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WYKAZ SKRÓTÓW

aCGH porównawcza hybrydyzacja genomowa 

do mikromacierzy

(ang. array based Comparative 

Genomic Hybridization)

ADULT zespół ADULT ang. Acro-Dermato-Ungual-

Lacrimal-Tooth syndrome

AER szczytowy grzebie� ektodermalny ang. apical ectodermal ridge

BD brachydaktylia ang. brachydactyly

bp pary zasad ang. base pair

CNV wariant liczby kopii ang. copy number variant

Cy3 cyjanina 3

Cy5 cyjanina 5

ddDNTPs trifosforany dideoksynukleotydów ang. dideoxynucleotide 

triphosphates

DGV baza danych ang. Database of Genomic Variants

DNA kwas deoksyrybonukleinowy ang. deoxyribonucleic acid

dNTP trifosforan deoksyrybonukleotydu ang. deoxyribonucleotide 

triphosphate

EEC ektrodaktylia-dyplazja ektodermalna-

rozszczep wargi/podniebienia

ang. Ectrodactyly-Ectodermal 

dysplasia-Cleft lip/palate

EEM ektrodaktylia-dysplazja ektodermalna-

zwyrodnienie plamki 

ang. Ectrodactyly-Ectodermal 

dysplasia-Macular dystrophy 

syndrome

EVS baza danych ang. Exome Variant Server

ExoI Eksonukleaza I

FFU zespół ko�� udowa-strzałka-ko��
łokciowa 

ang. Femur-Fibula-Ulna syndrome

GCAD baza danych ang. Genoglyphix Chromosome 

Aberration Database

GnRH gonadoliberyna ang. Gonadotropin-Releasing 

Hormone

HGMD baza danych ang. Human Gene Mutation 

Database

HS siarczan heparanu ang. heparine sulfate

kb tysi�c par zasad ang. kilo base pairs

kDa tysi�c Daltonów  

KS zespół Kallmanna ang. Kallmann Syndrome

LMS zespół ko�czynowo-sutkowy ang. Limb-Mammary Syndrome
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Mb milion par zasad ang. mega base pairs

MGI baza danych ang. Mouse Genome Informatics

MLPA multipleksowa amplifikacja zale�na od 

ligacji sond

ang. Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification

NMD zjawisko polegaj�ce na rozpoznawaniu i 

niszczeniu mRNA zawieraj�cych 

przedwczesny kodon STOP 

ang. nonsense-mediated decay

OLHS grupa wad wrodzonych 

charakteryzuj�cych si� malformacjami 

j�zyka, �uchwy, szcz�ki oraz ko�czyn

ang. Oromandibular-Limb-

Hypogegesis Syndromes

OMIM baza danych ang. Online Mendelian Inheritance 

in Man

OUN o�rodkowy układ nerwowy

PAP polidaktylia pozaosiowa ang. postaxial polydactyly

PCR ła�cuchowa reakcja polimerazy ang. polymerase chain reaction

pH ujemny logarytm ze st��enia jonów 

wodorowych 

PPD polidaktylia przedosiowa ang. preaxial polydactyly

PRWWR polski rejestr wrodzonych wad 

rozwojowych 

PZ strefa wzrastania ang. progress zone

qPCR ilo�ciowa PCR ang. quantitative PCR

RNA kwas rybonukleinowy ang. ribonucleic acid

rpm obroty na minut� ang. revolutions per minute

RTG rentgenografia  

SAP fosfataza alkaliczna pochodz�ca z 

krewetek

ang. shrimp alkaline phosphatase

SD syndaktylia ang. syndactyly

SHFLD rozszczep r�k i/lub stóp ze skróceniem 

ko�ci długich 

ang. Split Hand-Foot with Long 

Bone Deficiency

SHFM rozszczep r�k i/lub stóp ang. Split Hand-Foot Malformation

SIFT program internetowy ang. Sorting Intolerant From 

Tolerant

SNP polimorfizm pojedynczego nukleotydu ang. single nucleotide 

polymorphism

SYM1 symfalangizm proksymalny

WES sekwencjonowanie eksomu ang. Whole Exome Sequencing

ZPA strefa aktywno�ci polaryzacyjnej ang. zone of polarizing activity



5 

Spis tre�ci 

1. WST�P .............................................................................................................................. 7�

1.1 Wrodzone wady rozwojowe ........................................................................................ 7�

1.2. Klasyfikacja wrodzonych wad ko�czyn ..................................................................... 8�

1.3. Rozszczep r�k i/lub stóp (SHFM ang. Split Hand/Foot Malformation) – informacje 

ogólne ............................................................................................................................... 10�

1.4. Etiopatogeneza rozszczepów r�k i/lub stop .............................................................. 12�

1.4.1. Znane loci SHFM ............................................................................................... 15�

1.5. Zespoły wad wrodzonych z typowym rozszczepem r�k i/lub stóp ....................................... 20�

1.6. Zespoły wad wrodzonych z atypowym rozszczepem r�k i/lub stóp ...................................... 22�

1.7. Diagnostyka i poradnictwo genetyczne w SHFM .................................................... 23�

2. CELE PRACY ................................................................................................................. 27�

