT122. Na podstawie wynikow reakcji RT-PCR widoczna jest rowniez
réznica w poziomie ekspresji poszczegdlnych transkryptow. U pacjenta izoforma 3 ulega
nizszej ekspresji w poréwnaniu do trzech kontroli, poniewaz ulega ekspresji tylko
z jednego allelu, co jest widoczne na podstawie intensywnosci swiecenia prgzka na zelu
odpowiadajgcego izoformie 3. Natomiast ekspresja nowego ftranskryptu N
(nie zawierajgcego eksonu 6) ulega zwiekszonej ekspresji u pacjenta w poréwnaniu
do trzech kontroli, poniewaz dodatkowo transkrypt ten ulega ekspresji z allelu
zawierajgcego zmiane G->A w intronie 6, co rowniez jest widoczne na podstawie
intensywnosci Swiecenia prgzka na zelu odpowiadajgcego temu transkryptowi.
Dodatkowo wyniki te wskazujg, ze zmiana w intronie 6 ma wptyw na prawidtowy przebieg
procesu sktadania pierwotnego transkryptu i jej obecnos¢ powoduje pominiecie eksonu 6.
Analiza sekwencji genu IFT22 wykazata, iz pominiecie eksonu 6 powoduje przesuniecie

ramki odczytu i przedwczesng terminacje procesu translacji spowodowanej pojawieniem

82



WYNIKI

sie kodonu stop. Natomiast poziom ekspresji transkryptu 4 jest na tym samym poziomie
u pacjenta i trzech analizowanych kontroli, co jest zwigzane z tym, ze zmiana w intronie 6
dotyczy tylko tanskryptu 1, 2 oraz 3 genu IFT122. Wyniki analizy sekwencji z pominieciem

eksonu 6 genu IFT122 przedstawiono ponizej.

Fragment izoformy 1 genu IFT122

Sekwencja DNA

ATGAGGGCCGTGTTGACGTGGAGAGATAAAGCCGAGCACTGTATAAATGACATCGC
ATTTAAGCCTGATGGAACTCAACTGATTTTGGCTGCCGGAAGCAGATTACTGGTTTAT
GACACCTCTGATGGCACCTTACTTCAGCCCCTCAAGGGACACAAAGACACTGTGTAC
TGTGTGGCATATGCGAAGGATGGCAAGCGCTTTGCTTCTGGATCAGCTGACAAAAGC
GTTATTATCTGGACATCAAAACTGGAAGGCATTCTGAAGTACACATCTTGGTCTGTGA
TGTCTTCATTGCACCTCCATCTTCCATTTCTGGGCCTCCACAAAACAGTAAGAGTAAC
AGCCACAGATAAAGCACCTAAAGGCCAAGGTGGGAGGATTGATTGCTTGAGGCCAA
GCGTTCAAAACCAACCTGGCCAAAAGCACAATGATGCTATACAATGTGTCTCCTACAA
TCCTATTACTCATCAACTGGCATCTTGTTCCTCCAGTGACTTTGGGTTGTGGTCTCCT
GAACAGAAGTCTGTCTCCAAACACAAATCAAGCAGCAAGATCATCTGCTGCAGCTGG
ACAAATGATGGTCAGTACCTGGCGCTGGGGATGTTCAATGGGATCATCAGCATACGG
AACAAAAATGGCGAGGAGAAAGTAAAGATCGAGCGGCCGGGGGGCTCCCTCTCGCC
AATATGGTCCATCTGCTGGAACCCTTCAA

Sekwencja biatka

MetRAVLTWRDKAEHCINDIAFKPDGTQLILAAGSRLLVYDTSD
GTLLQPLKGHKDTVYCVAYAKDGKRFASGSADKSVIIWTSKL
EGILKYTSWSVMetSSLHLHLPFLGLHKTVRVTATDKAPKGQG
GRIDCLRPSVQNQPGQKHNDAIQCVSYNPITHQLASCSSSDF
GLWSPEQKSVSKHKSSSKIICCSWTNDGQYLALGMetFNGIISI
RNKNGEEKVKIERPGGSLSPIWSICWNPS
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Fragment izoformy 1 genu IFT122 z pominieciem eksonu 6

Sekwencja DNA

ATGAGGGCCGTGTTGACGTGGAGAGATAAAGCCGAGCACTGTATAAATGACATCGC
ATTTAAGCCTGATGGAACTCAACTGATTTTGGCTGCCGGAAGCAGATTACTGGTTTAT
GACACCTCTGATGGCACCTTACTTCAGCCCCTCAAGGGACACAAAGACACTGTGTAC
TGTGTGGCATATGCGAAGGATGGCAAGCGCTTTGCTTCTGGATCAGCTGACAAAAGC
GTTATTATCTGGACATCAAAACTGGAAGGCATTCTGAAGTACACATCTTGGTCTGTGA
TGTCTTCATTGCACCTCCATCTTCCATTTCTGGGCCTCCACAAAACAGTAAGAGTAAC
AGCCACAGATAAAGCACCTAAAGGCCAAGGTGGGAGGATTGATTGCTTGAGGCCAA
GCGTTCAAAACCAACCTGGCCAAAAGGTTGTGGTCTCCTGAACAGAAGTCTGTCTCC
AAACACAAATCAAGCAGCAAGATCATCTGCTGCAGCTGGACAAATGATGGTCAGTAC
CTGGCGCTGGGGATGTTCAATGGGATCATCAGCATACGGAACAAAAATGGCGAGGA
GAAAGTAAAGATCGAGCGGCCGGGGGGCTCCCTCTCGCCAATATGGTCCATCTGCT
GGAACCCTTCAA

Sekwencja biatka

MetRAVLTWRDKAEHCINDIAFKPDGTQLILAAGSRLLVYDTSD
GTLLQPLKGHKDTVYCVAYAKDGKRFASGSADKSVIIWTSKL
EGILKYTSWSVMetSSLHLHLPFLGLHKTVRVTATDKAPKGQG
GRIDCLRPSVQNQPGQKVVVSStopTEVCLQTQIKQQDHLLQL
DKStopWSVPGAGDVQWDHQHTEQKWRGESKDRAAGGLPLA
NMetVHLLEPFK

Lokalizacja mutacji na poziomie DNA oraz biatka: ¢.502 + 5G>A; p.H143VfsX4.

Fragment izoformy 2i 3 genu IFT122

Sekwencja DNA

ATGAGGGCCGTGTTGACGTGGAGAGATAAAGCCGAGCACTGTATAAATGACATCGC
ATTTAAGCCTGATGGAACTCAACTGATTTTGGCTGCCGGAAGCAGATTACTGGTTTAT
GACACCTCTGATGGCACCTTACTTCAGCCCCTCAAGGGACACAAAGACACTGTGTAC
TGTGTGGCATATGCGAAGGATGGCAAGCGCTTTGCTTCTGGATCAGCTGACAAAAGC
GTTATTATCTGGACATCAAAACTGGAAGGCATTCTGAAGTACACGCACAATGATGCTA
TACAATGTGTCTCCTACAATCCTATTACTCATCAACTGGCATCTTGTTCCTCCAGTGA
CTTTGGGTTGTGGTCTCCTGAACAGAAGTCTGTCTCCAAACACAAATCAAGCAGCAA
GATCATCTGCTGCAGCTGGACAAATGATGGTCAGTACCTGGCGCTGGGGATGTTCAA
TGGGATCATCAGCATACGGAACAAAAATGGCGAGGAGAAAGTAAAGATCGAGCGGC
CGGGGGGCTCCCTCTCGCCAATATGGTCCATCTGCTGGAACCCTTCAA

Sekwencja biatka

Met RAVLTWRDKAEHCINDIAFKPDGTQLILAAGSRLLVYDTSD
GTLLQPLKGHKDTVYCVAYAKDGKRFASGSADKSVIIWTSKL
EGILKYTHNDAIQCVSYNPITHQLASCSSSDFGLWSPEQKSYV
SKHKSSSKIICCSWTNDGQYLALGMetFNGIISIRNKNGEEKVK
IERPGGSLSPIWSICWNPS
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Fragment izoformy 2 i 3 genu IFT122 z pominigciem eksonu 6

Sekwencja DNA

ATGAGGGCCGTGTTGACGTGGAGAGATAAAGCCGAGCACTGTATAAATGACATCGC
ATTTAAGCCTGATGGAACTCAACTGATTTTGGCTGCCGGAAGCAGATTACTGGTTTAT
GACACCTCTGATGGCACCTTACTTCAGCCCCTCAAGGGACACAAAGACACTGTGTAC
TGTGTGGCATATGCGAAGGATGGCAAGCGCTTTGCTTCTGGATCAGCTGACAAAAGC
GTTATTATCTGGACATCAAAACTGGAAGGCATTCTGAAGTACACGGTTGTGGTCTCCT
GAACAGAAGTCTGTCTCCAAACACAAATCAAGCAGCAAGATCATCTGCTGCAGCTGG
ACAAATGATGGTCAGTACCTGGCGCTGGGGATGTTCAATGGGATCATCAGCATACGG
AACAAAAATGGCGAGGAGAAAGTAAAGATCGAGCGGCCGGGGGGCTCCCTCTCGCC
AATATGGTCCATCTGCTGGAACCCTTCAA

Sekwencja biatka
MetRAVLTWRDKAEHCINDIAFKPDGTQLILAAGSRLLVYDTSD
GTLLQPLKGHKDTVYCVAYAKDGKRFASGSADKSVIIWTSKL

EGILKYTVVVSStopTEVCLQTQIKQQDHLLQLDKStopWSVPGA
GDVQWDHQHTEQKWRGESKDRAAGGLPLANMetVHLLEPFK

Lokalizacja mutacji na poziomie DNA oraz biatka: ¢.349+ 5G>A; p.H92VfsX4.

W celu oceny ilosciowej ekspresji transkryptu 3, transkryptu N oraz transkryptu 4

przeprowadzono reakcje real-time PCR z primerami specyficznymi dla tych transkryptéw.
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4.6. Real-time PCR

Istotnos¢ uzyskanych wynikbw obliczono na podstawie testu t-studenta.
Jako kontrole wykorzystano RNA wyizolowane z krwi obwodowej od trzech zdrowych
0s0b.

Izoforma 3

Kontrola

Mean; = 1.15861
St.dev; = 0.190531
n=3

Pacjent

Mean, = 0.268185
St.dev, = 0.008487
n,=3

t = 8.0866

Degrees of freedom = 4
p =0.001271

Wyniki reakcji real-time dla izoformy 3 genu IFT122 przedstawiono na rycinie (Rycina 49).

IFT122_isoform_3

1.6
1.4
1.2 1

*R

0.8

0.6 -

0.4
0

Patient CED-03 Controls

MmRNA level

Rycina 49.
Wyniki reakcji real-time PCR dla izoformy 3 genu IFT122. Poziom ekspresji izoformy 3 u pacjenta
CED-03/4 jest nizszy w poréwnaniu do trzech kontroli. Wynik wysoce istotny statystycznie.
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Transkrypt N

Kontrola

Mean, = 1.039782
St.dev, = 0.075442
N,=3

Pacjent

Mean; = 5.185978
St.dev; = 0.754636

n=3

t=9.4742
Degrees of freedom =4
p = 0.000692

Wyniki reakcji real-time dla nowego tanskryptu N genu IFT122 przedstawiono

na rycinie (Rycina 50).

IFT122_exon_6_skipping_transcript

mMmRNA level

R

s

Patient CED-03 Controls

Rycina 50.

Wyniki reakcji real-time PCR dla nowego transkryptu N genu IFT122. Poziom ekspresji nowego
tran skryptu N u pacjenta CED-03/4 jest wyzszy w poréwnaniu do trzech kontroli. Wynik wysoce

istotny statystycznie.
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Izoforma 3

Kontrola

Mean,; = 1.15861
St.dev; = 0.190531
n=3

Pacjent

Mean, = 0.268185
St.dev, = 0.008487
n,=3

t = 8.0866

Degrees of freedom = 4
p =0.001271

Wyniki reakcji real-time dla izoformy 4 genu IFT122 przedstawiono
na rycinie (Rycina 51).

IFT122_isoform_4

1.8

NS
1.6 - T
1.4 -
1.2 -

0.8 -
0.6
0.4 -
0.2

mRNA level

Patient CED-03 Controls

Rycina 51.
Wyniki reakcji real-time PCR dla izoformy 4 genu IFT122. Brak roznicy w poziomie ekspresji
izoformy 4 u pacjenta CED-03/4 w poréwnaniu do trzech kontroli.

Przeprowadzona analiza real-time PCR wykazata, ze poziom ekspres;ji izoformy 3
jest mniejszy u pacjenta CED-03/4 w poréwnaniu do trzech kontroli (wynik wysoce istotny
statystycznie p<0.01). Poziom ekspresji nowego transkryptu N byt wyzszy u pacjeta
w préwnaniu do trzech kontroli (wynik ekstremalnie istotny statystycznie p<0.001).
Natomiast ocena poziomu ekspresji izoformy 4 nie wykazata istotnych réznic pomiedzy
ekspresjg tej izoformy u pacjenta a kontrolami, co jest zwigzane z tym, iz mutacja

splicingowa zlokalizowana w intronie 6 genu IFT122 nie dotyczy tanskryptu 4.
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4.7. Analiza ilosci i dlugosci rzesek w fibroblastach skéry

W celu oceny fenotypu rzeskowego oraz wptywu zidentyfikowanej zmiany w biatku
IFT122 przeprowadzono analize morfologii oraz czestosci rzesek w fibroblastach skory
pacjenta CED-01/2 oraz kontroli. Eksperyment przeprowadzono w dwoch roznych
warunkach. W celu wykonania badan podczas operacji przepuklin pachwinowych pobrano
od pacjenta fragment skory, tkanki podskoérnej oraz fragment worka przepuklinowego
z ktérych zatozono linie komérkowe. Analizie poddano trzy linie komorkowe fibroblastéw
pacjenta. Kontrole natomiast stanowity trzy linie komdrkowe fibroblastow skory oséb
zdrowych. Przeprowadzone badania wykazaty znaczgco statystycznie zmniejszenie
dtugosci (p<0.05) oraz czestosci wystepowania rzesek (p<0.001) w fibroblastach skéry

pacjenta w poréwnaniu do kontroli. Wyniki przedstawiono na rycinach (Rycina 52-54).

Control

CED

Rycina 52.
Analiza czestosci wystepowania rzesek w fibroblastach. Control — kontrola. CED — pacjent.
Anti-acetylatylowana tubulina (zielony), jagdra komdrkowe TO-PRO-3 (czerwony). Skala 10um.

Zmniejszenie czestosci wystepowania rzesek w fibroblastach skory pacjenta w poréwnaniu
do kontroli.
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Control CED

Rycina 53.

Analiza dtugosci rzesek w fibroblastach. Control — kontrola. CED — pacjent. Anti-acetylatylowana
tubulina (zielony). Skala: 1um. Zmniejszenie diugosci rzesek w fibroblastach skéry pacjenta
w poréwnaniu do kontroli.

* *
C B
* *
0.9 1.6
0.8 1.4
0.7 —_
§ = 1.2
o 06 = 1
P
o =
Los 2
© 2 o8
= 04
5 E
0.3 ik
0.2 4 0.4
0.1+ 0.2
0 0
Coritrols CED Controls CED Controls CED Controls CED
Gelatin FN Gelatin FN
Rycina 54.

C. Ocena czestosci wystepowania rzesek w fibroblastach. D. Ocena dlugosci rzesek.
Przeprowadzone badania wykazaly znaczgco statystycznie zmniejszenie dtugosci (p<0.05)
oraz czestosci wystepowania rzesek (p<0.001) w fibroblastach skoéry pacjenta w poréwnaniu
do kontroli.
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4.8. Knockdown genu ift122 w modelu Danio rerio

W celu potwierdzenia hipotezy, ze mutacje zidentyfikowane w genie IFT122
u pacjentdw sg funkcjonalnie wazne i odpowiedzialne za wystgpienie zespotu
Sensenbrenner w ramach prowadzonych badan stworzono model zebrafish z obnizong
ekspresja ift122. Model ten zostat uzyskany z zastosowaniem antysensownego morfolino
skierowanego na 5 UTR (5-AAATCACGGCGTTTCCGAAAGCCGC-3’) zaraz powyzej
kodonu start ATG oraz morfolino skierowanego na miejsce splincingowe tgczenia
Eksonl-Intron1 (5-TATTGGTCTCTTTACCAGAACTCTG-3’).

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze utrata ift122 u Danio rerio powoduje
wystgpienie fenotypu rzeskowego. W 80 godzinie po zaptodnieniu (80 hpf, ang. hours
post fertilization) w embrionach obserwowano skrécenie osi ciata, obrzek serca i mate
oczy. Dodatkowo w pigtym dniu po zaptodnieniu (5 dpf, ang. days post fertilization)

u morfantéw zaobserwowano wystgpienie cyst w obrebie pronefronéw (Rycina 55).

con

ifi122UTR. MO - ———

%«"""*-0 "'Ng‘

P rw

if1122Spl. MO

kJ"P 5 dpf
Rycina 55.

Fenotyp modelu zebrafish ift122. Skala: 400um. W 80 godzinie po zaptodnieniu (80 hpf)
w embrionach obserwowano skrdcenie osi ciata, obrzek serca i mate oczy. W pigtym dniu
po zaptodnieniu (5 dpf) u morfantéw zaobserwowano wystgpienie cyst w obrebie pronefronéw.
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Ze wzgledu na to, ze pacjenci z CED cierpig na niewydolnos¢ nerek, a dysfunkcje
rzesek zwigzane sg z wystgpieniem torbieli w obrebie nerek, przeprowadzono analize
struktury rzesek w przewodach pronefrycznych (PND) w modelu zebrafish ift122.
Przeprowadzony eksperyment wykazat zmniejszong liczbe centrosomow i skrocenie
rzesek u mutantéw ift122 w 24 godzinie po zaptodnieniu (hpf) w poréwnaniu do kontroli.

Otrzymane wyniki przedstawiono na rycinie (Rycina 56).

ifi22Spl. MO

Rycina 56.

Analiza rzesek w przewodach pronefrycznych. Rzeski (acetylowana a-tubulina, czerwony),
centrosomy (y-tubulina, zielony), jgdro komodrkowe (DAPI, niebieski). Skala: 10um.
Zmniejszona liczba centrosoméw i skrocenie rzesek u mutantéw ift122 w 24 godzinie
po zaptodnieniu w poréwnaniu do kontroli.

Analiza w obrebie pecherzyka Kupffera (KV, odpowiednik wezta zarodkowego)
wykazata skrocenie struktur rzesek w modelu zebrafish ift122 w poréwnaniu do kontroli.

Wyniki przedstawiono na rycinie (Rycina 57).

l 3 .

Rycina 57.
Analiza rzesek w pecherzyku Kupffer'a. Skala: 5um. Skrocenie struktur rzesek w modelu zebrafish
ift122 w poréwnaniu do kontroli.
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Poniewaz u pacjentéw z zespotem Sensenbrenner wystepuje brachydaktylia,
ktora moze by¢ =zwigzana 2z uszkodzeniem szlaku sonic hedgehog (shh)
oraz ze W proces shh zaangazowany jest transport wewnatrzrzeskowy IFT
przeprowadzono analize szlaku shh w modelu zebrafish ift122.%°"

Eksperymenty wykazaly tagodng redukcje szlaku Hh w modelu ift122.
W badaniach przeprowadzono hybrydyzacje in situ dla shha oraz ptcl. Embriony byty
analizowane w 24 godzinie po zaptodnieniu (hpf). Shha jest akumulowany w matych
ilosciach w dolnej czesci cewy nerwowej i w strunie grzbietowej zaréwno w modelu ift122
jak i w kontroli. Natomiast poziom Ptcl jest zmniejszony u morfantdow w poréwnaniu

do kontroli. Wyniki przedstawiono na rycinie (Rycina 58).

con Shha | con
ift122Spl. MO ift122Spl.MO
oLt
24 hpf

Rycina 58.

Analiza szlaku shh w modelu zebrafish ift122. Skala: 100um. W 24 godzinie po zaptodnieniu (hpf)
shha jest akumulowany w matych ilosciach w dolnej czesci cewy nerwowej i w strunie grzbietowe;j
zarowno w modelu ift122 jaki w kontroli. Natomiast poziom Ptcl jest zmniejszony u morfantow
w poréwnaniu do kontroli.
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W celu potwierdzenia zmniejszonej ilosci RNA Ift122 w modelu Danio rerio
przeprowadzono specyficzng reakcje RT-PCR. Wpyniki przedstawiono na rycinie
(Rycina 59).

ift1225pl.
con MO
ifti22
GAPDH

Rycina 59.

Wyniki reakcji RT-PCR specyficznej dla ift122. Con - kontrola, ift122Spl.MO. — morfolino
splicingowy ift122, kontrola ekspresji genu metabolizmu podstawowego GAPDH
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) — dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego.
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49. Analizain silico

49.1. PCRin silico

Specyficznos¢ zaprojektowanych primeréw do reakcji amplifikacji wszystkich
eksonéw genu IFT122 sprawdzono z wykorzystaniem programu PCR in silico (UCSC
Genome Browser). Wyniki analizy przedstawiono na przyktadzie eksonu 1 genu IFT122.
Sekwencje primeréw zaprojektowanych dla eksonu 1 genu IFT122:

1. IFT122_ex1 f CACCAATCAAATCCATTCTCG
2. IFT122_ex1_r CCCCTCAAACACGCTGC

UCSC In-Silico PCR

>chr3:129158865+129159296 432bp CACCAATCAAATCCATTCTCG CCCCTCAAACACGCTGC
CACCAATCAAATCCATTCTCGaggaagacgcaccgcccccacacgccccg
accaatcgctcgecgctctggttgecgectggecgecttaggggectceccagtgec
accattgcttttgctgcttttctggectttcecctttcggacatgecgegete
ggagcaaggcgccctcgcactcagcttaccgecgcatgtacgttgeccaggg
gtaacgcaggtagccaaagtggcttgtggagtggcgaccgttagtgaggce
ggttgctgagacagacgctgaggcgggtaggaggagcccgageccgtaagg
gaagccgtgatgagggccgtgttgacgtggagagataaagccgagcactg
gtgaggagcggggcggttcgcgaagagcaggaggtcgagtectegegggg
agtgcgcgagccgctGCAGCGTGTTTGAGGGG

Primer Melting Temperatures

Forward: 60.3 C caccaatcaaatccattctcg
Reverse: 61.4 C cccctcaaacacgctgce

Przeprowadzona analiza PCR in silico wykazata, ze primery zaprojektowane do reakcji

amplifikacji metodg PCR wszystkich eksondéw genu IFT122 sg specyficzne.

4.9.2. Analizain silico zmian missens zidentyfikowanych w genie IFT122

Analiza genu IFT122 pozwolita na identyfikacje trzech zmian typu missens.
Zidentyfikowane zmiany sg zlokalizowane we wszystkich 4 izoformach genu IFT122.
Izofroma 1:

1. p.W7C; 2. p.S373F; 3. p.V553G
Izofroma 2:

1. p.W7C; 2. p.S302F; 3. p.V502G
Izofroma 3:

1. p.W7C; 2. p.S263F; 3. p.vV443G
Izofroma 4:

1. p.W7C; 2. p.S211F; 3. p.V391G
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W celu oceny wptywu zidentyfikowanych zamian typu missens na produkt
ekspresji genu IFT122 przeprowadzono analize komputerowg in silico z wykorzystaniem
dwéch programéw SIFT oraz PolyPhen. Analize przeprowadzono dla wszystkich czterech
izoform genu IFT122. Wyniki przeprowadzonej analizy przedstawiono ponize;.

Wyniki analizy z wykorzystaniem programu SIFT

Izoforma 1

SIFT: PREDICTIONS

ENSPO0000296266,W7C ENSPO0O000296266 7 W C DAMAGING 0 2.01 34

ENSPO0O000296266,5373F ENSPO0D00296266 373 S F DAMAGING 0 2.69 04

ENSPO0000296266,¥553G ENSPO0O000256266 553 W G DAMAGING 0 2.44 108
Izoforma 2

SIFT: PREDICTIONS

ENSPO0000324005,W7C ENSPO0000324005 DAMAGING 0

2.55
ENSFO0O000324005,5322F ENSPO0O000324005 322 S F DAMAGING 0O 2.53 88
ENSFOO000324005,v502G  ENSPO0O00O0324005 502 W G DAMAGING 0O 2.39 105
|Izoforma 3

SIFT: PREDICTIONS

ENSPOOQ00323973,W7C ENSPO0O000323973 7 DAMAGING 0

2.27 101
ENSPO0O000323973,5263F ENSPO0O0O00323973 263 S F DAMAGING 0.02 1.84 180
ENSPOO000323973, V443G ENSPO0000323973 443 W G DAMAGING 0.04 1.89 172

|Izoforma 4

SIFT: PREDICTIONS

ENSFO0000324165,W7C ENSF0O0000324165 7 DAMAGING 0

2.55
ENSPOQO00324165,5211F ENSPO0000324165 211 S F DAMAGING 0.02 1.81 1?9
ENSPOQO00324165,V391G  ENSPO00O00O324165 391 W G DAMAGING 0.01 1.83 i74
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Wyniki analizy z wykorzystaniem programu PolyPhen
Izoforma 1

PolyPhen-2 report for G3XAB1 W7C
Query

Protein Acc  Position AAq AA; Description
G3XAB1 7 w

C  SubName: Full=Intraflagellar transport 122 homolog (Chlamydomonas), isoform CRA_T. SubName: Full=Uncharacterized protein; Length: 1292
Results

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395
HumDiv

This mutation is predicied tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

0,00 I].‘ZO 0:40 D.‘BD U.‘EO 1:0!]

(=] Humvar

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.998 (sensitivity: 0.18; specificity: 0.98)

0,00 0.20 0140 0160 0180 1.0

2

PolyPhen-2 report for G3XAB1 S373F
Query

Protein Acc  Position AA; AA; Description
G3XAB1 373 s
Results

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395
HumbDiv

F  SubName: Full=Intraflagellar transport 122 homolog (Chlamydomonas), isoform CRA_f; SubName: Full=Uncharacterized protein; Length: 1292

This mutation is predicted to be  PROBABLY DAMAGING with a score of 0.963 (sensitivity: 0.78; specificity: 0.95)

=
g
H
2
h
3
=
I
2
2
)
2
s
)
2
=
)
g

[=] Humvar

=
o
&
£
h
2
=
b’y
2
£
)
Z
o
)
2
N
)
g

PolyPhen-2 report for G3XAB1 V553G

Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description
G3XAB1 553 A" G SubName: Full=Intraflagellar transport 122 homolog (Chlamydomonas), isoform CRA_f, SubName: Full=Uncharacterized proiein; Lengih: 1292
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395
Humbiv
This mutation is predicted to be  PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)
0,00 0.20 0140 0160 080 1,00
(=] Humvar

.00 0,20 0140 0160 080 1004

s
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Izoforma 2

PolyPhen-2 report for QQHBG6 W7C

Query

Protein Acc  Position AA; AA; Description
QOHBGE . w o Ganonical; RecName: Full=intrafiageliar transport protein 122 homolog: AltName: FUll=WD repeat-containing protein 10; AltName: FUlSWD repeat-containing protein
- 140; Length: 1241

Results

Prediction/Confidence

PolyPhen-2 v2.2.2r395
HumDiv
This mutation is predicied to be PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00: specificity: 1.00)
0.00 .20 0.d0 0,60 0180 1,00
(=] Humvar

This mutation is predicied tobe  PROBABLY DAMAGING with a score of 0.996 (sensitivity: 0.36: specificity: 0.97)

0,00 0120 0140 :

PolyPhen-2 report for QQHBG6 S322F
Query

Protein Acc  Position AA; AA; Description

QOHBGE 223 s Canonical; RecName: Full=Intraflagellar transport protein 122 homolog; AltName: Full=WD repeat-containing protein 10; AltName: Full=WD repeat-containing protein
- 140; Length: 1241
Results
Prediction/Cenfidence FolyPhen-2 v2.2.2r395
HumbDiv
This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.949 (sensitivity: 0.79; specificity: 0.95)
0.00 0120 0140 0160 0180 1100
[=] Humvar

with a score of 0.828 (sensitivity: 0.74; specificity: 0.88)

0,00 020 0ldo : . .

PolyPhen-2 report for QYHBG6 V502G
Query

Protein Acc  Position AA; AA; Description

QOHBGE 502 v o Canonical; RecName: Full=Intraflagellar transport profein 122 homolog: AliName: Full=WD repeat-containing protein 10; AliName: Full=WD repeat-containing protein

R 140; Length: 1241
Results

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395

Humbiv
This mutation is predicted tobe  PROBABLY DAMAGING with a score of 0.998 (sensitivity: 0.14; specificity: 0.89)
0loo 0120 0240 0160 0280 1000

(=] Humvar
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|zoforma 3

PolyPhen-2 report for Q9HBG6-3 W7C
Query

Protein Acc  Position AA4

AAp Description
QOHBGE-3 7

w C Isoform 3 of Intraflagellar transport protein 122 homolog OS=Homo sapiens GN=IFT122
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395
HumbDiv
This mutation is predicted to be  PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)
0l0o 0l20 0la0
[=] Humvar

0,00 0,20 0,40

PolyPhen-2 report for QIHBG6-3 S263F
Query

Protein Acc  Position AA; AAp
QOHBGHE-3 263 s F Isoform 3 of Intraflagellar transport protein 122 homolog OS=Homo sapiens GN=IFT122

Results

Description

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395
HumbDiv

This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.831 (sensitivity: 0.84: specificity: 0.83)

(=] Humvar

This mutation is predicied iobe POSSIBLY DAMAGING

with a score of 0.789 (sensitivity: 0.76. specificity: 0.87)

ol0o olz0 old0 060 o180 100

PolyPhen-2 report for QIHBG6-3 V443G

Query

Protein Acc  Position AA; AA; Description

Q9HBGH-3 443 v G Isoform 3 of Intraflagellar transport protein 122 homolog OS=Homo sapiens GN=IFT122
Results

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395
HumbDiv
This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.692 (sensitivity: 0.86; specificity: 0.92)
0.00 0lz0 0la0 0160 080 1000

(=] Humvar

This mutation is predicted iobe POSSIBLY DAMAGING

with a score of 0.594 (sensitivity: 0.81; specificity: 0.83)
T

0,40 0.60 0180
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|zoforma 4

PolyPhen-2 report for QIBTY4 W7C

Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description
QOBTY4 T w

c SubMame: Full=Intraflagellar transport 122 homolog (Chlamydomonas), SubMName: Full=Intraflagellar transport 122 homolog (Chlamydomonas), isoform CRA_g;
SubName: Full=Uncharacterized protein; Length: 1131
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395
HumbDiv
This mutation is predicted to be  PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)
0,00 0,20 0140
(=] Humvar

=
o
=
=
@
] h
-
=
2

PolyPhen-2 report for QIBTY4 $211F
Query

Protein Acc  Position AA; AA

Description
QoBTY4 o s £ SublName: Full=intrafiagellar transport 122 nomolog (Chiamydomenas); SubName: Fuli=intrafiageliar transport 122 homolog (Chiamydomonas). (soform CRA_e
- SubName: Full=Uncharacterized protein; Length: 1131
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395
HumbDiv
This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.833 (sensitivity: 0.80; specificity: 0.94)
0,00 0,20 0,40 0160 0.80 1,00
[=] Humvar

=
5
o
2
S
@
2
=
=
2
g
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3
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E
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=
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3
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E
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s
©
2

PolyPhen-2 report for QIBTY4 V391G
Query

Protein Acc  Position AA; AA; Description

Q9BTY4 301 v o SubName: Full=Intraflagellar transport 122 homolog (Chlamydomonas). SubName: Full=Intraflagellar fransport 122 homolog (Chlamydomonas), isoform CRA_e
- SubName: Full=Uncharacterized protein; Length: 1131
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395
HumbDiv
This mutation is predicted to be  BENIGN with a score of 0.423 (sensitivity: 0.89; specificity: 0.90)
0l00 0l20 oldo
[=] Humvar

This mutation is predicted to be  POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.505 (sensitivity: 0.82; specificity: 0.81)

0.00 0120 60 0180 1100
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Analiza z wykorzystaniem programu SIFT wykazata, iz wszystkie zmiany typu
missens (W->C; S->F oraz V->G) zidentyfikowane w obrebie genu IFT122 majg
negatywny wptyw na produkt ekspresji tego genu. Wspotczynnik SIFT dla wszystkich
analizowanych zmian dla wszystkich czterech izoform wynosit <0.05.

Natomiast analiza oceny wptywu zidentyfikowanych substytucji aminokwasowych
z wykorzystaniem programu PolyPhen wykazata, ze zmiana tryptofanu na cysteine
najprawdopodobniej ma istotny wptyw (,probably damaging“) na wszystkie cztery izoformy
genu IFT122 zaréwno dla modelu HumDiv jak i HumVar.

Ocena wpltywu zmiany seryny na fenyloalanine w czerech transkryptach badanego
genu ma prawdopodobnie (,possibly damaging®) wptyw na biatko bedgce produktem
ekspresji genu IFT122. Analiza przeprowadzona dla izoformy 1 genu IFT122, w oparciu
o model HumDiv wykazala, ze zmiana ta ma najprawdopodobniej istotny
(,probably damaging“) wptyw na biatko IFT122.

Natomist zmiana waliny na glicyne ma najprawdopodobniej istotny
(,probably damaging“) wptyw na izoforme 1 i 2 dla obu analizowanych modeli.
Natomiast dla izoformy 3 ma prawdopodobnie (,possibly damaging“) wptyw zaréwno
dla modelu HumDiv jak i HumVar. Podczas gdy dla izoformy 4 analiza z wykorzystaniem
tego programu wykazata, ze dla modelu HumDiv zmiana ta najprawdopodobnigj
nie ma istotnego wptywu (,benign“) na produkt genu IFT122. Natomiast dla modelu

HumVar ma prawdopodobnie (,possibly damaging“) negatywny wptyw na biatko IFT122.

4.9.3. Ocena wptywu zmiany w sekwencji intronowej

Poniewaz zmiana G->A w intronie 6 genu IFT122 (c.502+5G>A) zidentyfikowana
u pacjenta 4 zlokalizowana jest w obrebie miejsca donorowego petnigcego wazng role
w prawidtowym przebiegu procesu splicingu przeprowadzono analize in silico oceny

wplywu zidentyfikowanej zmiany z wykorzystaniem programu ESE oraz Net2gene.

Analizowane sekwencje:
WT

ggagtaggagaattaatttctgtgctttttgttggtcactigcagaagagcatgtggtctaaagtcagaggctgtgggctcattatt
aaaatcttcagttgtagccactgaaatctttgtggtttgctgcatagtaatctacagttgtttacttcccagGCACAATGATG
CTATACAATGTGTCTCCTACAATCCTATTACTCATCAACTGGCATCTTGTTCCTCCAGT
GACTTTthacIttctgattcctgatgtcctgtcctggaataactgaaaatctgggctaaaaatgctaaaatgcattcagaat
atggtgattttat
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MUT

ggagtaggagaattaatttctgtgctttttgttggtcacttgcagaagagcatgtggtctaaagtcagaggctgtgggctcattatt
aaaatcttcagttgtagccactgaaatctttgtggtttgctgcatagtaatctacagttgtttacttcccagGCACAATGATG
CTATACAATGTGTCTCCTACAATCCTATTACTCATCAACTGGCATCTTGTTCCTCCAGT
GACTTTthaclttctgattcctgatgtcctgtcctggaataactgaaaatctgggctaaaaatgctaaaatgcattcagaat
atggtgattttat

Program ESE

Matrices and threshold used:
nunber of motif=s: 3

#1:555_U2_human 5" splice sites (donor) of human (U2 type) 6.67 active
#2:355_U2_human 3'"s splice =sites (acceptor) of human (U2 type) 6.632 active
$3:BranchSite Mammalian branch site (U2 type) 4] active

ESEfinder result:

Seq Motif Position Site Score

WT 555 U2 human 222 CCTCCAGTGACTTITGgtacgttectgattes &.47120
WT 355 U2 human 145 ttgtttacttcoccagGCACARTGATGCTAT 9.55480
WT BranchSite 106 cactgaa 5.682260

MUT 555 _U2 human 49 agcatgtggtctaaagtcagaggotgtggg 4.00050
MOT 355 U2 human 145 ttgtttacttcoccagGCACARTGATGCTAT 9.95480
HMUT BranchSite 106 cactgaa 5.62260

Program Net2gene

WT
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Mut

Analiza z wykorzystaniem program ESE oraz Net2gene wykazata i zmiana G->A
w intronie 6 genu IFT122 powoduje zanik miejsca donorowego niezbednego
dla przebiegu prawidtowego procesu splicingu.

4.9.4. Analiza m-fold DNA

Przeprowadzona reakcja RT-PCR pozwolita na okreslenie, iz w krwi obwodowej
ekspresji ulega transkrypt 3, nowy transkrypt N (z pominieciem eksonu 6) oraz transkrypt
4 genu IFT122. W celu oceny poziomu ekspresji poszczegoélnych transkryptéw u pacjenta
CED-03/4 w pordéwnaniu do prob kontrolnych przeprowadzono reakcje real-time PCR.
W celu sprawdzenia poprawnosci zaprojektowanych primeréw przeprowadzono analize
z uzyciem programu m-fold. Wyniki analizy przedstawiono na rycinach (Rycina 60-62).

1. Primery specyficzne dla transkryptu 3 genu IFT122.
Analizowana sekwencja:

CTGAAGTACACGCACAATGATGCTATACAATGTGTCTCCTACAATCCTATTACTCATCAACTGG
CATCTTGTTCCTCCAGTGACTTTGGGTTGTGGTCTCCTGAACAGAAGTCTGTCTCCAAACACA
AATCAAGCAGCAAGATCATCTGCTGCAGCTGGACAAATGATGGTCAGTACCTGGCGCTG

Sekwencje zaprojektowanych primerow:
Forward 4 6 CTGAAGTACACGCACAATGATG
Revers_8 CAGCGCCAGGTACTGACC

Wielko$¢ produktu: 186 bp
Wynik m-fold: dG =-1.51 kcal/mol
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Rycina 60.
Wynik analizy m-fold dla transkryptu 3 genu IFT122.

2. Primery specyficzne dla nowego transkryptu N genu IFT122

Analizowana sekwencja:

GCATTCTGAAGTACACGGTTGTGGTCTCCTGAACAGAAGTCTGTCTCCAAACACAAAT
CAAGCAGCAAGATCATCTGCTGCAGCTGGACAAATGATGGTCAGTACCTGGCGCTG

Sekwencje zaprojektowanych primerow:
Forward_4 7 _new GCATTCTGAAGTACACGGTTG
Revers_8 CAGCGCCAGGTACTGACC
Wielkos¢ produktu: 114 bp

Wyniki m-fold: dG = -1.51 kcal/mol
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Rycina 61.
Wynik analizy m-fold dla nowego transkryptu N (z pominigciem eksonu 6) genu IFT122.

3. Primery specyficzne dla transkryptu 4 genu IFT122

Analizowana sekwencja:

GCAGATTACTGGTTTATGACACCTCTGATGGCACCTTACTTCAGCCCCTCAAGGGACACAAAG
ACACTGTGTACTGTGTGGCATATGCGAAGGATGGGTTGTGGTCTC

Primery specyficzne dla izoformy 4:

Forward2_ 3 GCAGATTACTGGTTTATGACACCTC
Revers 3 7 GAGACCACAACCCATCCTTC
Wielkos¢ produktu PCR: 108 bp

Wynik m-fold: dG = -0.64 kcal/mol
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Rycina 62.
Wynik analizy m-fold dla transkryptu 4 genu IFT122.

Analiza z wykorzystaniem programu m-fold wykazata, iz w miejscu wigzania sie

primeréw zaprojektowanych dla trzech analizowanych transkryptow genu IFT122

nie dochodzi do wytworzenia sie struktur, ktére mogtyby ograniczy¢ wigzanie sie primeréw
do danej sekwencji.

4.10. Analiza profilu ekspresji catego genomu z wykorzystaniem programu DAVID

Przeprowadzona analiza profilu ekspresji catego genomu pacjenta (CED-01/2)
i kontroli wykazata, ze u pacjenta ponad 1300 gendw ulega zmniejszonej ekspresji
(Diff. score < -20), a ponad 1200 gendéw ulega zwiekszonej ekspresji (Diff. Score > 20)

w poréwnaniu do kontroli. Na tej podstawie stworzono listy genéw ze zmieniong

ekspresjg. W celu interpretacji uzyskanych wynikbw przeprowadzono analize

z wykorzystaniem programu DAVID.
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Wyniki dla

w stosunku do kontroli.

listy zawierajgcej

Functional annotation clustering

geny o0 zmniejszonym poziomie ekspresji

Annotation Cluster 1
SP_PIR_KEYWORDS

GOTERM_CC_FAT
GOTERM_CC_FAT
GOTERM_CC_FAT

GOTERM_CC_FAT

5 Y Y Y

GOTERM_CC_FAT

Annotation Cluster 2

Enrichment Score: 10.94
cvtoskeleton
cytoskeleton
microtubule cytoskeleton

non-membrane-bounded organelle

intracellular non-membrane-bounded
organelle

ovtoskeletal part

Enrichment Score: 9.97

RT
RT

RT

Count EP_\.I"aIue

92

160

g2

257

257

118

1.4E-13

7.2E-12

2.1E-11

2.8E-11

2.8E-11

1.3E-10

EBenjamini
2.2E-11
4.0E-9
5.8E-9
5,269
5.2E-9

1.9E-8

$P_PIR_KEYWORDS
GOTERM_BP_FAT
$P_PIR_KEYWORDS
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_BP_FAT
SP_PIR_KEYWORDS
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_CC_FAT

GOTERM_BP_FAT

Annotation Cluster 3
GOTERM_BP_FAT

GOTERM_BP_FAT

OO0 OCEOO0O0ooEEE@ @ @ @@

GOTERM_BP_FAT

Wyniki dla

w stosunku do kontroli.

listy zawierajgcej

cell cycle

cell cvcle phase
mitosis

mitotic cell cvcle
M phase

M phase of mitotic cell cvcle
cell cycle

mitosis

nuclear division
cell division
oraanelle fission
cell cycle process
spindle

cell division

Enrichment Score: 6.75
microtubule-based process
spindle organization

microtubule cytoskeleton organization

Functional annotation clustering

Annotation Cluster 1

Enrichment Score: 11.62

RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT

RT

geny

72

70

40

59

46

104

45

45

47

45

81

33

51

43
16

30

P_\alue

2.3E-12

7.1E-12

1.4E-11

2.4E-11

3.6E-11

7.4E-11

8.7E-11

1.4E-10

1.4E-10

3.0E-10

5.4E-10

6.3E-10

3.2E-9

3.4E-9

P_Value

1.1E-7
1.96-7

2.7E-7

Benjamini
2.8E-10
1.2E-8
1.5E-9
2.7E-8
3.1E-8
5.1E-8
5.0E-8
6.9E-8
6.9E-8
2.7E-8
2.3E-7
2.4E-7
3.0E-7
1.1E-6
Benjamini
2.7ES
4.0E-5

5.1E-5

o zwiekszonym poziomie ekspresji

5P_PIR_KEYWORDS
GOTERM_CC_FAT
GOTERM_CC_FAT

Annotation Cluster 2
SP_PIR_KEYWORDS

GOTERM_CC_FAT
GOTERM_CC_FAT
GOTERM_CC_FAT
KEGG_PATHWAY

Annotation Cluster 3
GOTERM_CC_FAT

GOTERM_CC_FAT
GOTERM_CC_FAT
GOTERM_CC_FAT

GOTERM_CC_FAT

T T

GOTERM_CC_FAT

endoplasmic reticulum
endoplasmic reticulum

endoplasmic reticulum part

Enrichment Score: 9.39
lysosome
Iytic vacuole
lysosome
wvacuole

Lvsosome

Enrichment Score: 7.52
pigment granule
melanoscme
membrane-bounded vesicle
wvesicle
cytoplasmic membrane-bounded vesicle
cytoplasmic vesicle

RT

RT

75

65

72

Benjamini

2.4E-13
3.8E-10

3.4E-6

| Benjamini

2.6E-9
4.3E-8
4.3E-8
4.0E-7

1.5E-6

| Benjamini

2.0E-7
2.0E-7
3.9E-6
9.9E-6
9.8E-6

1.3E-5
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Wyniki dla listy zawierajgcej geny o zmniejszonym oraz zwiekszonym poziomie

ekspresji w stosunku do kontroli.

Functional annotation clustering

Annotation Cluster 1 Enrichment Score: 7.64 Count P_Value Benjamini
[} GOTERM_BP_FAT vasculature development RT - 70 3.5E-10 5.1E-7
(| GOTERM_BP_FAT blood vessel development RT I~ 66 5.5E-9 4.0E-6
|} GOTERM_BF_FAT blood vessel morphogenesis RT I~ 55 3.8E-7 9.1E-5
m GOTERM_BP_FAT SrTsETess RT - 43 3.8E-7 B8.8E-5
Annotation Cluster 2 Enrichment Score: 7.39 P_Value Benjamini
|} SP_PIR_KEYWORDS cell cvcle RT - 109 2.6E-12 6.5E-10
[l GOTERM_BP_FAT =l ars RT = 160  6.36-10 6.8E-7
ml GOTERM_BP_FAT il mrds dlEss RT = 96 7.56-9 4.7E-6
m GOTERM_BP_FAT cell cycle process RT —] 121 1.1E-8 5.9E-6
ml SP_PIR_KEYWORDS e RT = 65 1.9E-8 2.0E-6
ml GOTERM_BP_FAT oticleR e RT = a7 2.1E-8 9.1E6
|} SP_PIR_KEYWORDS mitosis RT a 49 8.7E-8 7.2E-6
I} GOTERM_BP_FAT M phase of mitotic cell cvcle RT = 58 2.2E-7  6.0E-S
|:| GOTERM_CC_FAT spindle RT I~ 43 2.5E-7 2.0E-5
o GOTERM_BP_FAT I RT H 57 2.86-7 7.1E-5
I:‘ GOTERM_BP_FAT mitosis RT I~ 57 2.8E-7 7.1E-5
ml GOTERM_BP_FAT [fiess RT = 75 7.9E-7 1.5B-4
ml GOTERM_BP_FAT el oy RT = 57 1.1E-6 1.6E-4
(= GOTERM_BP_FAT cell division RT = 63 1.8E-6 2.4E-4

Annotation Cluster 3 Enrichment Score: 7.18 P_Value  Benjamini

105 1.4E-10 3.0E-7

GOTERM_BP_FAT cytoskeleton organization

=] RT
= GOTERM_BP_FAT actin filament-based process RT i 59 1.3E-6 1.8E-4
= GOTERM_BP_FAT actin cytoskeleton organization RT i 56 1.6E-6 2.2E-4

Przeprowadzona analiza bioinformatyczna z wykorzystaniem programu DAVID
pozwolita na stworzenie tzw. grup gendw o podobnej funkcji lub biorgcych udziat
w przebiegu tego samego procesu (tzw. functional annotation clustering), w obrebie
ponad 2000 gendw o zmienionym poziomie ekspresji w stosunku do kontroli.
Analize przeprowadzono w oparciu o liste zawierajgcg geny o zmniejszonym poziomie
ekspresji i w oparciu o liste genéw o zwigkszonym poziomie ekspresji oraz w oparciu
o liste zawierajgcg zestawienie wszystkich genéw o zmienionej ekspresiji.

Wyniki przeprowadzonej analizy wykazaty, ze zmiennej ekspresji ulegajg gtownie
geny zaangazowane Ww cykl komorkowy, organizacje cytoszkieletu i wrzeciona
podziatowego oraz geny uczestniczagce w przekazywaniu sygnatdbw w komdrce.
Zwiekszonej ekspresji ulegajg takie geny jak np. PDGFa, PDGFC, PDGFD, PDGFRL,
FGFRL1, BMP6, CCND2, CCND3.

Zmniejszonej ekspresji ulegajg natomiast takie geny jak np. WNT2, WNT5A,
WNT5B, PDGFRB, FGF9, MAP3K8, MAPK3, CCND1, CCNB1, CCNB2, CDKNS3,
CDKNI1B, IFT47 oraz IFT122. W celu potwierdzenia uzyskanych wynikow konieczne jest
przeprowadzenie dalszych analiz tj. ilosciowy qPCR dla wybranych genéw o zmienionym

poziomie ekspresiji.
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Ze wzgledu na to, ze w przeprowadzonym badaniu ekspresji catego genomu
zidentyfikowano zmiany w poziomie ekspresji genéw waznych dla przebiegu cyklu
komodrkowego przeprowadzono analize procesu mitozy w komorkach fibroblastow skoéry

pacjenta oraz kontroli.

4.11. Ocena przebiegu cyklu komérkowego i morfologii fibroblastow skory

Na podstawie wynikow otrzymanych w badaniach ekspresji catego genomu
przeprowadzonej na fibroblastach skoéry pacjenta oraz kontroli i na podstawie analizy
bioinformatycznej, ktéra wykazata zmieniong ekspresje szeregu gendéw zaangazowanych
i waznych dla przebiegu cyklu komodrkowego przeprowadzono analize podziatu
mitotycznego fibroblastach skéry kontroli oraz pacjenta CED-01/2. Wyniki przedstawiono

na rycinach (Rycina 63-64).

WT
Actin Tubulin Dapi
e . . .
P
Telophase [ 3
e . . .
Cytokinetic [ ¢ o v .
furrow s 7
Rycina 63.

Przebieg procesu mitozy na przyktadzie linii komodrkowej fibroblastéw skoéry kontroli.
Prophase — profaza, methapase — metafaza, anaphase - anafaza, telophase - telofaza,
cytokinesis — cytokineza, cytokinetic furrow — bruzda podziatowa. Actin — aktyna, tubulin
—tubulina, DAPI, merge — zestawienie.
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MUT

Prophase

Metaphase

Anaphase

Telophase

Cytokinesis

Rycina 64.

Przebieg procesu mitozy na linii komoérkowej fibroblastéw skoéry pacjenta CED-01/2.
Prophase — profaza, methapase — metafaza, anaphase — anafaza, telophase - telofaza,
cytokinesis — cytokineza. Actin — aktyna, tubulin — tubulina, DAPI, merge — zestawienie.

Na postawie otrzymanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze zarowno w komodrkach
kontrolnych jaki i w komdrkach pacjenta podziat chromosomow przebiega prawidtowo.
Przeprowadzony eksperyment wykazat, ze w metafazie komorki pacjenta wykazujg
niepetng retrakcje w poréwnaniu do komorek kontrolnych. Wyniki przedstawiono
na rycinie (Rycina 65). Analiza cyklu komérkowego wykazata réwniez, iz komorki
z pacjenta wykazujg mieszany fenotyp na etapie cytokinezy, w momencie tworzenia sie

bruzdy podziatowej. W tej fazie widoczne sg komérki z prawidtowo i nieprawidtowo
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wytworzong bruzdg podziatowg (w niektorych komoérkach bruzda podziatowa nie jest

prosta, w niektérych jest ptaska). Wyniki przedstawiono na rycinie (Rycina 66).

Tubulin Dapi
- .
) -
Rycina 65.

Komarki fibroblastow w metafazie. Actin — aktyna, tubulin — tubulina, DAPI, merge — zestawienie.
W metafazie komorki pacjenta wykazujg niepetng retrakcje w poréwnaniu do komaérek kontrolnych.

Actin Tubulin

/4
Narrow and normal

R SURYT™ Flat and abnormal

i This one is
el  even not
straight!!

Rycina 66.
Bruzda podzialowa w komodrkach pacjenta. Merge — zestawienie, actin — aktyna, tubulin

— tubulina. Komérki z pacjenta wykazujg mieszany fenotyp na etapie cytokinezy, w momencie
tworzenia sie bruzdy podziatowej. W tej fazie widoczne sg komorki z prawidtowo i nieprawidtowo
wytworzong bruzdg podziatowg (w niektdérych komoérkach bruzda podziatowa nie jest prosta,

w niektérych jest ptaska).
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Badania te wykazaty rowniez, ze w niektérych komérkach pacjenta obecne sg
wiecej niz dwa centra organizacji mikrotubul (MTOC) w profazie cyklu komdrkowego.

Wyniki przedstawiono na rycinie (Rycinie 67).

Tubulin Dapi

Rycina 67.
Profaza cyklu komoérkowego fibroblastow skéry pacjenta. W niektorych komoérkach pacjenta
obecne sg wiecej niz dwa centra organizacji mikrotubul (MTOC) w profazie cyklu komérkowego.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze zaréwno
w komorkach kontrolnych jaki i w komorkach pacjenta podziat chromosomoéw przebiega
prawidtowo. Natomiast w niektérych komoérkach pacjenta stwierdzono nieprawidtowosci
w strukturze bruzdy podziatowej, co sugeruje, ze proces wtasciwej cytokinezy moze byé
opd6zniony. Analiza wykazata rowniez niekompletng retrakcje w metafazie oraz obecnosc¢
wiecej niz dwoch centréw organizacji mikrotubul (MTOC) w profazie cyklu komérkowego
w niektorych komoérkach pacjenta. Ze wzgledu na to, ze zmiany obserwowano tylko
w niektérych komédrkach pacjenta nalezy przeprowadzi¢é dodatkowe badania,
ktére pozwolityby okresli¢ odsetek komérek, w ktorych wystepujg zidentyfikowane
nieprawidtowo$ci.

W ramach badan przeprowadzono réowniez analize morfologii fibroblastow skory
pacjenta oraz kontroli, w ktdrej zmierzono dlugosci poszczegdlnych komorek.
Analizowano 100 komoérek pacjenta i 100 komorek kontrolnych. Badanie nie wykazato
roznic w dtugosci komérek pacjenta w porownaniu do kontroli. Wyniki przedstawiono
na rycinach (Rycina 68-69).
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Analiza dlugosci komoérek fibroblastow skéry pacjenta CED-01/2 oraz kontroli. Lewy panel

— kontrola, prawy panel — pacjent.

w poréwnaniu do kontroli.

Brak istotnych réznic w dlugosci komoérek pacjenta

Fibroblasts
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Rycina 69.

Wynik analizy dtugos$ci komérek fibroblastéw skéry pacjenta CED-01/2 oraz kontroli.
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4.12. Analiza genéw kandydujacych spoza locus dla CED

W przeprowadzonej analizie sekwencji kodujgcych genéw kandydujagcych THM1,
DYNC2H1 oraz IFT88 spoza locus dla zespotu Sensenbrenner nie zidentyfikowano

mutacji. Szczegétowe wyniki analizy genéw przedstawiono w zatgczniku (Zatacznik 3).

IFT139 (THM1)

Skrining genu THM1 pozwolit na identyfikacje dwunastu réznych polimorfizméw
SNP. Najczesciej identyfikowanym polimorfizmem SNP byt rs10930190 oraz rs7592429,
ktérego wykryto u wszystkich dziewieciu analizowanych pacjentéw. Najrzadziej
identyfikowanym polimorfizmem byt rs2163648 oraz rs62177816, ktére zidentyfikowano

odpowiednio u pacjenta 10 11.

DYNC2H1

Analiza genu DYNC2H1 pozwolita na wykrycie trzydziestu trzech réznych
polimorfizméw SNP. Najczesciej identyfikowanym polimorfizem SNP byt rs688906,
ktérego wykryto u wszystkich dziewieciu analizowanych pacjentéw. Polimorfizmami SNP,
ktore wykryto tylko raz w badanej grupie byty rs2671333, rs313407, rs657936, rs654061,
rs648387, rs6333970, rs2245404, rs6189976, rs12574626, rs11225578, rs11225584
oraz rs586592.

IFT88
Przeprowadzona analiza genu IFT88 pozwolita na zidentyfikowanie szesciu
roznych polimorfizméow SNP. Najczesciej identyfikowanym polimorfizem SNP

byt rs1329519, ktérego wykryto u siedmiu sposrod dziewieciu analizowanych przypadkdw,

a najrzadziej identyfikowanym rs2442455, ktérego wykryto tylko u jednego pacjenta.
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PODSUMOWANIE

. Analiza genu IFT122 pozwolita na identyfikacje trzech mutacji typy missens
i jednej mutacji splicingowe;.

. Wszystkie 4 zidentyfikowane zmiany nie byly obecne wsréd 340 kontrolnych
chromosomoéw.

. Zidentyfikowane zmiany typu missens obecne sg we wszystkich czterech
transkryptach, a analiza in silico z wykorzystaniem programu PolyPhen oraz SIFT
wykazata, iz majg negatywny wptyw na biatko IFT122.

. Mutacja splicingowa powoduje pominiecie eksonu 6 genu IFT122
i przedwczesng terminacje procesu translaciji.

. Analiza przeprowadzona na fibroblastach skoéry pacjenta wykazata zmniejszong
ilos¢ i dtugos¢ rzesek w poréwnaniu do kontroli.

. Analiza knockdown genu ift122 w modelu zwierzecym (Danio rerio) wykazata
charakterystyczny fenotyp obserwowany w wielu modelach zespotéw rzeskowych

tj. w zespole Bardeta-Biedla, Jeune i nefronoftyzie.
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6. DYSKUSJA

W przedstawionej pracy przeprowadzono badania majgce na celu identyfikacje
podioza molekularnego zespotu Sensenbrenner, ktéry jest bardzo rzadkim zespotem
wrodzonych wad rozwojowych. Obecnie w pismiennictwie opisano ponad 30 pacjentéw

z tym zespotem. Dotychczas poditoze molekularne zespotu Sensenbrenner byto nieznane.

6.1. Identyfikacja podtoza molekularnego zespotu Sensenbrenner

W celu identyfikacji podtoza genetycznego zespotu Sensenbrenner zebrano grupe
13 pacjentéw z CED pochodzacych z 12 rodzin. W matej polskiej spokrewnionej rodzinie
przeprowadzono analize sprzezen, ktdéra pozwolita na identyfikacje locus dla zespotu
Sensenbrenner zlokalizowanego na chromosomie 3g21-24. Region ten obejmuje prawie
17Mbp i zawiera 124 geny kodujgce biatka. Sposréd tych genow wyselekcjonowano geny
kandydujgce i przeprowadzono ich analize. W ramach projektu przebadano 79 gendéw
z locus dla CED.

W 2007 roku w Nature Genetics ukazala sie publikacja autorstwa
Prof. P. Beales’a, w ktérej opisano pierwszy gen IFT80 (ang. Intaflagellar transport 80),
ktérego mutacje sg odpowiedzialne za wystgpienie zespotu Jeune. Gen ten zlokalizowany
jest na dtugim ramieniu chromosomu 3q25.33, a przeprowadzone badania pozwolity
na identyfikacje dwoch mutacji typu missens (H105Q, A701P) oraz delecji pojedynczego
aminokwasu (L459del) w obrebie genu IFT80 u pacjentéw z JATD.'** Zespdt Jeune
oraz zespot Sensenbrenner posiadajg wiele wspolnych cech klinicznych tj. niski wzrost,
skrocenie kohczyn, waska Kklatka piersiowa, niewydolnos¢ nerek oraz ten sam
autosomalny recesywny sposéb dziedziczenia. W zespole JATD brak jest natomiast
zmian ektodermalnych typowych dla zespotu CED. Podobienstwo cech klinicznych
pomiedzy zespotami przedstawiono na rycinie (Rycina 70).

Ze wzgledu na podobieAstwo pomiedzy zepotem Jeune i zespotem
Sensenbrenner wybrano gen z rodziny IFT, IFT122 (intraflagellar transport 122),
znajdujgcy sie w obrebie zidentyfikowanego locus dla CED jako gen kandydujgcy

i przeprowadzono jego skrining.
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JATD

Niski wzrost

Skrocenie koriczyn

| Waska klatka piersiowa

Rycina 70.

Cechy kliniczne wspdlne dla zespotu JATD oraz CED: niski wzrost, skrécenie konczyn,
brachydaktylia, waska klatka piersiowa. Lewy panel: pacjenci z zespotem JATD.'**
Srodkowy panel: pacjenci z CED (rodzina CED-01). Prawy panel: pacjenci z CED
(zrédto Gorlin et al., ,Syndromes of Head and Neck”).**®

Analiza genu IFT122 pozwolita na identyfikacie homozygotycznej mutacji typu
missens (p.V553G) w eksonie 15 w polskiej spokrewnionej rodzinie (CED-01).
Przeprowadzona analiza genu u pozostatych pacjentéw umozliwita identyfikacje kolejnej
homozygotycznej mutacji typu missens (p.S373F) w eksonie 11 w drugiej spokrewnionej
rodzinie z Norwegii (CED-02) oraz heterozygotycznej mutacji typu missens (p.W7C)
w eksonie 1 w kombinacji z heterozygotyczng mutacjg splicingowg w intronie 6
(c.502+5G>A) genu IFT122 u sporadycznego pacjenta z Wioch (CED-03).
Analiza kosegregacji potwierdzita, ze zidentyfikowane mutacje p.V553G oraz p.S373F
kosegregujg z choroba, a rodzice sg heterozygotami dla tych zmian. Natomiast analiza ta
przeprowadzona w rodzinie CED-03 wykazata, ze mutacja zlokalizowana w intronie 6
genu IFT122 zostata odziedziczona od matki, podczas gdy zmiana p.W7C nie byta
obecna u zadnego z rodzicow sugerujgc, ze mogta ona powstaé u pacjenta de novo.

Zidentyfikowane zmiany typu missens p.W7C oraz p.S373F zlokalizowane
sg w domenach funkcjonalnych biatka IFT122 (domena WD), natomiast zmiana p.V553G
Zlokalizowana jest w poblizu domeny WD. Domeny WD petnig bardzo wazng role
w interakcji biatko-biatko poprzez tworzenie struktur petnigcych funkcje platformy dla
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izoformach genu IFT122. Natomiast zidentyfikowana zmiana splicingowa zlokalizowana
jest w intronie 6 genu IFT122, obecna jest w tanskrypcie 1, 2 oraz 3 tego genu.
Nastepnie przeprowadzono analize 170 kontrolnych DNA. Zadna z czterech
zidentyfikowanych zmian nie jest znanym polimorfizmem SNP (UCSC Genome Browser)
i nie byta obecna wsréd 340 analizowanych kontrolnych chromosoméw potwierdzajac,
ze zidentyfikowane mutacje nie sg rzadkimi i dotychczas nieopisanymi w bazach danych

polimorfizmami SNP.

6.2. Polimorfizmy SNP zidentyfikowane w genie IFT122 w grupie pacjentéw

z zespolem Sensenbrenner

Analiza genu IFT122 w grupie 13 pacjentéw z zespotem Sensenbrenner pozwolita
réwniez na identyfikacije 4 réznych polimorfizmow SNP. Najczestszym polimorfizmem
wystepujgcym w badanej grupie byt wariant rs6805886, ktéry zidentyfikowano w uktadzie
homozygotycznym u wszystkich pacjentéw. Uzyskane wyniki sg zgodne z informacjami
zawartymi w bazach danych, ktére podajg, iz czesto$¢ wystepowania tego allelu
w uktadzie homozygotycznym wynosi 100% dla populacji europejskiej.
Natomiast u pacjenta oznaczonego numerem 7 wykryto 4 rézne polimorfizmy SNP,
z czego jeden (rs2301570) w ukfadzie heterozygotycznym. Uzyskane wyniki swiadczg
o tym, Zze gen IFT122 charakteryzuje sie niskim poziomem polimorficznosci w obrebie
SNP.

6.3. Ocena patogennosci mutacji zidentyfikowanych w genie IFT122

Identyfikacja mutacji w nowych genach odpowiedzialnych za wystgpienie danej
jednostki chorobowej wymaga potwierdzenia, ze dany gen i zidentyfikowane w jego
sekwencji zmiany majg zwigzek z fenotypem obserwowanym u pacjenta.
Pierwszym etapem takich badanh jest analiza segregacji zmiany w rodzinie, podczas ktorej
sprawdza sie czy dany wariant segreguje z chorobg. Kolejnym etapem jest sprawdzenie
w dostepnych bazach danych czy zidentyfikowana zmiana jest znanym polimorfizmem.
Nastepnie przeprowadza sie analize prob kontrolnych w celu wykluczenia, ze dany
wariant  jest bardzo rzadkim i dotychczs nieopisanym  polimorfizmem.
Na podstawie informacji z piSmiennictwa analizuje sie réwniez czy zaburzenie funkcji
danego biatka moze mie¢ wptyw na fenotyp obserwowany u pacjenta. Dalsza strategia
postepowania uzalezniona jest od rodzaju zidentyfikowanej zmiany. W przypadku mutacji
typu missens okres$la sie lokalizacje zmiany na poziomie biatka sprawdzajgc czy jest ona

zlokalizowana np. w domenie funkcjonalnej. Poniewaz mutacje zmiany sensu powodujg
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zamiane aminokwaséw, na podstawie wspdétczynnika Granthama okresla sie rdznice
we wiasciwosciach fizykochemicznych poszczegolnych aminokwasow.
W przypadku mutacji missens i mutacji splicingowych mozna roéwniez przeprowadzi¢
analize in silico z wykorzystaniem specjalnych programow komputerowych, za pomocag
ktorych mozna przewidzie¢ czy dana zmiana moze mie¢ patogenny wptyw na produkt
ekspresji badanego genu lub na prawidtowy przebieg procesu skfadania genu (splicingu).
Kolejnym etapem jest przeprowadzenie badan funkcjonalnych. Strategia tych badan
uzalezniona jest od funkcji danego genu, rodzaju mutacji, poziomu ekspresji
oraz od dostepnosci linii komoérkowych od pacjenta/pacjentéw, u ktérych zidentyfikowano
zmiany. W badaniach poznawczych i funkcjonalnych bardzo wazng role odgrywa
takze stworzenie modeli zwierzecych tj. Mus musculus, Drosophila Melanogaster

czy Danio rerio.

Ocena roéznic wilasciwosci fizykochmicznych pomigedzy poszczegdélnymi

aminokwasami — wspoétczynnik Granthama

Wspodtczynnik Granthama pozwala na okreslenie roznic fizykochemicznych
pomiedzy poszczegdlnymi aminokwasami.'® Najbardziej podobnymi pod wzgledem
fizykochemicznym sg leucyna i izoleucyna, dla ktérych najnizszy wskaznik Granthama
wynosi 5, natomiast najbardziej odlegtymi aminokwasami sg tryptofan i cysteina,
dla ktorych wspoétczynnik ten wynosi 215. Dla zidentyfikowanych zmian w genie IFT122
wspétczynniki te wynosity 215 dla zmiany zlokalizowanej w eksonie 1 (tryptofan-cysteina),
155 dla zmiany zidentyfikowanej w eksonie 11 (seryna-fenyloalanina) oraz 109
dla wariantu w eksonie 15 (walina-glicyna). Uzyskane wyniki wskazujg, ze w przypadku
zidentyfikowanych substytucji doszto do zamiany na aminokwasy réznigce sie
wiasciwosciami fizykochemicznymymi, co sugeruje, ze mogg one mie¢ patogenny wptyw
na biatko IFT122.

Analiza in silico wplywu zmian typu missens zidentyfkowanych w genie IFT122

W celu sprawdzenia wplywu zidentyfikowanych zmian typu missens
(transkrypt 1 - p.W7C, p.S373F, p.V553G; transkrypt 2 - p.W7C, p.S302F, p.V502G;
transkrypt 3 - pW7C, p.S263F, p.V443G; transkrypt 4 - pW7C, p.S211F, p.V391G)
w obrebie genu IFT122 na produkt ekspresji tego genu przeprowadzono analize in silico

z wykorzystaniem programow SIFT i PolyPhen.
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SIFT

Wspétczynnik SIFT dla trzech analizowanych zmian typu missens w obrebie
wszystkich czterech izoform IFT122 wynosit <0.05, co wskazuje, iz wszystkie zmiany typu
missens zidentyfikowane w genie IFT122 majg negatywny wptyw na produkt ekspresji
tego genu.

PolyPhen

Natomiast analiza oceny wptywu zidentyfikowanych substytucji aminokwasowych
z wykorzystaniem programu PolyPhen wykazata, ze zmiana tryptofanu na cysteine
najprawdopodobniej ma istotny wptyw (,probably damaging®) na wszystkie cztery izoformy
genu IFT122 zaréwno dla modelu HumDiv jak i HumVar.

Ocena wplywu zmiany seryny na fenyloalanine w czerech transktyptach badanego
genu ma prawdopodobnie (,possibly damaging“) wptyw na biatko bedace produktem
ekspresji genu IFT122. Analiza przeprowadzona dla izoformy 1 genu IFT122, w oparciu
o model HumDiv wykazata, ze zmiana ta ma najprawdopodobniej istotny
(,probably damaging“) wptyw na biatko IFT122.

Natomiast zmiana waliny na glicyne ma najprawdopodobniej istotny
(,probably damaging“) wptyw na izoforme 1 i 2 dla obu analizowanych modeli.
Natomiast dla izoformy 3 ma prawdopodobnie (,possibly damaging“) wptyw na biatko
IFT122 zaréwno dla modelu HumDiv jak i HumVar. Podczas gdy dla izoformy 4 analiza
z wykorzystaniem tego programu wykazata, ze dla modelu HumDiv zmiana
ta najprowdopodobniej nie ma istotnego wptywu (,benign“) na produkt genu IFT122.
Natomiast dla modelu HumVar ma prawdopodobnie (,possibly damaging®) negatywny
wptyw na biatko IFT122. Wedtug informacji dotyczacych modeli stosowanych w programie
PolyPhen model HumVar powinien by¢ stosowany w przypadku diagnostyki dotyczace;j
choréb genetycznych o Mendlowskim charakterze dziedziczenia. Natomiast model
HumDiv powinien by¢ stosowany w przypadku fenotypow o ztozonym charakterze.

Dlatego tez wyniki dla poszczegdlnych modeli mogg wykazywagé réznice.'*

Analiza in silico wplywu zmiany zidentyfikowanej w intronie 6 genu IFT122

W celu sprawdzenia czy zidentyfikowana zmiana u pacjenta CED-03/4
wystepujgca w uktadzie heterozygotycznym w intronie 6 w obrebie miejsca donorowego
genu IFT122 (c.502+5G>A), ktéra zostata odziedziczona od matki moze mie¢ wptyw
na prawidlowy przebieg procesu splicingu przeprowadzono analize in slico
z wykorzystaniem programow ESE oraz Net2gene.

Przeprowadzona analiza z wykorzystaniem programu ESE oraz Net2gene

wykazata i zmiana G->A w intronie 6 genu IFT122 powoduje zanik miejsca donorowego
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niezbednego dla przebiegu prawidtowego procesu splicingu. W celu potwierdzenia

uzyskanych wynikow przeprowadzono analize RT-PCR oraz real-time PCR.

6.4. Ustalenie ojcostwa i heterozygota ztozona w rodzinie CED-03

Ustalenie ojcostwa

Ze wzgledu na to, iz zmiana zidentyfikowana w intronie 6 odziedziczona zostata
od matki, a zmiana typu missens nie byta obecna u zadnego z rodzicow przeprowadzono
analize ojcostwa w celu potwierdzenia, iz zmiana w eksonie 1 genu IFT122 powstata
u pacjenta de novo. Proby DNA pochodzace od rodzicow i pacjenta poddano analizie
genotypowania z wykorzystaniem komercyjnego chipu firmy Affymertix (250K SNP Array).
Sposréd analizowanych 45 polimorfizméw SNP 13 SNP bylo nieinformatywnych,
€O O0znacza, ze nie mozna byto okresli¢ od ktérego z rodzicow zostat odziedziczony dany
allel. Na podstawie analizy segregacji pozostatych 32 SNP mozna stwierdzi¢,
ze w poszczegolnej parze alleli jeden allel jest dziedziczony od matki a drugi od ojca,
co jednoznacznie pozwala na potwierdzenie ojcostwa w rodzinie CED-03.
Wynik tej analizy potwierdzit réwniez, iz zidentyfikowana zmiana typu missens p.W7C

w eksonie 1 genu IFT122 wystgpita w pacjenta 4 de novo.

Heterozygota ztozona (pacjent CED-03/4)

W celu potwierdzenia, iz zmiana odziedziczona od matki, zlokalizowana
w intronie 6 genu IFT122 ma wptyw na proces sktadania genu oraz ze zmiana p.W7C
powstata u pacjenta de novo i zlokalizowana jest na chromosomie oddziedziczonym
od ojca, a pacjent jest zlozong heterozygotg, przeprowadzono analize RT-PCR
oraz real-time PCR. Reakcje RT-PCR przeprowadzono z réznymi kombinacjami primerow
na cDNA uzyskanym z RNA wyizolowanego z krwi obwodowej pacjenta oraz trzech
kontroli.

W reakcji zastosowano dwie kombinacje primeréw pozwalajgce na amplifikacje
fragmentow wszystkich czterech transkryptow IFT122 (Genome Browser, Human Protein
Reference Database). Produkty uzyskane w reakcji RT-PCR wycieto z zelu
i zsekwencjonowano. Przeprowadzona reakcja RT-PCR oraz sekwencjowania wykazaty,
ze we krwi obwodowej ekspres;ji ulega izoforma 3 (posiadajgca eksony 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8,
10, 11) izoforma 4 (posiadajgca eksony 1, 2, 3, 7, 8, 10, 11) oraz nowy transkrypt N
(zawierajgcy eksony 1, 2, 3, 4, 7, 8, 10, 11). Analiza wynikdw sekwencjonowania

wykazata, ze u pacjenta CED-03/4 amplikon specyficzny dla izoformy 3 zawiera
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homozygotyczng zmiane missens zidentyfikowang w eksonie 1 (p.W7C) sugerujac,
iz ta izoforma ulega ekspresji u pacjenta tylko z jednego allelu, podczas gdy amplikony
odpowiadajgce nowemu transkryptowi N (nie zawierajgcego eksonu 6) oraz izoformie 4
wystepowaty w uktadzie heterozygotycznym dla danej zmiany missens, co wskazuje,
ze ulegajg one ekspresiji z obu alleli.

Na podstawie uzyskanych wynikéw reakcji RT-PCR widoczna jest rowniez réznica
w poziomie ekspresji poszczegolnych transkryptow. U pacjenta izoforma 3 ulega nizszej
ekspresji w poréwnaniu do trzech kontroli, poniewaz ulega ekspres;ji tylko z jednego allelu,
co jest widoczne na podstawie intensywno$ci Swiecenia prgzka na zelu odpowiadajgcego
izoformie 3. Natomiast ekspresja nowego transkryptu N (nie zawierajgcego eksonu 6)
ulega zwiekszonej ekspresji u pacjenta w poréwnaniu do trzech kontroli, co wskazuje,
ze dodatkowo transkrypt ten ulega ekspresji z allelu zawierajgcego zmiane G->A
w intronie 6 odziedziczong od matki. Réznice w poziomie ekspresji nowego transkryptu N
pomiedzy pacjentem, a trzema analizowanymi kontrolami sg widoczne na podstawie
intensywnosci swiecenia prgzkéw na zelu odpowiadajgcym temu transkryptowi.
Natomiast w przypadku transkryptu 4 na podstawie intensywnosci swiecenia prgzkoéw
w zelu nie sg widoczne réznice w poziomie ekspresji pomiedzy pacjentem i trzema
analizowanymi kontrolami. Jest to zwigzane z tym, ze mutacja w intronie 6 nie dotyczy
transkryptu 4 poniewaz, transkrypt ten nie posiada eksonu 6. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze mutacja w intronie 6 w obrebie miejsca donorowego genu IFT122 zaburza prawidtowy
przebieg procesu sktadania pierwotnego transkryptu (splicingu), powodujgc pominiecie
eksonu 6 oraz ze zidentyfikowana mutacja missens w eksonie 1 powstata de novo
na chromosomie pochodzenia ojcowskiego.

W celu oceny ilosciowej réznic w poziomie ekspresji poszczegdlnych transkryptéw
u pacjenta CED-03/4 i trzech kontroli przeprowadzono reakcje qPCR. Przeprowadzona
analiza wykazata, ze poziom ekspres;ji izoformy 3 jest mniejszy u pacjenta w poréwnaniu
do trzech kontroli (wynik wysoce istotny statystycznie p<0.01). Poziom ekspresji nowego
transkryptu N byt wyzszy u pacjenta w poréwnaniu do trzech kontroli (wynik ekstremalnie
istotny statystycznie p<0.001). Natomiast ocena poziomu ekspresji izoformy 4
nie wykazata istotnych réznic pomiedzy ekspresjg tej izoformy u pacjenta i kontroli,
poniewaz ekson 6 jest obecny tylko w izoformie 1, 2 oraz 3 badanego genu.

Otrzymane wyniki potwierdzajg, ze pacjent 4 (CED-03) jest ztozong heterozygotg
zawierajgcg heterozygotyczng mutacje typu missens (p.W7C) zlokalizowang w eksonie 1
powstatg de novo na chromosomie odziedziczonym od ojca w kombinacji
z heterozygotyczng mutacjg splicingowg (c.502+5G>A) w intronie 6 genu IFT122,
ktora zostata odziedziczona od matki. Dodatkowo wyniki te wskazujg, Zze zmiana

w intronie 6 ma wplyw na prawidtowy przebieg procesu sktadania i jej obecnos¢ powoduje
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pominiecie eksonu 6. Analiza sekwencji genu IFT22 wykazata, iz pominiecie eksonu 6
powoduje przesuniecie ramki odczytu i przedwczesng terminacje procesu translaciji

spowodowanej pojawieniem sie kodonu stop.
6.5. Fenotyp rzeskowy u pacjenta CED-01/2

Ze wzgledu na to, iz zidentyfikowane zmiany zlokalizowane sg w genie IFT122, ktérego
produkt ekspresji nalezy do biatek uczestniczacych w transporcie wewnatrzrzeskowym,
odgrywajgcym kluczowg role w procesie prawidtowego tworzenia
i funkcjonowania struktur rzesek, przeprowadzono analize morfologii oraz czestos¢
wystepowania rzesek w fibroblastach skéry pacjenta CED-01/2 oraz kontroli.
Eksperyment przeprowadzono w dwoéch réznych warunkach na trzech liniach
komérkowych fibroblastow skéry osob zdrowych oraz trzech liniach komorkowych
fibroblastéw skoéry pacjenta. W celu wykonania badan podczas operacji przepuklin
pachwinowych pobrano od pacjenta fragment skory, tkanki podskérnej oraz fragment
worka przepuklinowego, z ktérych zatozono linie komérkowe. Przeprowadzone badania
wykazaty zmniejszenie dtugosci (wynik istotny statystycznie p<0.05) oraz czestosci
wystepowania rzesek (wynik ekstremalnie istotny statystycznie p<0.001) w fibroblastach
pacienta w poréwnaniu do trzech kontroli. Uzyskane wyniki potwierdzaja,
ze zidentyfikowana zmiana w genie IFT122 jest odpowiedzialna za wystgpienie fenotypu
rzeskowego, a biatko IFT122 petni wazng role w prawidtowym formowaniu struktur rzesek.

Fenotyp obserwowany w fibroblastach skory pacjenta z CED jest zgodny
z wynikami przeprowadzonymi na modelu orzeska Tetrahymena thermophilia,
ktore wykazaty, iz knockout genu IFT122A nie zaburza w istotny sposob syntezy rzesek.
Struktury rzesek w tym modelu sg obecne, natomiast wystepujg one w zmniejszonej ilosci
w poréownaniu do komoérek typu dzikiego. Przeprowadzone badania wykazaty réwniez,

iz w modelu tym dochodzi do akumulaciji biatek IFT (Ift88p, Ift172p) na koncach rzesek.?®
6.6. Model mysi genu Ift122

Dotychczas w pismiennictwie opisano dwa modele mysie genu Ift122.
Pierwszy model mysi tego genu zostat opisany w 2008 roku. Knockout genu Ift122 jest
letalny. W modelu tym stwierdzono miedzy innymi eksencefalie, dekstrokardie
oraz zaburzenia w rozwoju kosci. Analiza rzesek w wezle zarodkowym wykazata brak
struktur rzesek u homozygot 1ft122”, podczas gdy w heterozygot Ift122*" stwierdzono

skrocenie struktur rzesek w poréwnaniu do kontroli (Ift122**). Analiza przeprowadzona
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na embrionalnych mysich fibroblastach wykazata réwniez brak struktur rzesek
u homozygot Ift1227 1

Drugi model mysi genu Ift122 (sopb - sister of open brain) zostat opisany
w 2011 roku jest rowniez letalny i wykazuje wiele cech typowych dla zaburzen
w prawidtowym przebiegu procesu embriogenezy tj. wady cewy nerwowej, rozszczep
kregostupa, przerost ftukow skrzelowych, niedorozwiniete oczy oraz polidaktylie
przedosiowg u homozygot Ift122”. Mutanty Ift122 wykazujg takze zaburzenia w tworzeniu
prawidtowej asymetrii ciata. Struktury rzesek wystepujg w fibroblastach embrionalnych
w zmniejszonej ilosci w porownaniu do kontroli. Rzeski te sg rowniez krotsze i wykazujg
akumulacje biatek uczestniczacych w anterogradowym transporcie wewnatrzrzeskowym
(np. Ift88, ift57) w czesciach szczytowych rzesek. Akumulacje biatka Ift88 na koncach
rzesek zidentyfikowano rowniez w obrebie rzesek znajdujgcych sie w wezle zarodkowym,
potwierdzajgc, iz Ift122 pelni wazng role w retrogradowym transporcie
wewnatrzrzeskowym.?

Réznice pomiedzy fenotypem obserwowanym w obu modelach mysich moga
wynika¢ z faktu, iz w pierwszym modelu poza brakiem genu Ift122 zostat réwniez usuniety
sgsiadujgcy gen Med1/Mbd4, ktéry petni wazng role w procesie naprawy DNA.
Ponadto geny zawierajgce domene MBD (metyl-CpG-binding domain) uczestniczg
w regulacji procesu transkrypcji.*****” Model mysi obejmujacy tylko konckout genu Mbd4

nie jest letalny, mutanty Mbd4

rozwijajg sie prawidlowo, a szczegoOtowa analiza
histopatologiczna tkanek nie wykazata nieprawidtowosci.'***?° Dlatego tez knockout obu
gendw Mbd4 oraz |Ift122 moze skutkowaé wystgpieniem ciezszego fenotypu
w poréwnaniu do modelu z konckoutem obejmujgcym tylko gen Ift122. Réznice pomiedzy

fenotypem obserwowanym w modelach mysich Ift122%°%° oraz Ift122"e7"4"3

mogg réwniez
wynika¢ z wykorzystania w badaniach réznych linii myszy laboratoryjnych, odpowiednio
C3Heb/FeJ oraz C57BL/6. %

Fenotyp rzeskowy obserwowany w fibroblastach skéry pacjenta CED-01/2,
charakteryzujgcy sie skroceniem i zmniejszeniem ilosci struktur rzesek, jest zgodny
fenotypem obserwowanym w modelu mysim, w ktérym wystepuje tylko knockout genu
Ift122. Poniewaz dotychczas zidentyfikowane mutacje w genie IFT122 u pacjentow
z zespotem Sensenbrenner nie sg letalne, moze to swiadczy¢é o tym, iz powodujg one
tylko czesciowg utrate funkcji biatka IFT122 i powodujg powstanie hipomorficznej formy
biatka, ktéra zaburza prawidtowe formowanie i funkcjonowanie rzesek. Tak samo jak
w przypadku modelu mysiego brak biatka IFT122, wystgpienie mutacji nonsensownej

na obu allelach moze mie¢ u cztowieka efekt letalny.

124



DYSKUSJA

6.7. Model Danio rerio genu ift122

Ze wzgledu na to, ze otrzymane wyniki oraz dane z piSmiennictwa wskazujg,
iz zmiany w obrebie biatka IFT122 sg odpowiedzialne za wystgpienie fenotypu
rzeskowego w ramach prowadzonych badan stworzono model Zebrafish z knockdownem
genu ift122. W celu potwierdzenia braku RNA Ift122 w modelu Danio rerio
przeprowadzono specyficzng reakcje RT-PCR potwierdzajgc, ze zastosowane morfolino
powodujg obnizenie poziomu ekspres;i ift122.

Ze wzgledu na to, ze pacjenci z CED cierpig na niewydolnos¢ nerek, a dysfunkcje
rzesek zwigzane sg z wystgpieniem torbieli w obrebie nerek, przebadano struktury rzesek
w przewodach pronefrycznych w modelu zebrafish ift122. Przeprowadzony eksperyment
wykazat, zmniejszong liczbe centrosomoéw i skrocenie rzesek u mutantéw ift122
w poroéwnaniu do kontroli.

Poniewaz u pacjentéw z zespotem Sensenbrenner wystepuje brachydaktylia,
ktéra moze by¢ zwigzana z uszkodzeniem szlaku sonic hedgehog (shh) oraz ze w proces
shh zaangazowany jest transport wewnatrzrzeskowy IFT, przeprowadzono analize szlaku
shh w modelu zebrafish ift122.%0¢"*2 Eksperymenty wykazaty tagodng redukcje szlaku Hh
w modelu ift122. W badaniach przeprowadzono hybrydyzacje in situ dla shha oraz ptcl.
Shha jest akumulowany w matych ilosciach w dolnej czesci cewy nerwowej i w strunie
grzbietowej zarébwno w modelu ift122 jaki w kontroli. Natomiast poziom Ptcl jest
zmniejszony u morfantow w porownaniu do kontroli.

Przeprowadzona analiza potwierdza, iz ift122 jest niezbedny dla przebiegu szlaku shh
i moze tumaczy¢ obecno$¢ zmian w obrebie uktadu kostnego obserwowanych
u pacjentéw z zespotem Sensenbrenner. Analiza typu knockdown genu ift122 w modelu
zwierzecym (Danio rerio) wykazata charakterystyczny fenotyp obserwowany w wielu
modelach zespotéw rzeskowych tj. w zespole Bardeta-Biedla, Jeune i nefronoftyzie
potwierdzajgc, ze zespot Sensenbrenner nalezy grupy choréb zwanych ciliopatiami,
w ktorych patogenezie zasadniczg role odgrywa nieprawidtowe funkcjonowanie struktur

rzesek.'?# 124

6.8. Analiza bioinformatyczna DAVID

W ramach badan przeprowadzono pilotazowg analize profilu ekspresji catego
genomu u pacjenta (CED-01/2) oraz kontroli. Badania te przeprowadzono w oparciu
o0 komercyjnie dostepny chip firmy lllumina. Analiza ta wykazata, ze ponad 1300 genéw
ulega zmniejszonej ekspres;ji (Diff. score < -20), a ponad 1200 gendéw ulega zwiekszonej

ekspresji (Diff. Score > 20) u pacjenta w poréwnaniu do kontroli. Na tej podstawie
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stworzono listy gendéw ze zmieniong ekspresjg. W celu interpretacji uzyskanych wynikow
przeprowadzono analize bioinformatyczng z wykorzystaniem programu DAVID.

Przeprowadzona analiza pozwolita na stworzenie tzw. grup genow
0 podobnej funkcji lub biorgcych wudziat w przebiegu tego samego procesu
(tzw. functional annotation clustering), w obrebie ponad 2000 genéw o zmienionym
poziomie ekspresji w stosunku do kontroli. Analize przeprowadzono w oparciu o liste
zawierajgcg geny O zmniejszonym poziomie ekspresji i w oparciu o liste gendw
0 zwiekszonym poziomie ekspresji oraz w oparciu o liste zawierajgcg zestawienie
wszystkich gendw o zmienionej ekspresji. Wyniki przeprowadzonej analizy wykazaty,
ze zmienionej ekspresji ulegajg gtownie geny zaangazowane w cykl komorkowy,
organizacje cytoszkieletu i wrzeciona podzialowego oraz geny uczestniczgce
w przekazywaniu sygnatdw w komorce. Zwiekszonej ekspresji ulegajg takie geny
jak np. PDGFa, PDGFC, PDGFD, PDGFRL, FGFRL1, BMP6, CCND2, CCND3.
Zmniejszonej ekspresji ulegajg natomiast takie geny jak np. WNT2, WNT5A, WNT5B,
PDGFRB, FGF9, MAP3K8, MAPK3, CCND1, CCNB1, CCNB2, CDKN3, CDKN1B, IFT47
oraz IFT122. Uzyskane wyniki potwierdzajg dane literaturowe, iz ekspresja i resorpcja
rzesek ma scisty zwigzek z przebiegiem cyklu komérkowego oraz iz rzeski petnig waznag
role w przekazywaniu sygnatdbw w komodrce, regulujgc ich  proliferacje
oraz réznicowanie, 344045476769

W celu potwierdzenia uzyskanych wynikéw konieczne jest przeprowadzenie
dalszych analiz tj. iloSciowy qPCR w celu potwierdzenia zmienionego poziomu ekspresji

wybranych gendw.

6.9. Analiza cyklu komérkowego

Ze wzgledu na to, ze w przeprowadzonym badaniu ekspresji catego genomu
zidentyfikowano zmiany w poziomie ekspresji gendw waznych dla przebiegu cyklu
komorkowego przeprowadzono analize procesu mitozy w komdrkach fibroblastéw skéry
pacjenta (CED-01/2) oraz kontroli.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze zaréwno
w komorkach kontrolnych jaki i w komdrkach pacjenta podziat chromosomoéw przebiega
prawidtowo. Przeprowadzony eksperyment wykazat rowniez, ze w metafazie komorki
pacjenta wykazujg niepetng retrakcije w poréwnaniu do komorek kontrolnych.
Analiza cyklu komérkowego wykazata réwniez, iz komorki pacjenta wykazujg mieszany
fenotyp na etapie cytokinezy, w momencie tworzenia sie bruzdy podziatowej. W tej fazie
widoczne sg komorki z prawidtowo i nieprawidtowo wytworzong bruzdg podziatowag

(w niektérych komérkach bruzda podziatowa nie jest prosta, w niektorych jest ona ptaska),
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CO sugeruje, ze proces wiasciwej cytokinezy moze byé opédzniony. Badania te wykazaty
rowniez, ze w niektorych komorkach pacjenta obecne sg wiecej niz dwa centra organizacji
mikrotubul (MTOC) w profazie cyklu komoérkowego.

Ze wzgledu na to, ze zmiany obserwowano tylko w niektorych komorkach pacjenta
nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badania uzupetniajgce, ktére pozwolityby okreslic
procent komorek, w ktérych wystepuja zidentyfikowane nieprawidtowosci.

W ramach badan przeprowadzonych na fibroblastach skoéry pacjenta CED-01/2
oraz kontroli analizowano réwniez morfologie fibroblastéw, w ktérej zmierzono ich
dlugosci. Analizowano 100 komorek pacjenta i 100 komorek kontrolnych.
Badania te nie wykazaly istotnych réznic w dtugosci komoérek pacjenta w poréwnaniu
do kontroli wskazujgc, ze mutacje w genie IFT122 najprawdopodobniej nie majg wptywu

na morfologie fibroblastow skéry.

6.10. Analiza genéw kandydujacych spoza locus dla CED

W grupie pacjentéw, u ktérych nie zidentyfikowano mutacji w obrebie genu
IFT122 przeprowadzono analize trzech gendow rzeskowych spoza locus
zidentyfikowanego dla CED.

Gen IFT139

Gen IFT139 (THM1) zbudowany jest z 29 eksonéw, produktem ekspresiji jest
biatko zbudowane =z 1316 aminokwasow. Gen ten ulega silnej ekspres;ji
m.in. w nerkach, watrobie, trzustce, sercu, ptucach, médzgu, rdzeniu kregowym
oraz skorze normalnych tkanek. Lokalizacja komoérkowa biatka THM1 to gtéwnie
aksonem rzesek oraz ciatko podstawowe. MPRP: UCSC Genome Browser Baqania na modelu
mysim alien (aln), z mutacjg typu ‘null’ genu THM1 wskazaty na aktywnos¢ jego
produktu biatkowego w szlaku przekaznikowym Sonic Hedgehog, ktoéry stanowi
fundamentalny element rozwoju zarodkowego ssakéw.®” Ponadto biatko THM1, jako
czgsteczka IFT kompleksu A uczestniczy w retrogradowym transporcie
wewnatrzrzeskowym, odgrywajgc tym samym zasadniczg role w procesie budowy
i prawidtowego funkcjonowania rzesek.

Mutacje w obrebie genu IFT139 zidentyfikowano u 5% spos$rod 753 pacjentow
z réznymi zespotami rzeskowymi tj. nefronoftyza, zespét Meckela, Jubert, Bardeta—Biedla
oraz zespoétu Jeune. Ze wzgledu na stosunkowo duzg czestos¢ mutacji w genie THM1
w obrebie ciliopatii oraz ze wzgledu na wystepowanie wspdlnych cech klinicznych
z zespotem Sensenbrenner gen IFT139 wyselekcjonowano jako gen kandydujgcy

i poddano go analizie w grupie dziewieciu pacjentéw z CED.?°
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Gen DYNC2H1

Najdtuzszy tanskrypt (transkrypt 2) genu DYNC2H1 zbudowany jest z 90
eksonow. Produktem ekspresji jest biatko zbudowane z 4314 aminokwasow.
Gen ten ulega silnej ekspresji m.in. w nerkach, watrobie, trzustce, sercu, ptucach,
mozgu, rdzeniu kregowym oraz skorze normalnych tkanek. Lokalizacja komoérkowa
biatka DYNC2H1 to aksonema rzesek, ciatko podstawowe, aparat Golgiego,
cytoplazma oraz btona komérkowa. "°RP Biatko DYNC2H1 nalezy do kompleksu biatek
motorycznych uczestniczgcych w retrogradowym transporcie wewngtrzrzeskowym.
Mutacje w genie DYNC2H1 prowadzg do szerokiego spektrum zaburzen zwigzanych
z uposledzonym funkcjonowaniem rzesek pierwotnych tj. polidaktylii,
wad szkieletowych oraz wielotorbielowatos$ci nerek. Y¢S Genome Browser fbgtychezas mutacje
w genie DYNC2H1 zidentyfikowano u pacjentéw z zespotem krétkie zebro-polidaktylia
(SRP) oraz zespotem Jeune.?®

Ze wzgledu na podobienstwo cech klinicznych pomiedzy zespotem SRP, JATD
i CED oraz ze wzgledu na to, iz mutacje w genie IFT121 zidentyfikowano zaréwno
u pacjentéw z CED jaki u pacjentéw z zespotem SRP, a mutacje w genie IFT144 wykryto
u pacjentéw zespotem Sensenbrenner oraz z zespolem JATD i nefronoftyzg
przeprowadzono analize genu DYNC2H1 w grupie pacjentéw z CED. #2612

Gen IFT88

Najdtuzszy tanskrypt (transkrypt 1) genu IFT88 zbudowany jest z 28 eksonow,
produktem ekspresji jest biatko zbudowane z 833 aminokwaséw. Biatko IFT88 wchodzi
w sklad kompleksu B uczesthiczacego w anterogradowym transporcie
wenatrzrzeskowym. W modelu mysim ORPK (Oak Ridge Polycystic Kidney Mouse)
z hypomorficzng mutacjg w genie Ift88, czeSciowo obnizajgca jego ekspresje stwierdzono
m.in. wodogtowie, zwyrodnienie siatkowki, cysty w obrebie nerek oraz watroby, anosmie,

ataksje, infekcje ukfadu oddechowego, zmiany w obrebie uktadu szkieletowego

oraz zmiany ektodermalne tj. defekty skoéry oraz mieszkow wtosowych (Rycina 71).

A ‘ ! .

Rycina 71.

Model mysi genu Ift88. A. Typ dziki (widoczny po lewej stronie) oraz mysz ORPK
(widoczna po prawej stronie). B. Typ dziki. C. Mysz ORPK. Sucha i tuszczgca sie skoéra
oraz rzadkie futro widoczne w modelu ORPK w poréwnaniu do typu dzikiego. Rzeski w mieszkach
witosowych w modelu ORPK (E,G) sg krotsze w poréwnaniu do rzesek obecnych u kontroli (D,F).*®
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Zmiany ektodermalne sg charakterystyczne dla dwoch zespotéw rzeskowych,
zespotu Ellisa van Crevelda oraz zespotu Sensenbrenner. Ze wzgledu na obecnosé
wielu cech wspdlnych pomiedzy zespotem Sensenbrenner, a modelem mysim genu [ft88,
przeprowadzono analize tego genu w grupie pacjentéw z CED. '*°

Przeprowadzona analiza sekwencji kodujgcych gendéw kandydujgcych IFT139,
DYNC2H1, IFT88 spoza locus dla CED w badanej grupie dziewieciu pacjentéw
z zespotem Sensenbrenner wykazata brak mutacji w obrebie analizowanych gendw.
Moze wynika¢ to z faktu, iz analizowana kohorta pacjentow byta bardzo mata
i obejmowata tylko dziewieciu pacjentow z CED. Dlatego tez uzasadnionym jest
przeprowadzenie analizy tych gendéw na wigkszej grupie pacjentow. Ze wzgledu na to,
ze zespot ten jest niezwykle rzadki, a czesto$¢ wystepowania wynosi < 1 na 1000 000

urodzen, sg ograniczone mozliwosci w zebrania duzej grupy pacjentow z tym zespotem.
6.11. Heterogennosé¢ zespotu Sensenbrenner

Mutacje w genie IFT122 zidentyfikowano u 4 sposréd 13 analizowanych
pacjentow. Przeprowadzone badania wskazujg na to, iz zespdt Sensenbrenner jest
heterogenny genetycznie oraz ze podtoze molekularne w pozostatych przypadkach
najprawdopodobniej dotyczy mutacji w genach waznych dla funkcjonowania i budowy
struktury rzesek. Poza genem IFT80 odpowiedzialnym za zespdt Jeune, gen IFT122 byt
drugim genem z rodziny IFT, w ktérym zidentyfikowano  mutacje.
Dotychczas zidentyfikowane mutacje w genie IFT122 nie sg letalne. Swiadczy to,
ze powodujg one tylko czesciowg utrate funkcji biatka IFT122, ktére zaburza prawidtowe
formowanie i funkcjonowanie rzesek, a uzyskane wyniki wskazujg, ze mutacje
wystepujgce w uktadzie homozygotycznym w genie IFT122 sg odpowiedzialne
za wystgpienie zespotu Sensenbrenner.?***2

Obecnie poznano juz cztery geny IFT122, IFT121, IFT43, IFT144. ktérych mutacje
odpowiedzialne sg za wystgpienie zespotu Sensenbrenner. Produkty ekspres;ji
tych gendw nalezg do kompleksu A uczestniczgcego w retrogradowym transporcie
wewnatrzrzeskowym, a przeprowadzone badania potwierdzajg, ze zespdt Sensenbrenner

jest ciliopatig, za ktérg odpowiedzialne s3 mutacje w genach rzeskowych. %%’
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6.12. Plejotropowy charakter zespotu Sensenbrenner i innych ciliopatii

Zaburzenia w funkcjonowaniu i formowaniu rzesek sg odpowiedzialne
za wystgpienie fenotypu o charakterze plejotropowym, co jest zwigzane z obecnoscig
rzesek praktycznie w kazdej komoérce i ich rolg w przekazywaniu sygnatow w komoérce
niezbednych dla prawidtowego przebiegu procesu embriogenezy. Ich funkcjg jest
odczytywanie sygnatow ze srodowiska zewnetrznego. Stanowig one swojego rodzaju
antene umozliwiajgcg odpowiedz na stymulacje mechaniczng Ilub chemiczna.
Ze wzgledu na to, ze na ich powierzchni zlokalizowane sg réznego rodzaju receptory,
sg takze waznym elementem Kilku istotnych szlakéw przekaznikowych tj. Hedgehog (Hh),
Wingless (Wnt) i ptytkowego receptora wzrostu alfa (PDGFRa), petnigcych bardzo waznag
role podczas procesu embriogenezy. Sygnaty pochodzgce ze srodowiska zewnetrznego
moga zostaé przeksztatcone we wnetrzu rzeski w kaskade sygnatow. 395357586769

Hedgehog (Hh) pemni bardzo wazng role w rozwoju embrionalnym, uczestniczgc
w procesie lateralizacji, neurogenezy, rozwoju kosci, serca poprzez regulacje proliferaciji
i réznicowania sie komérek. U organizméw dorostych petni wazng funkcje w dojrzewaniu
tzw. niszy komérek macierzystych oraz w utrzymaniu homeostazy tkanek.
Zaburzenia szlaku Hh prowadzg do rozwoju polidaktylii, defektéw twarzowo-czaszkowych,
wad rozwojowych ko$éca oraz do raka podstawnokomoérkowego  skory.
Niewtasciwa aktywacja onkogenéw Gli moze powodowac¢ transformacje komérek poprzez
bezposrednig regulacje ekspresji gendw kontrolujgcych wzrost komérek sugerujac,
iz niewtasciwy przebieg procesu Hh petni wazng role w procesie nowotworzenia wielu
tkanek tj. moézgu i ptuc. Poniewaz ekspresja i resorpcja rzesek jest scisle powigzana
z przebiegiem cyklu komoérkowego, a zaburzenia w kontroli przebiegu cyklu komdérkowego
sg podstawg procesu onkogenezy. Prawdopodobne rzeski mogg petni¢ funkcje supresora
poprzez hamowanie rozpoczecia cyklu komorkowego. Z drugiej strony obecnos¢ rzesek
w komérkach nowotworowych skory zaprzecza tej hipotezie. Z piSmiennictwa wynika,
iz mutacje w genach rzeskowych nie zwigkszajg predyspozycji do nowotwordw.
Dlatego tez w celu doktadnego poznania korelacji pomiedzy rzeskami, procesem
nowotworzenia i cyklem komérkowym niezbedne jest przeprowadzenie dalszych badanh
eksperymentalnych.35'36'39'57'58'63'67'70

Wingless (Wnt) odgrywa réwniez bardzo wazng role procesie embriogenezy.
Sygnat zalezny od biatek z rodziny Wnt jest przekazywany w komoérce poprzez rézne
$ciezki. Dwie z nich sg bezposrednio zwigzane z rzeskami. Sciezka kanoniczna,
ktéra zalezna jest od B-kateniny i kontroluje proces proliferacji komoérek oraz przebieg
cyklu komorkowego. Natomiast Sciezka niekanoniczna kontroluje migracje i polaryzacje

komorek, wptywajac na prawidtowg morfogeneze narzadow. U pacjentow z zaburzeniami
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szlaku Wnt stwierdzono: encefalopatie, wady cewy nerwowej, otwarte powieki, torbiele
nerek. 63,67-69,71

Receptor ptytkowego czynnika wzrostu alfa (PDGFRa) reguluje natomiast procesy
apoptozy, proliferacji, migracji komoérek podczas embriogenezy i podczas rozwoju
postnatalnego. Uczestniczy takze w dojrzewaniu, wzroscie tkanek oraz gojeniu ran
u osobnikéw dorostych. Odgrywa takze istotng role w utrzymaniu homeostazy tkanek.
Receptor PDGFRa zlokalizowany jest w obrebie rzeski. Zaburzenia szlaku PDGFRa
prowadzg m.in. do Smierci zarodka, wad rozwojowych centralnego uktadu nerwowego,
wad narzgdowych oraz do rozwoju howotworéw oraz choréb naczyniowych, 720676972

Do najczesciej stwierdzanych cech klinicznych w obrebie ciliopatii zaliczamy
m.in. zaburzenia ze strony nerek i watroby, retinopatie, niepetnosprawnosc¢ intelektualna,
zaburzenia dotyczgce wewnetrznej asymetrii ciata, zmiany w szkieletowe, polidaktylie
oraz zmiany w obrebie twarzoczaszki. Swiadczy o tym, iz mutacje w genach rzeskowych
sg odpowiedzialne za szerokie spektrum cech fenotypowych.*®:>12¢

Badania przeprowadzone na liniach komérkowych oraz organizmach modelowych
wskazujg, ze rzeski wystepujg na powierzchni komoérek budujgcych kanaliki takie jak
np. kanaliki nerkowe, przewdéd zolciowy w watrobie i przewdd trzustkowy.
U pacjentow z wielotorbielowatoscig nerek wykryto mutacje w genach kodujgcych
policystyne-1 i policystyne-2. Sg to biatka budujace kanat jonowy selektywny wzgledem
jonow wapnia i sg zlokalizowane w btonie rzeskowej. W prawidtowych warunkach
uginanie sie rzesek na powierzchni komorek nabtonka kanalikow nerkowych
pod wptywem przeptywu moczu powoduje otwarcie kanatu jonowego, a tym samym
wzrost wewnatrzkomorkowego poziomu Ca”*. Kontrolowany przeptyw wapnia bierze
udziat w regulacji réznicowania sig, proliferacji i apoptozy komérek. Zaburzenia tych
procesdw mogg prowadzi¢ do nadmiernych podziatow komérkowych oraz wytworzenia
torbieli wypetnionych ptynem, ktére stopniowo zastepujgcych zdrowg tkanke
i w konsekwencji prowadzg do zwyrodnienia  wielotorbielowatego nerek.
Podobny mechanizm jest odpowiedzialny za wytworzenie cyst w obrebie watroby
i trzustki.

Zaburzenia ze strony nerek stwierdzono u wiekszosci zespotéw rzeskowych
tj. zespot wielotorbielowatosci nerek dziedziczony w sposdb autosomalny recesywny
oraz autosomalny dominujgcy, zespot Bardeta-Biedla, Meckela, Jubert, Jeune
oraz zespotu Sensenbrenner, co jednoznacznie potwierdza, iz rzeski petnig wazng role
w odbiorze bodzcéw mechanicznych, a defekty w genach rzeskowych sg odpowiedzialne

za wystgpienie cech typowych dla nieprawidtowego przebiegu tego procesu.
32,39,46,49,53,59,65,66
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Obecnos¢ rzesek w watrobie oraz trzustce zwigzane jest z wystgpieniem
dysfunkcji watroby oraz cukrzycy w zespotach rzeskowych. Dysfunkcje w obrebie watroby
stwierdza sie w wiekszosci zespotdow rzgskowych m.in. u pacjentéw z BBS, MKS, JBTS,
JATD oraz u pacjentdw z zespotem Sensenbrenner. Natomiast cukrzyca wystepuje
u pacjentéw z ALMS oraz z BBS. *°

Rzeski na powierzchni komodrek wyscidtki  ependymocytow posredniczg
w przeptywie ptynu mdzgowo-rdzeniowego, a ich ruch najprawdopodobniej zapobiega
powstawaniu wodogtowia. Przeprowadzone badania na modelach zwierzecych wykazaty,
iz mutacje w genach odpowiedzialnych za prawidtowy ruch rzesek (Dnahc5, 1ft88, Hy3)
powodujg u myszy rozw¢j wodogtowia. Hydrocefalia jest takze jedng z czestszych wad
rozwojowych u pacjentéw z pierwotng dyskinezg rzesek.3239538

Rzeski wystepujg réwniez na powierzchni komaorek nabtonka wys$cietajgcego drogi
oddechowe, a ich uporzadkowany i zsynchronizowany ruch umozliwia oczyszczenie drog
oddechowych i transport sluzu. U pacjentéw z PCD uposledzenie lub brak ruchu prowadzi
do przewlektych choréb uktadu oddechowego takich jak zapalenie zatok, zapalenie ucha
$rodkowego, przewleklego kaszlu oraz astmy.®?*°*® Natomiast u pacjentéw z CED
stwierdza sie czeste i powtarzajgce sie infekcje drég oddechowych.*?’

Rzeski sg obecne takze w uktadzie rozrodczym. U mezczyzn z pierwotng
dyskinezg rzesek nieptodnos$¢ najczesciej zwigzana jest z brakiem ruchliwosci witek
plemnikéw, ktérych struktura jest bardzo podobna do klasycznej struktury rzesek
ruchomych. Natomiast u kobiet proces ten jest bardziej ztozony. Dotyczy on dysfunkcji
rzesek komorek nabtonka wyscietajgcego jajowdd, ktérych ruch uczestniczy w transporcie
oocytu, bgdz zarodka do macicy. Przypuszcza sie takze, ze rzeski te petnig dodatkowo
funkcje sensoryczne odbioru bodZzcéw ze Srodowiska zewnetrznego. Jednak mechanizm,
w ktérym nabtonek jajowodu odpowiada na réznego rodzaju stymulacje hormonalng,
nie zostat catkowicie poznany.***°*® Dotychczas u pacjentéw z zespotem Sensenbrenner
nie opisano zaburzen zwigzanych z ptodnoécig. Wynika to niewatpliwie z faktu,
ze w pidmiennictwie opisano tylko okoto 30 pacjentéw z CED, a dotychczas opisane
przypadki to mate dzieci.**’

Rzeski obecne na powierzchni komérek wezta zarodkowego uczestniczg
w procesie ustalania prawidiowego potozenia organow, czyli ich wewnetrznej asymetrii.
Odwrotne utozenie trzewi tzw. situs inversus, okresla stan, w ktérym narzady znajdujg sie
po przeciwnej stronie w stosunku do ich prawidtowej lokalizacji. Odwrotne potozenie
trzewi jest jednym z czestych symptomow wystepujgcych w chorobach rzeskowych,
a w szczegolnosci w zespole Kartagenera.®*%%°%%% Natomiast u pacjentéw z CED

nie stwierdza sie zaburzen dotyczgcych wewnetrznej asymetrii ciata. **’
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W komdrkach precikéw i czopkow siatkowki oka wystepujg rzeski tgczgce segment
wewnetrzny zawierajgcy jadro komodrkowe, rybosomy i inne struktury komoérkowe
z segmentem zewnetrznym zwierajgcym rodopsyne i inne barwniki wzrokowe.
Wszystkie komponenty niezbedne do budowy i prawidtowego funkcjonowania segmentu
zewnetrznego sg syntetyzowane w segmencie wewnetrznym, a nastepnie transportowane
wzdtuz rzeski za pomocg transportu wewnatrzrzeskowego IFT. Zaburzenia w transporcie
IFT powodujg obumieranie komorek fotoreceptoréw i postepujgcg utrate wzroku.
Retinopatia barwnikowa lub dystrofia czopkowo-precikowa sg typowymi cechami
klinicznymi wielu znanych ciliopatii, jak np. zespotu Bardeta-Biedla, zespotu Meckela
oraz zespotu Alstroma. *3%°3%3% W zespole CED opisano dotychczas tylko kilku
pacjentdow, u ktorych stwierdzono retinopatie. Z danych z pismiennictwa wynika,
ze retinopatia nie jest cechg czesto stwierdzang w tym zespole.**’

Struktury rzesek zlokalizowane sg w obrebie neuronéw odbierajgcych bodzce
zapachowe, ktére obecne sg w blasze sitowej mézgu. Zaburzenia rzesek uczestniczacych
w odbiorze bodzcow zapachowych powodujg anosmie charakteryzujacg sie catkowitym
brakiem wechu lub hiposmie zwigzang ze zmniejszong zdolnoscig odczuwania zapachow.
Zaburzenia zwigzane z odczuwaniem zapachow stwierdzono w pacjentéw z zespotem
Bardeta-Biedla.**®® Dotychczas w pi$miennictwie u pacjentéw z CED nie opisano
wystepowania anosmii lub hiposmii. *

W strukturze ucha wewnetrznego zlokalizowane sg dwa rodzaje rzesek
nieruchomych o strukturze (9+2) tzw. stereocilia oraz pojedyncze kinocilium.
Jedynie u pacjentéw z zespotem Ushera stwierdza sie wystepowanie gtuchoty,
co najprawdopodobniej ma zwigzek z tym, ze wiekszos¢ biatek z rodziny USH pefni
wazna role w stereociliach. *

Rzeski nieruchome (9+0) obecne sg w osteocytach i chondrocytach.
Rzeski te uczestnicza w przekazywaniu sygnatdw waznych dla rozwoju Kkosci.
Ich wystepowanie oraz petniona funkcja zwigzana jest z pojawieniem sie zaburzen
w obrebie uktadu kostnego w zespotach rzeskowych tj. np. zespét Sensenbrenner,
zespdt krétkie zebro-polidaktylia, zespot Jeune i zespét Ellisa van Crevelda.>* "

Obecnos¢ rzesek w réznych rodzajach neurondéw zwigzana jest z wystgpieniem
niepetnosprawnosci intelektualnej u pacjentéw z mutacjami w genach rzeskowych takich
jak np. w zespole Bardeta-Biedla, Meckela oraz w zespole Jubert.®®
Natomiast u wiekszosci pacjentdow z zespotem Sensenbrenner rozwdj intelektualny jest
prawidtowy. W piSmiennictwie opisano jednego pacjenta, u ktérego poziom rozwoju
intelektualnego byt powyzej przecietnej (IQ 134) i dwoch pacjentéw z mutacjg w genie

IFT121, u ktérych stwierdzono niepetnosprawno$é intelektualng.*?’
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Rzeski obecne sg réwniez w neuronach podwzgorza, ktére zwigzane
sg z regulacjg taknienia, co moze by¢ powodem wystgpienia otylosci u pacjentow
z zespotem Bardeta-Biedla oraz Alstroma.®’ Natomiast u pacjentéw z CED dotychczas
nie stwierdzono wystepowania otytosci. “*’

Obecnos¢ rzesek stwierdzono réwniez w komorkach  odontoblastow
i ameloblastéw, gdzie biorg udziat w prawidlowej morfogenezie zebow.”*"
Zmiany w obrebie zebow tj. mate zeby, dysplazje szkliwa oraz niewtasciwe
rozmieszczenie zebow sg typowymi cechami wystepujgcymi u wiekszosci pacjentéw
z CED.**

Natomiast obecnosc¢ rzesek w skorze jest zwigzana miedzy innymi z prawidtowym
wytworzeniem mieszkéw wiosowych.’®”” Zmiany w obrebie wioséw tj. cienkie i wolno
rosngce wtosy oraz nadmiernie elastyczng skoére stwierdza sie u wiekszosci pacjentéw
z zespotem Sensenbrenner. *%’

Rzeski obecne sg réwniez w takich komérkach jak kardiomiocyty, gdzie petnig
wazng role w procesie morfogenezy serca, co moze mie¢ zwigzek z wystgpieniem
np. kardiomiopatii u pacjentéw np. z zespotem Alstroma.’®’® Dotychczas w pi$émiennictwie
opisano jednego pacjenta z CED, u ktérego stwierdzono dwuptatkowg zastawke aorty,
natomiast jeden pacjent zmart z powodu zaburzen rytmu serca. Swiadczy o tym,
ze zaburzenia ze strony serca nie sg cechg czesto stwierdzang w zespole
Sensenbrenner.®'*

Cechag czesto stwierdzang w zespotach rzeskowych sg zmiany w obrebie
twarzoczaszki, ktore stwierdza sie w takich zespotach jak BBS, MKS, JBTS, EVC
oraz CED, co wskazuje, ze rzeski poprzez udziat w szlakach Shh i Wnt petnig bardzo
wazng w procesie rozwoju twarzoczaszki.*?**%’

Struktury rzesek (9+0) obecne sg takze w embrionalnych komdrkach
macierzystych. Ich funkcja w tych komodrkach nie zostata jeszcze dokfadnie
scharakteryzowana, ale najprawdopodobniej uczestniczg one w procesie réznicowania

i proliferacji komérek.®

6.13. Korelacja genotyp-fenotyp w zespole Sensenbrenner i innych ciliopatiach

Ocena korelacji pomiedzy genotypem a fenotypem w chorobach rzeskowych
wydaje sie niezwykle trudna. Jednym z powodow jest to, ze ciliopatie charakteryzuje duza
heterogennos¢ genetyczna. Mutacje w roznych genach odpowiedzialne sg za wystgpienie
tego samego zespotu i mutacje w tych samych genach rzeskowych odpowiedzialne
sg za rozne zespoty rzeskowe. Przyktadem sg homozygotyczne mutacje w genie NPHP1,

ktére odpowiedzialne sg za wystgpienie nefronoftyzy, podczas gdy mutacje w genie
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NPHP6 za zespo6t Meckela. Natomiast mutacje w genie IFT121 zidentyfikowano zaréwno
u pacjentéw z CED jak i u pacjentéw z zespotem SRP, a mutacje w genie IFT144 wykryto
u pacjentdw zespotem Sensenbrenner oraz z zespotem JATD i nefronoftyzg.?>?*'%®
Interesujgcy  wydaje sie  rowniez  przyktad ~mutacji w  genie  IFT139,
w ktorym zidentyfikowano mutacje u pacjentow z réznymi zespotami rzeskowymi
ti. nefronoftyza, zesp6t Meckela, Jubert, Bardeta—Biedla oraz zespét Jeune.
Innym czynnikiem od ktérego zalezy fenotyp jest allelizm wielokrotny, czyli rodzaj mutac;ji
zidentyfikowanej lub rodzaj mutacji zidentyfikowanych u danego pacjenta.
Na przyktad obecnos¢ dwoch mutacji nonsensownych w genach NPHP3, NPHP6, NPHP8
czy NPHP1l1 jest odpowiedzialna za  wystgpienie  zespotu  Meckela,
podczas gdy obecnosc¢ jednej mutacji typu missens powoduje wystapienie zespotu Jubert
charakteryzujgcego sie Izejszym fenotypem w poréwnaniu do zespotu Meckela.
Duze znaczenie w ekspresji danego fenotypu majg réwniez czynniki modyfikujgce
jak np. u pacjentéw z homozygotyczng delecja w genie NPHP1 w kompozycji
z heterozygotyczng mutacjag w genie NPHP6 lub NPHP8 obserwuje sie wystgpienie
dodatkowo odpowiednio retinopatii lub zmian w obrebie mézdzku.
Czwartym czynnikiem majgcym wplyw na obraz fenotypowy jest sytuacja, kiedy dwie
mutacje w uktadzie heterozygotycznym w réznych genach rzeskowych sg odpowiedzialne
za wystgpienie danego zespotu. Taki mechanizm zostat zaproponowany w niektérych
przypadkach zespotu Bardeta-Biedla oraz nefonoftyzy.'?*3!
Obraz kliniczny obserwowany u pacjentdbw uzalezniony jest od tego,
w ktérym genie zostata zidentyfikowana mutacja, od poziomu ekspresji danego genu
w okre$lonych tkankach oraz od interakcji z innymi biatkami ulegajgcymi ekspresji w tych
tkankach. Kombinacja wszystkich wymienionych czynnikow wptywa na to jakie cechy
fenotypowe sg obserwowane w konkretnym przypadku.®®

Dotychczas przebadano bardzo matg grupe pacjentéw z zespotem Sensenbrenner
co powoduje, ze bardzo trudno jest jednoznacznie oceni¢ korelacje pomiedzy genotypem
a fenotypem obserwowanym u pacjentow.
Wiekszos¢ mutacji zidentyfikowanych w genach IFT122, IFT121, IFT43 oraz IFT144
odpowiedzialnych za wystgpienie zespotu Sensenbrenner to mutacje typu missens.
W przypadku heterozygot ztozonych zidentyfikowano mutacje missens w kombinacji
z mutacjg nonsensowng, mutacjg powodujgcg przesuniecie ramki odczytu lub mutacjg
splicingowa. Dotychczas u pacjentdéw z zespotem Sensenbrenner nie zidentyfikowano
mutacji powodujgcych przedwczesng terminacje procesu translacji, ktore bylyby
zlokalizowane na obu allelach. Jedynie w genie IFT43 zidentyfikowano homozygotyczng
delecje p.M1_21 zlokalizowang w eksonie 1, ktdéra powoduje powstanie krétszej formy
biatka IFT43.7%
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W przypadku mutacji zidentyfikowanych w genie IFT122 homozygotyczne mutacje
typu missens sg odpowiedzialne za wystgpienie nieco tagodniejszego fenotypu, podczas
gdy u pacjenta bedgcego ztozong heterozygotg, u ktérego wykryto zmiane typu missens
w kombinacji ze zmiang splicingowg powodujgcg przesuniecie ramki odczytu
i przedwczesng terminacje procesu translacji zdiagnozowano niewydolno$¢ watroby,
ktéra wymagata przeprowadzenia przeszczepu tego narzadu. U trzech pacjentow,
u ktorych zidentyfikowano zmiany typu missens dotychczas nie stwierdzono powaznych
zaburzen ze strony watroby, poza wystgpieniem u jednego z nich hepatomegalii.?

Natomiast mutacje w genie IFT121, ktéry odpowiedzialny jest za wystgpienie
zespotu Sensenbrenner oraz zespotu SRP charakteryzujgcego sie ciezszym obrazem
klinicznym, najczesciej identyfikuje sie heterozygoty ztozone posiadajgce na jednym allelu
mutacje typu missens, a na drugim mutacje powodujgcg przedwczesng terminacje
procesu translacji. Dlatego tez w przypadku genu IFT121 na fenotyp ma wplyw
niewatpliwie lokalizacja mutacji w obrebie tego genu. Poza lokalizacjg mutacji ma takze
wplyw rodzaj mutacji, poniewaz u pacjentow z CED stwierdza sie obecnos¢
homozygotycznych zmian typu missens, podczas gdy w jednej rodzinie z SRP
zidentyfikowano delecje eksonu 5, znajdujacej sie w ramce odczytu.?®2%27132

Mutacje identyfikowane w obrebie genu IFT144 to najczesciej heterozygoty
ztozone posiadajgce na jednym allelu mutacje typu missens, a na drugim mutacje
powodujgcg przedwczesng terminacje procesu translacji, ktére stwierdza sie u pacjentéw
z zespotem Sensenbrenner oraz z nefronoftyzg. Natomiast u pacjenta z zespotem Jeune
zidentyfikowano  homozygotyczng  mutacje  typu missens. Co  sugeruje,
ze w przypadku genu IFT144 na fenotyp obserwowany u pacjentéw zasadniczg role
odgrywa lokalizacja mutacji.?®

W dotychczas poznanych genach odpowiedzialnych za wystgpienie zespotu
Sensenbrenner nie opisano mutacji typu stop zlokalizowanych na obu allelach.
Moze to sugerowaé, ze wystgpienie takiego genotypu jest letalne tak jak np. w przypadku
modelu mysiego z knockoutem genu Ift122, Ift121 oraz  [ft144.%%%
U pacjentéw z mutacjami zidentyfikowanymi w obrebie genéw odpowiedzialnych za CED
stwierdza sie szerokie spektrum cech fenotypowych typowych dla zespotu
Sensenbrenner.

Wydaje sie rowniez, ze wystepujg pewne réznice w obrazie klinicznym u pacjentow
w zaleznosci od genu, w ktorym zidentyfikowano mutacje. U trzech pacjentéw
z mutacjami w genie IFT121 stwierdzono wystgpienie niepetnosprawnosci intelektualnej,
ktora nie jest cechg typowg dla tego zespotu. U innych dwoch pacjentéw z mutacjami

w tym genie nie zdiagnozowano zaburzen ze strony nerek, ktére z kolei sg typowe
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dla zespotu Sensenbrenner, co moze by¢ réwniez spowodowane tym, ze zaburzenia
ze strony nerek mogg pojawié¢ sie u pacjentéw w okresie pozniejszym.

Natomiast retinopatie, ktéra wydaje sie nie by¢ cechg charakterystyczng dla tego
zespotu stwierdzono tylko u pacjentéw z mutacjg w genie [|FT14424%713%
Wyniki te potwierdzaja, iz w przypadku choréb rzeskowych ocena korelacji
genotyp-fenotyp wydaje sie by¢ niezwykle trudna. Jest tak przede wszystkim ze wzgledu
na duzg liczbe gendéw rzeskowych i na to, ze na fenotyp obserwowany u pacjentéw ma

wplyw rodzaj i liczba mutacji oraz ich potozenie w danym genie lub/i genach.®

6.14. Analiza pozostalych genéw odpowiedzialnych za zesp6t Sensenbrenner

W grupie pacjentéw, u ktérych nie zidentyfikowano mutacji w genie IFT122
konieczne jest przeprowadzenie analizy pozostatych trzech znanych gendéw IFT121,
IFT43 oraz IFT144 odpowiedzialnych za wystgpienie CED.

W przypadku wykluczenia mutacji w znanych genach mozna zastosowac technike
sekwencjonowania nowej generacji NGS (ang. Next generation sequencing) catego
genomu lub eksomu w celu identyfikacji nowego genu odpowiedzialnego za wystgpienie
zespotu Sensenbrenner. Zastosowanie tej techniki pozwolito i pozwoli w stosunkowo
krotkim czasie na identyfikacje nowych gendéw, ktérych mutacje odpowiedzialne
sg za wystgpienie wielu choréb o dotychczas nieznanym podfozu genetycznym.
Mozliwe jest rowniez w oparciu o technike NGS stworzenie i sekwencjonowanie
tzw. paneli dla okreslonych choréb uwarunkowanych genetycznie. Dzieki zastosowaniu
techniki NGS mozliwa byta identyfikacja kolejnych genow i mutacji odpowiedzialnych
za wystgpienie zespotu Sensenbrenner.?*** W miare redukcji kosztéw i upowszechnienia
metody mozliwe bedzie sekwencjonowanie NGS catego genomu lub eksomu pacjenta
w celach diagnostycznych.

Ze wzgledu na duze zrdéznicowanie kliniczne w obrebie ciliopatii
i ich hetrerogennnosc genetyczng oraz ze wzgledu na duzg liczbe gendéw rzeskowych
i ich wielko$¢ wydaje sie, ze zastosowanie technologii sekwencjonowania NGS eksomu
rzeskowego jest jedyng strategig, ktéra pozwoli w stosunkowo tani sposéb przeprowadzi¢
diagnostyke u pacjentéw z rozpoznanym zespotem rzeskowym. Metoda NGS posiada
wiele zalet tj. uzyskanie w szybkim czasie informacji dotyczacej sekwencji genomu,
eksomu lub wybranych fragmentéw jest stosunkowa tania i wymaga bardzo matych ilosci
DNA do przeprowadzenia analizy. Wymaga ona jednak stworzenia odpowiednigj
infrastruktury. Ze wzgledu na to, iz zastosowanie technik NGS wigze sie z wytworzeniem
ogromnej ilosci danych konieczne jest zapewnienie serweréw komputerowych o bardzo

duzej pojemnosci. Nastepnym waznym elementem jest przeprowadzenie analizy
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bioinformatycznej uzyskanych danych z zastosowaniem specjalnego systemu filtrowania,
ktory pozwoli na odroznienie wariantéw od tych zmian, ktére potencjalnie mogg miec
charakter patogenny. W celu wprowadzenia techniki NGS do rutynowej diagnostyki
niezbedne jest rowniez stworzenie programow komputerowych, ktére pozwolg na tatwag
interpretacje uzyskanych wynikéw i nie bedg wymagaty skomplikowanych analiz
bioinformatycznych. Zastosowanie metody NGS wigze sie z mozliwoscig identyfikacji
wielu zmian zaréwno tych o znaczeniu klinicznym jak i takich,ktérych znaczenie kliniczne
nie zostato jeszcze poznane. Moze stwarza¢ to problemy w interpretacji uzyskanych
wynikow oraz w przypadku koniecznosci udzielenia porady genetycznej. Niemniej jednak
w niedalekiej przysztosci technika NGS stosowana w celach rutynowej diagnostyki

genetycznej stanie sie metodg z wyboru. 8%

6.15. Terapia choréb rzegskowych

Ze wzgledu na to, ze obraz klinicznych ciliopatii jest bardzo zlozony
i zmiany wystepujg w obrebie wielu narzgddéw, obecnie gtdwnym celem terapii jest
tagodzenie objawéw choroby i ograniczenie czynnikbw powodujgcych jej postep.
Najczestszg cechg stwierdzang w tej grupie chordb sg zaburzenia ze strony nerek.
Obecnie jedyng terapig tego typu schorzen jest leczenie nerkozastepcze.
Dlatego na szerokg skale prowadzone sg badania na modelach zwierzecych majace na
celu stworzenie terapii powodujgcej zahamowanie lub spowolnienie tworzenia torbieli
w obrebie nerek. Badania przeprowadzone na modelu zwierzegcym Danio rerio pokazaty,
ze zastosowanie rapamycyny i roskowityny powoduje spowolnienie powstawania cyst
i polepsza pojemno$¢ filtrujgcg nerek. Rapamycyna jest lekiem immunosupresyjnym
stosowanym miedzy innymi w transplantologii. Rapamycyna jest inhibitorem szlaku mTOR
(ang. mammalian target of rapamycine) i reguluje proliferacje komorek.
Natomiast roskowityna jest inhibitorem cyklu komorkowego dziatajagcym poprzez kinazy
zalezne od cyklin CDK (ang. cyclin-dependent kinases). Rapamycyna zostata réwniez
przetestowana z podobnym efektem na kilku modelach mysich. Uzyskane wyniki
wskazujg, iz dzieki ogromnemu postepowi i dzieki uzyskanym wynikom badan
nad modelami zwierzecymi w najblizszym czasie podobng terapie bedzie mozna
zastosowaé u pacjentéw z chorobami rzeskowymi.®*'?? Ogromny postep naukowy nad
badaniem podtoza genetycznego ciliopatii pozwolit na identyfikacje nowych gendéw
rzeskowych, a prowadzone badania funkcjonalne nad zrozumieniem ich funkgc;ji
oraz interakcji pomiedzy poszczegdlnymi biatkami i stworzenie modeli zwierzecych
z pewnoscig pozwoli w przysztosci na rozszerzenie terapii chordb, w ktérych patogenezie

zasadniczg role odgrywa nieprawidtowe funkcjonowanie rzesek.
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WNIOSKI

Przyczyng zespotu Sensenbrenner u czesci chorych sg mutacje w genie IFT122
zlokalizowanym w chromosomie 3 w regionie q21-g24.

Mutacje w genie IFT122 prowadzgce do zespotu Sensenbrenner sg mutacjami
punktowymi typu zmiany sensu oraz zaburzajgcymi skfadanie pierwotnego
transkryptu i mogg wystepowaé w réznych miejscach genu.

. Zespot  Sensenbrenner nalezy do choréb  rzeskowych  (ciliopatii),
a plejotropowe dziatanie genu IFT122 ttumaczy bogatg symptomatologie zespotu
Sensenbrenner.

. Zespot Sensenbrenner jest heterogenny genetycznie — mutacje w genie IFT122

odpowiadajg tylko za cze$¢ przypadkéw zespotu.
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8. STRESZCZENIE

Zespot Sensenbrenner (Cranioectodermal dysplasia) jest bardzo rzadkim
zespotem wad wrodzonych dziedziczonym w sposob autosomalny recesywny.
Typowymi cechami tego zespotu sa: niski wzrost, skrocenie konczyn, krotka i waska
klatka piersiowa, brachydaktylia, dolichcefalia, kraniosynostoza, tubulopatia nerkowa
prowadzgca do niewydolnosci nerek oraz zmiany ekodermalne. Rozwoj intelektualny osob
z CED jest prawidtowy. W celu identyfikacji podioza molekularnego zespotu
Sensenbrenner zebrano grupe 13 pacjentéw pochodzacych z 12 rodzin. W matej, polskiej
spokrewnionej  rodzinie  przeprowadzono analize sprzezen, ktora pozwolita
na identyfikacje locus dla CED zlokalizowanego na chromosomie 3g21-24. Analiza 79
gendéw kandydujgcych z tego regionu pozwolita na identyfikacje homozygotycznej mutac;ji
typu missens (V->G) w eksonie 15 genu IFT122. Przeprowadzona analiza tego genu
u pozostatych pacjentéw umozliwita identyfikacje kolejnej homozygotycznej mutacji typu
missens (S->F) w eksonie 11 w drugiej spokrewnionej rodzinie z Norwegii
oraz heterozygotycznej mutacji typu missens (W->C) w eksonie 1 w kombinaciji
Z heterozygotyczng mutacjg splicingowg w intronie 6 u sporadycznego pacjenta z Wtoch.
Zadna z czterech zidentyfikowanych mutacji nie byla obecna wéréd 340 analizowanych
kontrolnych chromosoméw. Biatko IFT122 jest zaangazowane w proces budowy
i tworzenia eukariotycznych rzesek. Analiza struktury rzesek przeprowadzona
na fibroblastach skéry pacjenta wykazata zmniejszong ilos¢ i dlugos¢ rzesek
w poréwnaniu do kontroli. Analiza typu knockdown genu ift122 w modelu zwierzecym
(Danio rerio) wykazata charakterystyczny fenotyp obserwowany w wielu modelach
zespotow rzeskowych. Poniewaz mutacje w genie IFT122 zidentyfikowano u 4 sposréd 13
analizowanych pacjentow, przeprowadzone badania wskazujg, iz zespét Sensenbrenner
jest heterogenny oraz ze identyfikacja podtoza molekularnego w pozostatych przypadkach
najprawdopodobniej dotyczy mutacji w genach waznych dla funkcjonowania i budowy
struktury rzesek. Obecnie poznano cztery geny IFT122, IFT121, IFT43, IFT144,
ktérych mutacje odpowiedzialne sg za wystgpienie zespotu Sensenbrenner. Ich produkty
ekspresji nalezg do kompleksu A uczestniczgcego w retrogradowym transporcie

wewnatrzrzeskowym.
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9. ABSTRACT

Cranioectodermal dysplasia (CED) is a disorder characterized by craniofacial,
skeletal, and ectodermal abnormalities. Most cases reported to date are sporadic,
but a few familial cases support an autosomal recessive inheritance pattern.
Aiming at the elucidation of the genetic basis of CED, we collected 13 patients with CED
symptoms from 12 independent families. In one family with consanguineous parents two
siblings were affected, permitting linkage analysis and homozygosity mapping.
This revealed a single region of homozygosity with a significant LOD score (3.57)
on chromosome 3g21-3g24. By sequencing candidate genes from this interval we found
a homozygous missense mutation in the IFT122 (WDR10) gene that co-segregated
with the disease. Examination of IFT122 in our patient cohort revealed one additional
homozygous missense change in the patient from a second consanguineous family.
In addition, we found compound heterozygosity for a donor splice site change
and a missense change in one sporadic patient. All mutations were absent in 340 control
chromosomes. As IFT122 plays an important role in the assembly and maintenance
of eukaryotic cilia, we investigated patient fibroblasts and found significantly reduced
frequency and length of primary cilia as compared to controls. Furthermore, we transiently
knocked down iftl22 in zebrafish embryos and observed the typical phenotype found
in other models of ciliopathies. Since not all our patients harboured mutations in IFT122,
CED seems to be genetically heterogeneous. Still, by identifying CED as a ciliary disorder
our study suggests that the causative mutations in the unresolved cases most likely affect
primary cilia function too. To date four genes IFT122, IFT121, IFT43 and IFT144 have
been identified to be associated with Sensenbrenner syndrome all encoding for proteins
that are part of the intraflagellar transport complex A, which is involved in retrograde ciliary
transport.
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10. ODCZYNNIKI | BUFORY

10.1 Odczynniki

Nazwa odczynnika Producent
Acetic acid Merck
Agaroza Invitrogen
Akrylamid Sigma
Amonium persulfate Sigma
Ampicylima Sigma
APS (Amonium persulfate Sigma
Agua ad inectabilia Baxter
Betaina Sigma
Bromophenol Blue Sigma
BSA Sigma
Chloroform Sigma, Merck
Complete, Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche
DAPI (4,6-diamino-2phenylindole-2HCI H;0) Serva
DEPC (Diethylpyrocarbonate) Aldrich
DMEM Lonza
DMSO Sigma
dNTPs Roth, Fermentas
EDTA Merck
Etanol Merck

EtBr (Bromek etydyny)

Serva, Sigma

Fenol

Sigma

Fibronektyna

R&D Systems

Formamid Flucka Biochemika
Glicerol Roth
L-Glutamine (200mM/ml) Cambrex
Glycin Merck
Izopropanol Merck
Magnesium chloride Merck
Metanol Merck

Milk powder Protifar
OptiMem Glibco
Penicillin-Streptomycin (1000U/ml Pen., 10mg/ml Strep.) Cambrex
PFA (Paraformaldehyd) Merck

SDsS Roth

RPMI medium Lonza
Sodium Acetate Sigma-Aldrich
Sodium Chloride Roth

Sodium Hydroxide Merck
Sodium Perchlorate Merck
TEMED Gibco
TO-PRO-3 Invitrogen
Triton X100 Invitrogen
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Tris Merck

TRIzol Gibco BRL

Trypsyna EDTA (500mg/ml Trypsin, 200 mg/ml EDTA) Cambrex

Tween 20 Invitrogen

Zelatyna Chemicon
10.2. Enzymy

Nazwa Producent

Proteinaza K Fermentas

RNAsin Promega

SuperScript lll Reverse Transcriotase Invitrogen

10.3. Buforyi media

Nazwa Skiad
APS 10% 10% wiv APS w wodzie, przechowywanie -20°C
Bufor blokujacy 3% milk powder w PBST
Bromek etydyny 10mg/ml EtBr w wodzie
woda DEPC 0.1% DEPC rozpuszczony w wodzie,
autoklwawowany

DMEM do hodowli fibroblastéw Lonza +10% FCS + 100 U/ml Penicylin +
100ug/ml Streptomycyn + 2mM L-Glutamine

FCS (Fetal Calf Serum) Sigma

PBS 1x 137mM NacCl; 2,7mM KClI; 10,1mM Na;HPOy;
1,8mM KH,PO,4

PBST 1xPBS; 1:1000 Tween 20

TAE 50x 50mM EDTA, 5,71% v/v acetic acid, 2M Tris-
HCI

TE 10mM Tris-HCI (pH 7,5); ImM EDTA

Freezing bufor 10% DMSO; 70%RPMI; 20%FCS

1M Tris-HCI pH 7.6 120g Tris base; ad 900ml dH,O adjust pH 7.6
with 37% HCI ad 1000m| dH,O

1x TBS 10mM Tris-HCI (pH 8.0); 150mM NacCl

1x TBST 10mM Tris-HCI (pH 8.0); 150mM NacCl; 0,05%
Tween 20

143



ODCZYNNIKI I BUFORY

Bufory lllumina TotalPrep RNA Amplification Kit

Reverse Transcription Master Mix

Sktadniki 1 reakcja
T7 Oligo(dT) Primer 1ul
10x First Strand Buffer 2 ul
dNTP Mix 4 ul
RNase Inhibitor 1ul
ArrayScript 1ul
Sekond Strand Master Mix
Skladniki 1 reakcja
Nuclease free water 63 pl
10x Sekond Strand Buffer 10 pl
dNTP Mix 44l
Polimeraza DNA 2yl
RNase H 1ul
IVT Master Mix
Sktadniki 1 reakcja
T7 10x Reaction Buffer 2.5l
T7 Enzyme Mix 2.5yl
Biotin-NTP Mix 2.5l
10.4. Zestawy markery
Nazwa odczynnika Producent
0.24-9.5 Kb RNA ladder Invitrogen
BidDye Terminatormix Applied Biosystems
Bio-X-ACT PCR Kit Bioline
DTT (Dithiothreitol) Invitrogen
Hyper Ladder | Bioline
Hyper Ladder IV Bioline
Lambda DNA/Hindlll marker Fermentas
MiniElute PCR purifiaction Kit Qiagen
PAX gene blood RNA kit PreAnalytiX
pUCMix marker, 8 Fermentas
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR purifiaction Kit Qiagen
Random primers Promega
RNeasy Mini Kit Qiagen
Superscript " 11l Reverse Transcriptase Invitrogen
SYBRGreen PCR master mix Applied Biosystems
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10.5. Matrialy jednorazowego uzytku

Producent
0.025 pm filters Millipore
Adhesive PCR film Abgene
Cell culture flask (75&100 cm?) TTP
Cell scraper TTP
Chromatography paper Whatman

Falcon tube

Greiner BioOne

Glass coverslip

Menzel-Glaser

Hamilton syringe

Hamilton

Microscope slides

Roth

Parafilm Pechiney Plastic Packing
Pasteur pipette Roth

PCR plate (96 well) Abgene

Tipsy do pipet (0.1-10, 1-20, 20-200 & Biozyme

1000ul)

Roboéwki (1.5 & 2ml) Eppendorf

Rnase ZapWipes Ambion

Skalpel Aesculap

Steril plastic disposables for cell celture TRP

10.6. Programy komputerowe i bazy danych

Nazwa Link
BeadStudio http://iwww.illumina.com/
CodoneCode http://www.codonecode.com/
Cyrillic 2.1.3 http://www.cyrillicsoftware.com/
DAVID http://david.abcc.ncifcrf.gov/
Ensembl http://ensembl.org
ExonPrimer http://ihg.gsf.de/ihg/ExonPrimer.html
ExPaSy http://www.expasy.org/

ESEfinder2.0

http:// http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi

GeneRunner v3,05

http://www.generunner.net/

GeneBank

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/

Genome Browser

http://genome.ucsc.edu/

m-fold http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/mfold-simple.html
NCBI http://www.ncbi.nim.nih.gov/

NetGene2 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/
OMIM http://www.ncbi.nim.nih.gov/Omim
Panther http://pantherdb.org/

Primer3 http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/
PolyPhen http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/
PosMed http://omicspace.riken.jp/PosMed/

SDS 2.1 http://www.appliedbiosystems.com/

SIFT http://blocks.fhcre.org/sift/SIFT.html
Webcutter http://ma.lundberg.gu.se/cutter2/

Zeiss LSM image examiner

Provided with Zeiss laser scanning microscope
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WYKAZ STOSOWANEJ APARATURY

Nazwa

Producent

Aparat do elektroforezy Horizon® 11.14 and 20.25

Life technologies

Aparat do mini-zeli

Bio-Rad

CASY1 system

Scharffe system

Clean bench Herasafe Heraeus
Curix 60 — maszyna do wywotywania kliszy Agfa
E.A.S.Y. 440K Gel Documentation System Herolab

Inkubator

Forma Scientific

Inkubator 371

Thermo Elektron Corp.

Kamera EMCCD C9100-13 Hamamatsu
Koncentrator 5301 Eppendorf
Laminar, CA/REV 6 Clean Air
Mikroskop, Eclipse TS100 Nikon
Mikroskop konfokalny RS3 Spinning Disk PerkinElmer
Pipeta wielokanatowa Rainin

Pipett boy Integra biosciences
pH-metr Knick

PTC-225 Tetrad and Dyad Thermal cycler Bio-Rad

REAX 2000 vortexer Heidolph

Rotor TLA120.1, TLS-55, SW40 Beckmann

Sekwenator - Capillary Sequencer ABI 377

Applied Biosystems

Skaner, Expression 1680 Pro Epson

SPD 111V Speed Vac Savant
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 PEQLAB

Termomixer 5436 Eppendorf
ThermoForma 758 Ultrafreezer Thermo Elektron Corp.
Ultrawiréwka L8-70M Beckmann
Ultrawiréwka TL100 Beckmann

UV trasilluminator UVPinc

Wiréwka 5810R Eppendorf

Wiréwka 5415C Eppendorf

Wiréwka Rotina 46R/Rotina 4R

Hettich zentrifugen

Wiréwka Rotina 48R

Hettich zentrifugen

Wiréwka Sorvall RC-5B

Du Pont instrument

Zasilacz do elektroforezy

Heathkit

Zasilacz Power Pac 300

Bio-Rad

Zestaw pipet

Eppendorf
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12.  WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ALMS
BBS
bp
CDK
cDNA

CED
DNA
EVC
GAPDH

IFT
IQ
JATD
JBTS
Kbp
MEF
MKS
MTOC
NGS
nt
NPHP
OFD1
PCD
PCR
PKD
PND
RNA
rpm
RTG
SNLS
SNP

SRP
USG

zespot Alstroma (ang. Alstrom syndrome)

zespot Bardeta-Biedla (ang. Bardet-Biedl syndrome)

pary zasad (ang. base pair)

kinazy zalezne od cyklin (ang. cyclin dependent kinases)
komplementarny DNA (DNA uzyskany poprzez odwrotng transkrypcje
na matrycy mRNA)

zespot Sensenbrenner (ang. Cranioectodermal dysplasia)

kwas deoksyrybonukleinowy

zespot Ellisa van Crevelda (ang. Ellis van Creveld syndrome)
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase)

transport wewnatrzrzeskowy (ang. intraflagellar transport)

iloraz inteligencji (ang. intelligence quotient)

zespot Jeune (ang. Jeune asphyxiating thoracic dystrophy)

zespot Joubert (ang. Joubert syndrome)

tysigc par zasad

mysie embrionalne fibroblasty (ang. mouse embryonic fibroblasts)
zespot Meckela (ang. Meckel syndrome)

centrum organizacji mikrotubul (ang. microtubule organization center)
sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next generation sequencing)
nukleotyd

nefronoftyza (ang. nephronophthisis)

zespot ustno-twarzowo-palcowy typu | (ang. oral-facial-digital type 1)
pierwotna dyskineza rzesek (ang. primary ciliary dyskinesia)
tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
zespot wielotorbielowatosci nerek (ang. polycystic kidney diseases)
przewody pronefryczne (ang. pronephric ducts)

kwas rybonukleinowy

obroty na minute (ang. revolutions per minute)

rentgenografia

zespot Seniora-Loken (ang. Senior-Loken syndrome)

polimorfizm  pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide
polymorphism)

zespot krétkie zebro-polidaktylia (ang. short rib-polydactyly syndrome)

ultrasonografia
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Rycina 1.
Rycina 2.
Rycina 3.
Rycina 4.
Rycina 5.
Rycina 6.
Rycina 7.
Rycina 8.
Rycina 9.

Rycina 10.
Rycina 11.
Rycina 12.
Rycina 13.
Rycina 14.
Rycina 15.
Rycina 16.
Rycina 17.
Rycina 18.
Rycina 19.
Rycina 20.
Rycina 21.
Rycina 22.

Rycina 23.
Rycina 24.

Rycina 25.
Rycina 26.
Rycina 27.

Rycina 28.

Rycina 29.
Rycina 30.
Rycina 31.
Rycina 32.
Rycina 33.
Rycina 34.
Rycina 35.
Rycina 36.
Rycina 37.
Rycina 38.

Rycina 39.

Cechy kliniczne zespotu Sensenbrenner.

Pacjenci z zespotem Sensenbrenner.

Zmiany w obrebie dtoni i stép w zespole CED.

Lokalizacja genu IFT122 na chromosomie 3.

Produkt ekspresji genu IFT122 na przyktadzie izoformy 1.

Zmiany rzeskowe w modelu mysim genu [ft122.

Lokalizacja genu IFT121 na chromosomie 2.

Produkt ekspresji genu IFT121 na przyktadzie izoformy 1.

Lokalizacja genu IFT143 na chromosomie 14.

Produkt ekspresji genu IFT43 na przyktadzie izoformy 1.

Lokalizacja genu IFT144 na chromosomie 4.

Produkt ekspresji genu IFT144 na przyktadzie izoformy 1.

Struktura rzesek.

Wystepowanie rzesek ruchomych i nieruchomych w réznych tkankach.

Cykl komérkowy a mechanizm formowania i resorpcji rzeski.

Mechanizm transport wewnatrzeskowego.

Funkcja rzesek w procesie lateralizaciji.

Struktura komorki precika siatkéwki.

Morfologia nerek w zespofach rzeskowych.

Manifestacja kliniczna poszczegolnych zespotow rzeskowych.

Etapy embriogenezy Danio rerio.

Wynik parametrycznej analizy sprzezen. Program Merlin. Lokalizacja
jedynego interwatu sprzezenia na chromosomie 3. Lod score 3.57.

Wynik parametrycznej analizy sprzezen. Program Genehunter. Lokalizacja
interwatu sprzezenia na chromosomie 3. Lod score 3.57.

Haplotyp interwatu sprzezenia. Region homozygotyczny zlokalizowany jest
pomiedzy polimorfizmami rs977683 i rs1992093.

Lokalizacja regionu homozygotycznego na chromosomie 3q21.3-¢q24.
Rodowdd rodziny CED-01.

Rodowdd rodziny CED-01. Wynik analizy genu
kosegregacji zidentyfikowanej zmiany.

Proband (pacjent 1) z rodziny CED-01 w wieku trzech lat i dziewieciu
miesiecy.

Defekty dtoni i stop u pacjenta 1.

Zmiany ektodermalne u pacjenta 1.

Nadmiernie elastyczna skora u pacjenta 1.

Pacjent 2 w wieku pieciu miesiecy.

Obraz kliniczny pacjenta 2.

Brachydaktylia dtoni u pacjenta 2.

Gtebokie i nieprawidtowe bruzdy dtoniowe i podeszwowe u pacjenta 2.
Zmiany ektodermalne u pacjenta 2.

Rodowdd rodziny CED-02.

Rodowdéd rodziny CED-02. Wynik analizy genu
kosegregacji zidentyfikowanej zmiany.

Obraz kliniczny pacjenta 3 w wieku 12 miesiecy.

IFT122. Analiza

IFT122. Analiza
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Rycina 40.
Rycina 41.
Rycina 42.

Rycina 43.
Rycina 44.

Rycina 45.
Rycina 46.
Rycina 47.
Rycina 48.
Rycina 49.
Rycina 50.
Rycina 51.
Rycina 52.
Rycina 53.
Rycina 54.

Rycina 55.
Rycina 56.
Rycina 57.
Rycina 58.
Rycina 59.
Rycina 60.
Rycina 61.

Rycina 62.
Rycina 63.

Rycina 64.

Rycina 65.
Rycina 66.
Rycina 67.
Rycina 68.

Rycina 69.
Rycina 70.
Rycina 71.

Obustronna przepuklina pachwinowa u pacjenta 3.
Rodowdd rodziny CED-03.

Rodowdd rodziny CED-03.Wynik
Analiza kosegregacji zidentyfikowanej zmiany.
Badanie radiologiczne pacjenta CED-03/4 w wieku trzech Iat.

Lokalizacja zmian zidentyfikowanych w genie IFT122, na poziomie DNA
(gérny panel) oraz na poziomie biatka (dolny panel).

Wynik genotypowania w rodzinie CED-03 potwierdzajgcy ojcostwo.
Lokalizacja poszczegodlnych primerow wykorzystanych w reakcji RT-PCR.
Wyniki reakcji RT-PCR.

Wyniki sekwencjonowania poszczegoélnych produktéw reakcji RT-PCR.
Wyniki reakcji real-time dla izoformy 3 genu IFT122.

Wyniki reakcji real-time dla nowego transkryptu N genu IFT122.

Wyniki reakcji real-time dla izoformy 4 genu IFT122.

Analiza czestosci wystepowania rzesek w fibroblastach.

Analiza dlugosci rzesek w fibroblastach.

C. Ocena czestoSci wystepowania

D. Ocena dtugosci rzesek.

Fenotyp modelu zebrafish ift122.

Analiza rzesek w przewodach pronefrycznych.
Analiza rzesek w pecherzyku Kupffer'a.
Analize szlaku shh w modelu zebrafish ift122
Whyniki reakcji RT-PCR specyficznej dla ift122.
Wynik analizy m-fold dla transkryptu 3 genu IFT122.

Wynik analizy m-fold dla nowego transkryptu N (z pominieciem eksonu 6)
genu IFT122.

Wynik analizy m-fold dla transkryptu 4 genu IFT122.

Przebieg procesu mitozy na przyktadzie linii komoérkowej fibroblastéw skoéry
kontroli.

Przebieg procesu mitozy na linii komérkowej fibroblastow skory pacjenta
CED-01/2.

Komorki fibroblastéw w metafazie.

Bruzda podziatowa w komérkach pacjenta.

Profaza cyklu komorkowego fibroblastéw skory pacjenta.
Analiza dlugosci komoérek fibroblastéw skoéry pacjenta
oraz kontroli.

Wynik analizy dtugosci komérek fibroblastow skory pacjenta oraz kontroli.
Cechy kliniczne wspdlne dla zespotu JATD oraz CED.

Model mysi genu [ft88.

analizy genu IFT122.

rzesek w fibroblastach.

CED-01/2
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14. SPIS TABEL

Tabela 1.
Tabela 2.
Tabela 3.
Tabela 4.
Tabela 5.
Tabela 6.
Tabela 7.
Tabela 8.
Tabela 9.

Tabela 10.
Tabela 11.
Tabela 12.
Tabela 13.

Mutacje zidentyfikowane u pacjentéw z zespotem Sensenbenner.
Przeglad znanych ciliopatii.

Dane kliniczne pacjentéw z zespotem Sensenbrenner.

Sktad mieszaniny reakcyjnej uzytej do reakcji PCR.

Sktad mieszaniny reakcyjnej uzytej do sekwencjonowania.

Sktad mieszaniny reakcyjnej 1 uzytej do syntezy cDNA.

Sktad mieszaniny reakcyjnej 2 uzytej do syntezy cDNA.

Sktad mieszaniny reakcyjnej wykorzystanej do reakcji RT-PCR.
Sekwencje primeréw wykorzystanych w reakcji RT-PCR.

Sktad mieszaniny reakcyjnej wykorzystanej w reakcji real-time PCR.
Sekwencje primeréw wykorzystanych w reakgciji real-time PCR.

Lista gendéw kandydujgcych z locus dla CED, ktére poddano analizie.
Polimorfizmy SNP zidentyfikowane w genie IFT122 w grupie pacjentow
z zespotem Sensenbrenner.
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16.2. Sekwencje primeréw wykorzystanych do analizy genéw
(IFT122, IFT88, IFT139, DYNC2H1)

Sekwencje primeréw wykorzystanych w reakcjach PCR dla genu IFT122

Ekson Nazwa startera Sekwencja startera WlelkoTDcCpRroduktu

1 IFT122_ex1_f CACCAATCAAATCCATTCTCG 432 b
IFT122_ex1_r CCCCTCAAACACGCTGC P

2 IFT122_ex2_f CATTAGCAGACTTCATCATTTTGG 284 b
IFT122_ex2_r AAATAGCCCATTTCCATCCC P

3 IFT122_ex3_f AAAATAGCAGTAGCAACCCTGC 275 b
IFT122_ex3_r GAACTTGCAACTTGTACTCCAGC P

4 IFT122_ex4_f TTCTCTCTGGGAAATGCTGG 214 b
IFT122_ex4_r TTTCTAAGAGGCTTTTGCTGC P

56 IFT122_ex5_6_f ACTAAAACGGGTTGAGACGC 665 b
- IFT122_ex5_6_r CCCTCAGCCATTGAAGGTAG P

7 IFT122_ex7_f CTGGAGATCCATCTAAGTTGTTG 266 b
IFT122_ex7_r CACAAGACCTTCTCTGCTGC P

8 IFT122_ex8_f ACCTTCTGTGGGGTGCTTC 287 b
IFT122_ex8_r TTTGAATGTAGGGAGACCTCAG P

9 IFT122_ex9_f CTCCTGATCTCGAGCGATTC 412 b
IFT122_ex9_r TCTGTCCTGGCAAGTCTGTG P

10 IFT122_ex10_f GCCAGGACTTCCTTGTTCC 289 b
IFT122_ex10_r GCAAATGCTCAATAAGCAGG P

11 12 IFT122_ex11_12_f TTGCAATGGTTATGGATTCG 623 b
- IFT122_ex11_12 r TTTCAAGTGCCCTGTCACC P

13 IFT122_ex13_f TTAATTTCTCTGCCTTGCACC 342 b
IFT122_ex13_r TGGGCACCCTATCACTGG P

14 IFT122_ex14_f GAAAGATCTCCTTGGGGAGG 279 b
IFT122_ex14_r CTAGACGGGTCACCCACG P

15 IFT122_ex15_f AGAGCACATGGGATTCCAAC 322 b
IFT122_ex15_r AGGGACTGGGAAGCTAGAGG P

16 IFT122_ex16_f AAGCCCAGGGTGGTTCTC 297 b
IFT122_ex16_r CTGGTCTTGTCAGCCTTGC P

17 IFT122_ex17_f TTCCATGGCTCTGAAAACAG 392 b
IFT122_ex17_r CTGCAGTCTATGGCCTCTCC P

18 IFT122_ex18_f CTTGCTCCCTTCCTCTCCTC 241 b
IFT122_ex18_r CTGCCCCTAAAACAGGAACC P

19 IFT122_ex19_f CCTTTGTAAAGGCTGCTTCC 294 b
IFT122_ex19_r GACACCGCACGTGAGAATAC P

20 IFT122_ex20_f TGCTGCTAGAAAAGCCTGATG 399 b
IFT122_ex20_r TGCCTTGTGCAATCTCTGTG P

21 IFT122_ex21_f AATGAATGGACATACGGCTTG 300 b
IFT122_ex21_r CCTGTGTCCCAGGGCTC P

29 IFT122_ex22_f GCCAAGTACAGTGTTTTCATGG 230 b
IFT122_ex22_r TGTCTTGGCAGTAACTTCTCC P

23 IFT122_ex23_f CTGCCTCCTGTGTGACTTCC 259 b
IFT122_ex23_r ATCTTGGTGTCAGAGTGGGG P

24 IFT122_ex24_f AGTTGGCAGCCACAGACAC 224 b
IFT122_ex24 r CTTTAGATATGCCCGGGACC P
25 IFT122_ex25_f TTATTGGTGTCTGCCTTTTGG 240 bp

161



ZALACZNIKI

IFT122_ex25_r TCTTGGGGCCATTAGACAAG
o IFT122_ex26_f ACTCCAAGGACAGGCAGTG 305 b
IFT122_ex26_r GCAAGAAGGCATGAGATGG P
- IFT122_ex27_f ACCCAAGTGACAGGGCTTG 592 b
IFT122_ex27_r CTCTCTTTCTGGGGCATTTG P
o IFT122_ex28_f AAGCAACTCTGTGGTCACCC 286 b
IFT122_ex28_r CCCAGACCCCTCACACAG P
. IFT122_ex29_f TGGAGGCTAGGGTCTGTCTC 201 b
IFT122_ex29_r GTGCACAGGAGAAGGGATG P
- IFT122_ex30_f ACAGATGTCTCACTGTGGCTG 253 b
IFT122_ex30_r AGAGGGACATTTGGGCAAG P
il IFT122_ex31_f CAGGCGTAGGGCTGATG 267 b
IFT122_ex31_r ATTCCGTGGTTACACAAGGC P
Sekwencje primeréw wykorzystanych w reakcjach PCR dla genu IFT88
Ekson Nazwa startera Sekwencja startera W|elkosPcC;;'oduktu
a IFT88_ex1_f GGCTGCCTTCTCTCTGACC 321 b
IFT88_ex1_r GATGCGCCACACAGGAC P
T IFT88_ex2_3_f ATGTCCCAAGTCCCAGTCAC 587 b
= IFT88_ex2_3_r GGACAGTCTACTTCAAGCTTTTCC P
IFT88 exd f CTGGGCAACAGAGCAAGAC
4 - = 250 bp
IFT88_ex4_r AATCCACAGTCTTCATAAACCAG
- IFT88_ex5_f TTATAGAGGCTCTTGAGTACCAAAC 237 b
IFT88_ex5_r CAGGTGAAAATGGTTAATCTGG P
5 IFT88_ex6_f CAGATCGTTCAAAAGTCCCC 533 b
IFT88_ex6_r GTCAACGAACACAGGGTTTAC P
By IFT88_ex7_f TGTTTATTTGCCGATAGAATGAAG 219b
IFT88_ex7_r TTTGGTAGTAAATTCCAAGTCACAAG P
o IFT88_ex8._f AGGTGTGTGTAATGTGCAGAAC 300 bp
IFT88_ex8_r TCATCCTTTTCCTTTCTTAATGG
9 IFT88_ex9_f GCTTATGCGAGGTTTTATATTTTC 201 b
IFT88_ex9_r GCCAAGATCGCATCACTG P
16 IFT88_ex10_f CCTGGGCAACCAAGTAAGAC 325 b
IFT88_ex10_r AAGACCAGTCAACGGCAAAC P
2 IFT88_ex11_f CAGGGGTGTCTTGAGGAATC 206 b
IFT88_ex11_r GACTCTGGAACCCATTAACCC P
. IFT88_ex12_f TGAAAGGGGCCTAAAGTGG 243 b
IFT88_ex12_r TTTTAAGGAAGCATAAAATGAAGAGAC P
@ IFT88_ex13_f AGACTTCATAACTGAGAAATGCTTC 313 b
IFT88_ex13_r TCAACCCACTGAAAACAGGTC P
14 IFT88_ex14_f TTGTGAATGGTTTGAATGCC 292 b
IFT88_ex14 r CCAAGAAGTCATCTATTCTGGC P
G IFT88_ex15_f CTGCAGCCTGGGCAATAG 223 b
IFT88_ex15_r AACAGAATGCACATTCAACCC P
16 IFT88_ex16_f GAAATGAACACCGTTGACCC 588 b
IFT88_ex16_r TTCCTATCTTACCAGACCACTGTC P
" IFT88_ex17_f CTGTGTTGGAGCAAATCGAG 4429 b
IFT88_ex17_r AAAAGAAACGACAAACAGGC P
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IFT139_ex14 r

18 IFT88_ex18_f CTTTTCCCCGACCATAAGC 297 b
IFT88 ex18 r GATCCTTGGGCAGAAATTTAG P
19 IFT88_ex19_f GAATCAGACTATCAAGACCAAGATATG 459 b
IFT88_ex19_r TTCCGTTAGAAGGAAGTCAACTC P
20 IFT88_ex20_f AAAACCTGAGTTCATCTTCATTTTC 378 b
IFT88_ex20_r GCCAGATTATCCTCATCACTTACTTC P
21 IFT88_ex21_f TACTGCTGCATTCCATCTCC 389 b
IFT88_ex21_r TTTAAAGCCTTGCTGCCTTC P
22 IFT88_ex22_f CAAGAAGTAAATTATATGTTGCCATTG 283 b
IFT88_ex22_r AACATCTGTTCTTGAATTTACTAGGTC P
23 IFT88_ex23_f AAATATGACAAGCAATACTGAGGG 317 b
IFT88_ex23_r AAACAGATATGCAACTGGATCAC P
24 IFT88_ex24_f AAAACATGAAACCTTTCTATTAAACC 304 b
IFT88_ex24_r TCACAAATTATAGGTTGGTATTTACG P
25 IFT88_ex25_f TCCCAAAAGACTGAGTTCACTG 269 b
IFT88_ex25_r TCACACATTTGAGCTATAGAAGGC P
26 IFT88_ex26_f ATGATGGGTTAGTCCTAAGGG 258 b
IFT88_ex26_r GCAAGATGTTTCCAGAAGCC P
27 IFT88_ex27_f CAACCTGCTTGTTTCTTGGC 283 b
IFT88_ex27_r TTTTGGCCATCTCACCATTC P
28 IFT88_ex28_f TGGGAGACCATTTCTGTTCAC 623 b
IFT88_ex28 r CCATGAAATCAATGTAGTGGC P
Sekwencje primerow wykorzystanych w reakcjach PCR dla genu IFT139
Ekson Nazwa startera Sekwencja startera Wlelkoslz)ccp:oduktu
1 IFT139_ex1_f GCTCCATTACAGCACGATCC 463 b
IFT139_ex1_r GGGACCAGCAATTCAGAAAC P
23 IFT139 _ex2_3_f GCTTCTTAGAGTATTTCAGAGCACC 481 b
’ IFT139_ex2_3r TCAGACTGAATGACTTGGTAACTG P
4 IFT139_ex4_f TTTTTGCCTTGTTAATTATCTGACC 396 b
IFT139_ex4_r CCATAAATGGGTTAAAATAAAGCTG P
5 IFT139_ex5_f TTCCCAAGACACTAGGCTGG 474 b
IFT139_ex5_r AGTGTATTGCTCATTGTCCTACAC P
6 IFT139_ex6_f AAAAGTGATAACTGCTCCTCACAG 214 b
IFT139 _ex6_r ATTTCCTCGGTTCCACACTG P
7 IFT139_ex7_f GGCAAGCAAACCAACTTTTC 351 b
IFT139 ex7_r GATTTCAGAAGCTGACCTCTTTG P
8 IFT139_ex8 f GGGTAATGCTTTGTTAGTGTGTATG 267 b
IFT139 _ex8 r TCCCTGCTTCCACCTTTTC P
9 IFT139_ex9_f GAATATAAACTCTTTCTTGATGCATTG 478 b
IFT139 ex9 r AAACCACAAAATCCATGTGTTC P
10 IFT139_ex10_f AGAGTGCATCCCTGAATTGG 250 b
IFT139 ex10_r TGCTTTACAGCCATTACAAAAC P
11 IFT139_ex11_f GCACATTATATGCATTTGAAATCTAAG 391 b
IFT139_ex11_r TTTTAAGATGCCGATATAGTCTAATG P
12 IFT139_ex12_f GCTGAACAAGAGCCATTATTTG 565 b
IFT139_ex12_r AATTCGCTTAAGCCACACAAG P
13 IFT139_ex13_f TTCCCTCTCAGATCTCCATTTC 281 b
IFT139_ex13_r AATATGTAAGCTTTCAAGGAGGG P
IFT139_ex14_f TTTGATGGATTGTAAATTATGTGTTG
14 - 378 bp

CTGGGCAGCTTTTCATTTTC
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15 IFT139_ex15_f TTCTGCGTTATGAGAAAATCTCC A17b
IFT139_ex15_r TTGTGAAGCAGTTGAAAGAAAG P
16 IFT139_ex16_f GGCTACTGGCTAACTAAAATAAGGG 300b
IFT139_ex16_r ACTGTGATGGCTGGATCTTC P
17 IFT139_ex17_f CCTGTGCTTTAATATATGCCAAGTC 312b
IFT139_ex17_r TGAAGCTTCTCGAGGACAGG P
18 IFT139_ex18_f CCTGGGTGATGGAGTGAGAC 280 b
IFT139_ex18_r AACAAGGCAAATGGAATTCATAG P
19 IFT139_ex19 f CAACTGATTGAGAAAATTTTAACCG 340 b
IFT139_ex19 r GCCAAAAGAGATTGCTTTCC P
20 IFT139_ex20_f TGCTGTGTGTGAGTTACGGAG 371b
IFT139_ex20_r TGCACCCTGCCTACATCTTC P
o1 IFT139_ex21_f CCCACGTATTTTCCTCATTG R
IFT139_ex2l r GAGCCATGCCTCATCATC P
- IFT139_ex22_f TGCTAAATCTTGATTGGAAGAAC 212 b
IFT139_ex22_r AAGGAGAAAGGGAGGGGTG P
03 IFT139_ex23_f ACCAGCCTAGCCCAAACTG 578 b
IFT139_ex23_r GGCATCATTTGGTTCTCCAG P
" IFT139_ex24 f CAGTATTGTAAAGGACTGTATCTTTGG 544 b
IFT139_ex24 r AACTATTCTCTGAAACAGGCAATG P
- IFT139_ex25_f GAGTGCCCAGAGCTTTTGTG 446 b
IFT139_ex25_r GGGGACATTGTGTATGCCC P
o6 IFT139_ex26_f TAGCTTGAGGGTACTTGATGTG 546 b
IFT139_ex26_r TGCTTGTTTCCTGATTGTGG P
o7 IFT139_ex27_f TGCAGATATGTGATGGAGACTTG 526 b
IFT139_ex27_r GGACAAGTTTGGAACTCAGG P
o8 IFT139_ex28_f TGGGATGGCAGCTTTCTAAC 642b
IFT139_ex28 r CCACCTCTTTAATCCTACTCCTTTC P
- IFT139_ex29_f GCTGTATAAAAGTCACTCTCTAAGGG 579 b
IFT139_ex29 r TGTACAGCAGCAACCTCTGC P

Sekwencje primeréw wykorzysta

nych w reakcjach PCR dla genu DYNC2H1

Ekson Nazwa startera Sekwencja startera W|elkosPcC;;'oduktu

1 DYNC2H1_ex1_f CAAAGCTCCTCTCTTCCCTTCACTTC 305 b
DYNC2H1_ex1_r TCCTGAAAAGGATCTGGTTGGTAAAG P

2 DYNC2H1_ex2_f AAGGAAAGAAGAGATAAATTGGTTTT 524 b
DYNC2H1_ex2_r TGCATTTTATACCTTTCTCCAATTTC P

3 DYNC2H1_ex3_f TGTTTTGGGAAGCCAATTTGATTAG 326 b
DYNC2H1_ex3_r CCTATGCTCAGAGAAATTCCAAAAG P

4 DYNC2H1_ex4_f TGACTCAAATATTTTGCTGCTCTGC 281 b
DYNC2H1_ex4 r AGGCTGTAAAAATTGAATCCCAAAG P

5 DYNC2H1_e5_f GGCAAATATTAGAGTTGTGGCAGTTG 381 b
DYNC2H1_ex5_r TGCTACATGATTTGCTTTAAGAGTTAC P

6 DYNC2H1_ex6_f CATGCATGTGGTATTTCATAGATCC 487 b
DYNC2H1_ex6_r TCTCACAAAACTAATTTCCAGCAGATG P

78 DYNC2H1_ex7_8 f TGGACTAGAGTTTCAGTTTTATTGG 596 b
' DYNC2H1_ex7 8 r ATCCCAACGGATCAACTCAG P

9 DYNC2H1_ex9 f TCAGAAATTCAAGACAGTCCACAGC 377b
DYNC2H1_ex9_r TCAGCATGAAAATGTCAGAAAAATG P

10 DYNC2H1_ex10 _f TGACATAGTGCTTGGTACGTGGAAG 326 b
DYNC2H1_ex10_r GACAGACATGCCAAGGAAAACAGAG P
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11

DYNC2H1_ex11_f
DYNC2H1_ex11_r

GAATCACAGATCAGAGAAGGGGACTC
GGAGGAGTAGCAAGTTTGGAGAAAGG

374 bp

12

DYNC2H1_ex12_f
DYNC2H1_ex12_r

TTGGATATTGCAGTTTGTTTCC
CACAGCTGGCAGTGCTATTC

517 bp

13

DYNC2H1_ex13_f
DYNC2H1_ex13_r

ACTTGGCAAATTGTAGGAACTC
CCTGGAAGCAAAACAAAATCTA

419 bp

14

DYNC2H1_ex14 f
DYNC2H1_ex14_r

GCAGGTCAGAGTTGGGGATAGTTG
GCAAATGGGAATTGTGATTTCTCTG

399 bp

15

DYNC2H1_ex15_f
DYNC2H1_ex15_r

GGTGGTATCTGTCAGGTTTCTCCAC
TGTAAATTGATTGTTCATATGTGGTC

366 bp

16,17

DYNC2H1_ex16_17_f
DYNC2H1_ex16_17_r

TTAAATGAAAAATCCATTCTACTGC
TCTACGAATCCAGCTCTCTGCTTTG

657 bp

18

DYNC2H1_ex18_f
DYNC2H1_ex18_r

TTTCTGTTTATTCTTTAGGCTGTGC
CAAGAAGCTGATGTGACTTCAATGC

400 bp

19

DYNC2H1_ex19_f
DYNC2H1_ex19_r

TGTGCTTAAAGATCACCATATTACTGC
AATGATTGAATATGGACTTTTCCTG

400 bp

20

DYNC2H1_ex20_f
DYNC2H1_ex20_r

TGTACTGATTACTTCTACCACCCCTTG
TTACCTAATTTAAACATTTTCCATGC

296 bp

21

DYNC2H1_ex21_f
DYNC2H1_ex21 r

AACAAACTGTTTAAATGCAAAAATC
AAACCTGGGCTATAAAGGAATAAAAG

373 bp

22

DYNC2H1_ex22_f
DYNC2H1_ex22_r

GAAAGAAAAGTATGAACCCAAAATG
AAAAAGTGATGAAGTTTATGAGGAAAG

395 bp

23,24

DYNC2H1_ex23_24_f
DYNC2H1_ex23_24 r

CACACATACAAGGATTGCAGTTAAG
CATAAGATGAAAGCTCCAAACATTG

514 bp

25

DYNC2H1_ex25_f
DYNC2H1_ex25_r

TGTGTGTCCATGGCAACATTTAATC
TTTACTTTTTGATGAAAGCTGATTCC

493 bp

26

DYNC2H1_ex26_f
DYNC2H1_ex26_r

TTTTGCCTTATGGTGAAAAGC
GTAATTTGCCTGTATTAAGCACTTC

587 bp

27,28

DYNC2H1_ex27_28_f
DYNC2H1_ex27_28_r

TGTTACCTTTAGTTCATTTTAAGCAG
TGGGTACAGGAACTGTATTTGG

587 bp

29

DYNC2H1_ex29 _f
DYNC2H1_ex29_r

TTTCCCTCAATAGGACATTTAAACAC
AACCAACTTTACCCTCTAAATTGAC

384 bp

30

DYNC2H1_ex30_f
DYNC2H1_ex30_r

CCCCGTCTTGAAATAACAGTATAGAG
TTATCTGAGCCTCCTGGCTTCTAGG

320 bp

31

DYNC2H1_ex31_f
DYNC2H1_ex31_r

GGTTCCAGTATGACATTAAGATGGAG
TTCCTCGAGTAATCACCAACACAG

400 bp

32

DYNC2H1_ex32_f
DYNC2H1_ex32_r

CCATTTAAATTCATGGAGAAATCAC
TTCTTATGTGACACCTTTCTAATTCTG

471 bp

33

DYNC2H1_ex33_f
DYNC2H1_ex33_r

TTTAACCTGTTTGTTGCATTTTTATC
ACAACCTCTGTCCATTTTACATTTC

451 bp

34

DYNC2H1_ex34_f
DYNC2H1_ex34_r

TTGAAATCAACCTGGGTTTTGAAAG
CAGATTAGAAACACGGATGTCAGGAG

470 bp

35

DYNC2H1_ex35_f
DYNC2H1_ex35_r

TGTTGGCAGCATATTTTATGTTTATAG
ATGTGCATGCTAAAGCCTTTCATAG

500 bp

36

DYNC2H1_ex36_f
DYNC2H1_ex36_r

ATGATTATTTTGTGTGGTTGCTTCC
AATTGGGGCAGGGTATACAGTAATC

400 bp

37

DYNC2H1_ex37_f
DYNC2H1_ex37_r

AGTAAGCTTGCCAATTCATGTGATG
GAAGACTTCCCTGAGCAAGTGAG

491 bp

38

DYNC2H1_ex38_f
DYNC2H1_ex38_r

GGCAATACCTTCCACTGAAGAAATC
TGGTCATGTAGAAGTCTTGACAAAG

492 bp

39

DYNC2H1_ex39_f
DYNC2H1_ex39 r

GATTGCGCATGGGTTCTTCAG
TTTTACTTAATATGAAACCAGGACAG

414 bp
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20 DYNC2H1_ex40_f TGTGCGTAGAATAATGTTTATTGGAG 350 b
DYNC2H1_ex40_r AGCAGTGACAAAATCCACCTCTCAC P
a1 DYNC2H1_ex41_f TGAGTTTAAAAATGGTTCTTGAAAAGG 247 b
DYNC2H1_exd1_r CAAATCATTGTGTTTTGGCAGTTAAG P
42 DYNC2H1_ex42_f TTGGAACTAAGATGATTTACTTTTGG 438 b
DYNC2H1_exd2_r ACAAAAGCCATTAAATCAATTAGGG P
43 DYNC2H1_ex43_f GAGTATAAAATGTATTTTGTTGGTTGC 400 b
DYNC2H1_ex43_r CCAAATGAAGAATGAATATTTTCTAAG P
4 DYNC2H1_exd4 f TGAAACTTAGGCAAAAATATCCTTTATC 304 b
DYNC2H1_exd4 r ATTGCCTATATTTTGAGAAGGGTAGG P
45 DYNC2H1_ex45_f TAGAGCAGCACAGTTTCAAAACCAC 354 b
DYNC2H1_ex45_r AACAGGAAAGTAAAGCCTGGGTGTC P
46 DYNC2H1_ex46_f CAGTTCCATCTACAGGTAGAAATTGG 304b
DYNC2H1_ex46_r TGACAATCATACACAGTTTGGAAGAAG P
47 DYNC2H1_ex47_f TTCCTTTCTTCCATTTATCTGATGC 383 b
DYNC2H1_ex47_r GACCTATAAAATCATGCTCTGGGTAAG P
48 DYNC2H1_ex48_f TTCTGGAGATGATCTTATTTGGATT 374b
DYNC2H1_ex48_r AAGATAAGAACCAGCTTTGCCTATT P
49 DYNC2H1_ex49_f GCCAATATATTTATCCAGGATTACC 464b
DYNC2H1_ex49_r AAACCAAATAAAGCAAAAGAGAGTG P
50 DYNC2H1_ex50_f CCAAATTATGTGGCTAAAGTTTGAT 444 b
DYNC2H1_ex50_r AAAAATGGAGTCTCTCAATTCTCCT P
51 DYNC2H1_ex51_f GGTGTTTGAATTTTATCAAATGAGG 424 b
DYNC2H1_ex51_r GGTGTTACTTTCTAAAAGCTCCAGA P
5 DYNC2H1_ex52_f ATTGTGCTCGTTTTAAGAAACAACT 405 b
DYNC2H1_ex52_r GAAGAAAACAGACATTTCCAAACAT P
53 DYNC2H1_ex53_f TGTCTCTTAGTCTGGAATGAATCCT 356 b
DYNC2H1_ex53_r TTTGCATCAGAAGAAATCTAATTTTG P
54 DYNC2H1_ex54_f GGAGCTGTGAATAGTTGTCTAGGAA 501 b
DYNC2H1_ex54 r AAACCTACAGGGCAATATAGGTAGG P
55 DYNC2H1_ex55_f CACACTTAACATGTTTGCTTGATTC A18b
DYNC2H1_ex55_r AATATAGGAAAATACCATGCCCTTC P
56 DYNC2H1_ex56_f TGGAAACTCTCTTGTCATAGATTCA A18b
DYNC2H1_ex56_r GGCTTTCCTTCTTGTTCTCTTTTAC P
57 DYNC2H1_ex57_f ACCTTGTATGATTGAAAGCATTTTG A18b
DYNC2H1_ex57_r ATGAAGTGCATTTTGAAAAACAATA P
- DYNC2H1_ex58_f TGGATTAAAAGTATTGCATACACCA 376 b
DYNC2H1_ex58_r TAATGCTTCCCAAGTGTAATTCCTA P
5 DYNC2H1_ex59_f TGCCCAAATAAAGTGTGTTAGA 410b
DYNC2H1_ex59_r TGAGTTGGTTCTTCTCTCTCCT P
60 DYNC2H1_ex60_f CTTCTAATTTTAGCGTTGCTTTTCA 371b
DYNC2H1_ex60_r CACAGCATCATCTGACATAAGAGTC P
61 DYNC2H1_ex61_f GTGTGTGTGGGTTTGTCTCTTCTAT 303 b
DYNC2H1_ex61_r GCAAATTAATGGATCTTTCTCTCCT P
62 DYNC2H1_ex62_f CAGCAGAGTCTGAGATCTTTTTGAT 457 b
DYNC2H1_ex62_r GGTATCCTTGGAACCCATATAAAAT P
63 DYNC2H1_ex63_f GAAGAATGGGTTTCAAGTAAGGACT 388 b
DYNC2H1_ex63_r CTAACTGAATCATTGATGGGTTTTC P
64 DYNC2H1_ex64_f TCTGGAGACGTAAAATAAGATGACA 218 b
DYNC2H1_ex64 r TGTACTACTCGAAGCACAATGATGT P
o DYNC2H1_ex65_f CATGGTTGTATATTTGTGTTCTCCA 346 b
DYNC2H1_ex65_r CAGTAGGACCCAGTGTTGAATCTAT P
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66

DYNC2H1_ex66_f
DYNC2H1_ex66_r

TCTGAACATAAGCAGAGTAGGGTTC
ACACATATTGCTGAAGGAAGTAAGC

438 bp

67

DYNC2H1_ex67_f
DYNC2H1_ex67_r

TATCTCAGGTAACCCAACTTTTGC
ATAAAGCTCGAAAAGATTCCAAGG

354 bp

68

DYNC2H1_ex68_f
DYNC2H1_ex68_r

TCATCAGATGTAATTGTTGAAGGTG
ACATAGCTCCCCTTCTTGTTAGAAT

453 bp

69

DYNC2H1_ex69_f
DYNC2H1_ex69_r

AAGTTGCCATAAACATCAAATGAAT
AACTAGAATCAAACCCAATGTTCTG

390 bp

70

DYNC2H1_ex70_f
DYNC2H1_ex70_r

CATCATCTTCATTTGTTTTATGTGC
TTACATGTGGTCTTTTGGAACATAA

420 bp

71

DYNC2H1_ex71_f
DYNC2H1_ex71_r

TAGTCCCTTGAATTTGATGGTTAAA
AATGCTATAAGGCATTCCAGTTAAA

377 bp

72

DYNC2H1_ex72_f
DYNC2H1_ex72_r

TTAACGACTATGCTTTTCCAAAGAC
CACAGGGAAGTAGAACTAGGAATCA

306 bp

73

DYNC2H1_ex73_f
DYNC2H1_ex73_r

GAAGAAGTGGTAAGATGGAAATGAG
GAACACCTCTGAAGCAAATTATACC

274 bp

74

DYNC2H1_ex74_f
DYNC2H1_ex74_r

AGAATTTTACCATGGTGACTTGTAA
AACACTGATTACGAATAAGGAGCAC

329 bp

75

DYNC2H1_ex75_f
DYNC2H1_ex75_r

ACAAGGCAACACAAAGTAGAAGAGT
ATTTAATTGTCAATAAGGTGGCAAA

425 bp

76

DYNC2H1_ex76_f
DYNC2H1_ex76_r

CCTATTGTGACAGTTTAAAGCACAG
GCCGAGAATTATTTTTCTAAAACAG

399 bp

77

DYNC2H1_ex77_f
DYNC2H1_ex77_r

TGAGATTACAACTCACCTGGGTATT
CCATGGAAAATAACATATCCACAGT

434 bp

78

DYNC2H1_ex78_f
DYNC2H1_ex78_r

GCCAGTTAGGAAGGTTTAGGG
TCTTCTAAGCTTCCCTGTCAATC

493 bp

79

DYNC2H1_ex79_f
DYNC2H1_ex79_r

CCAGAGCATTAAGAAATACATCAGAA
TGTAAAAAGAAGTTGTGTGTTCTGT

350 bp

80

DYNC2H1_ex80_f
DYNC2H1_ex80_r

ATTTAACTCAAACCCGGTAAGC
CTCCCACAGTACTGGGATTACA

390 bp

81

DYNC2H1_ex81_f
DYNC2H1_ex81_r

TACTTTTCATGCTATGGCCAGTTA
CAAGCAAATTTTGTGATAGGAAGTT

387 bp

82

DYNC2H1_ex82_f
DYNC2H1_ex82_r

AAATATAACTCAAGGCAGGAATTTAG
GCCTCACTAAAGTTGAAAGAATCAA

447 bp

83

DYNC2H1_ex83_f
DYNC2H1_ex83_r

TTAATGACAGAATACTTCCCACAGA
TAAATAAAGCTTGTGGGGTCTACAG

385 bp

84

DYNC2H1_ex84 f
DYNC2H1_ex84 _r

TGTTTTTGTACCTATGTTCTTTCTTCC
AGAAATGGGGAGCACATGG

267 bp

85

DYNC2H1_ex85_f
DYNC2H1_ex85_r

GCTGACTTAATACATTTGACCGTTT
TTGGATTCTTCAGTTACATCAGTCA

527 bp

86

DYNC2H1_ex86_f
DYNC2H1_ex86_r

TCATGCTGTCTCTACTGTTCAATTT
CAAAAATAACAAATGGCAGAATAATG

401 bp

87

DYNC2H1_ex87_f
DYNC2H1_ex87_r

TTCTAGCTACCATTTCAGAGCATTT
AATCAAGGGCAGTGTAATAGGAAGT

315 bp

88

DYNC2H1_ex88_f
DYNC2H1_ex88_r

GCTTTGAAAATTTAGTGTGAACTCTG
GTTGTTTCATGCCAAATCTTATTTT

419 bp

89

DYNC2H1_ex89_f
DYNC2H1_ex89_r

TGGAAAGCATAGCTCTTAAGGTAGA
GGTGAGATTAGAAAGCAAACAAAAA

321 bp

90

DYNC2H1_ex90_f
DYNC2H1_ex90_r

ATAGGCCATGTGTTTCATTTTGTT
AAATGTAGACTGACCACATGTTTGA

409 bp
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16.3. Zalacznik 3

Polimorfizmy SNP zidentyfikowane w genie IFT88.

Pacjent
Con SNP 5 6 7 8 9 10 11 12 13
rs1329519 |rs1329519 |rs1329519 |rs1329519 |- rs1329519 |rs1329519 -
Homo rs9509307 |rs9509307 |rs9509307 rs9509307 | rs9509307
SNP rs2987988 | rs2987988
rs9552244
rs59556709 rs59556709
I=iEte - - - - - rs9552244 |- -
Hetero rs1329519
SNP rs2442455
Polimorfizmy SNP zidentyfikowane w genie THM1.
Pacjent
Gon SNP 5 6 7 8 9 10 11 12 13
rs6716946 |rs6716946 |rs6716946 |rs6716946 |rs6716946 |rs6716946 |rs6716946 rs6716946
rs71892567 | rs71892567 | rs71892567 rs71892567 | rs71892567 | rs71892567
rs10930190 | rs10930190 | rs10930190 | rs10930190 |rs10930190 |rs10930190 |rs10930190 |rs10930190 |rs10930190
Homo | rs7592429 |rs7592429 |rs7592429 |rs7592429 |rs7592429 |rs7592429 |rs7592429 |rs7592429 |[rs7592429
SNP rs1432273 |rs1432273 rs1432273 rs1432273
rs1560597 |rs1560597 |rs1560597 |rs1560597 rs1560597 |rs1560597
rs1347041 rs1347041 rs1347041
THM1 rs2163648
rs6750044 - rs6750044 |rs6750044 |- rs6750044 | rs6750044
Hetero | rs10176588 rs10176588 rs10176588 | rs10176588
SNP rs34701755 rs34701755
rs62177816
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Homozygotyczne polimorfizmy SNP zidentyfikowane w genie DYNC2H1.

Pacjent
Con NP 5 6 7 8 9 10 11 12 13
rs2514006 rs2514006 rs2514006 rs2514006
rs688094 rs688094
rs688906 rs688906 rs688906 rs688906 rs688906
rs585692 rs585692 rs585692 rs585692 rs585692 rs585692 rs585692
rs658804 rs658804 rs658804 rs658804
rs586592 rs586592 rs586592 rs586592
rs589623 rs589623 rs589623 rs589623 rs589623
Homo rs670464 rs670464 rs670464 rs670464 rs670464 rs670464 rs670464
SNP rs2566913 rs2566913 rs2566913
DYNC2H1 rs10895391 rs10895391
rs10895417 rs10895417 rs10895417
rs501413 rs501413
rs2566913
rs2671333
rs313407 rs657936
rs654061
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Heterozygotyczne polimorfizmy SNP zidentyfikowane w genie DYNC2H1.

Pacjent
Con NP 7 8 9 10 11 12 13
rs688906 rs688906 rs688906 rs688906
rs2245404 rs2245404 rs2245404
rs17301028 rs17301750 rs17301750
rs658804 rs658804 rs658804 rs658804
rs589623
rs688094 rs688094
rs650238 rs650238 rs650238
rs12576037 rs12576037
rs633970
rs4754906 rs4754906 rs4754906 rs11225578
rs11225578 rs586592
rs586592 rs586592
Hetero rs17394217 rs17394217
SNP rs11225634 rs11225634
DYNC2H1 rs2566913 rs2566913
rs648387
rs2245404
rs6189976
rs12574626 rs11225584
rs586592
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