3. PACJENCI I METODY .................................................................................................. 28�

3.1. Pacjenci – rekrutacja oraz kryteria wł�czenia do bada� ........................................... 28�

3.2. Diagnostyka kliniczna ............................................................................................... 29�

3.3. Materiał do bada� ..................................................................................................... 30�

3.3.1. Izolacja genomowego DNA ............................................................................... 30�

3.3.2. Ocena ilo�ciowa i jako�ciowa wyizolowanego DNA ........................................ 31�

3.4. Metody badawcze ..................................................................................................... 32�

3.4.1. Sekwencjonowanie metod� Sangera oraz sposób analizy wyników ................. 34�

3.4.3. Badania ilo�ciowej PCR (qPCR ang. quantitative PCR) ................................... 43�

3.4.4. Badanie technik� porównawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy 

oligonukleotydowej (aCGH ang. array based Comparative Genomic Hybrydyzation)

 ..................................................................................................................................... 47�

3.4.5. Sekwencjonowanie eksomu (WES ang. Whole Exome Sequencing) ................ 52�

4. WYNIKI .......................................................................................................................... 57�

4.1. Rutynowa diagnostyka genetyczna ........................................................................... 57�

4.2. Sekwencjonowanie genów WNT10B oraz DLX5 ...................................................... 60�

4.3. Porównawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy oligonukleotydowej 

(aCGH) ............................................................................................................................. 62�

4.4. Sekwencjonowanie genów kandyduj�cych .............................................................. 72�

4.5. Sekwencjonowanie eksomu (WES ang. Whole Exome Sequencing) .................................... 74�

5. DYSKUSJA ..................................................................................................................... 81�

5.1. Rutynowa diagnostyka genetyczna ........................................................................... 81�



6 

5.2. Sekwencjonowanie genów WNT10B i DLX5 ........................................................... 84�

5.3. Badania technik� porównawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy 

oligonukleotydowej (aCGH) ............................................................................................ 86�

5.4. Sekwencjonowanie genów kandyduj�cych .............................................................. 94�

5.5. Sekwencjonowanie eksomu ...................................................................................... 96�

5.6. Podsumowanie ........................................................................................................ 101�

6. WNIOSKI ...................................................................................................................... 102�

7. STRESZCZENIE ........................................................................................................... 104�

8. SUMMARY ................................................................................................................... 106�

9. SPIS TABEL                    107 

10. SPIS RYCIN                    108 

11. ZAŁ�CZNIK - Zgoda komisji bioetycznej na przeprowadzenie bada� .................................. 111�

12. PI	MIENNICTWO ..................................................................................................... 114�

13. CURRICULUM VITAE ................................................................................................ 121�

14. SPIS PUBLIKACJI ...................................................................................................... 124�

  



   WST�P 

7 

1. WST�P 

1.1 Wrodzone wady rozwojowe 

Wrodzona wada rozwojowa definiowana jest jako wewn�trzna lub zewn�trzna 

nieprawidłowo�� morfologiczna powstaj�ca w okresie prenatalnym i obecna przy urodzeniu 

[Latos-Biele�ska i wsp., 2002]. Wady rozwojowe stanowi� cz�st� przyczyn� zgonów 

niemowl�t oraz najcz�stsz� przyczyn� niepełnosprawno�ci fizycznej u dzieci, s� wi�c 

istotnym problemem medycznym i społecznym [Latos-Biele�ska i wsp., 2002]. Zgodnie 

z podstawow� klasyfikacj� wrodzonych wad rozwojowych wyró�nia si� wady izolowane, 

a wi�c takie, w których dana anomalia jest jedyn� manifestacj� czynnika patogennego oraz 

wady mnogie, charakteryzuj�ce si� współwyst�powaniem kilku anomalii jednocze�nie. 

Ponadto ze wzgl�du na stopie� ci��ko�ci wyró�nia si� wady du�e, czyli upo�ledzaj�ce 

czynno�� organizmu oraz wady małe, o nieznacznych nast�pstwach klinicznych. Pojedyncza 

drobna anomalia rozwojowa wyst�puje u ok. 14% noworodków, z du�� wad� rodzi si� ok 

3% �ywo urodzonych noworodków, z mnogimi wadami 0,7% [Tobias i wsp., 2011].  

Etiologia wrodzonych wad rozwojowych jest najcz��ciej wieloczynnikowa. 

W najbardziej ogólnym podziale, spo�ród czynników patogennych, wyró�nia si� genetyczne 

(endogenne) oraz �rodowiskowe (egzogenne). Przyczyn� genetyczn� mo�e stanowi�

aberracja chromosomowa, submikroskopowe zmiany genomowe, mutacja jednogenowa, 

a tak�e mutacje w kilku genach lub regionach. Do grupy czynników �rodowiskowych 

o działaniu teratogennym na płód zalicza si� infekcje, czynniki chemiczne, promieniowanie 

rentgenowskie oraz czynniki mechaniczne, czyli takie, które poprzez długotrwały ucisk 

wewn�trzmaciczny (np. małowodzie) lub zniszczenie struktur płodu (np. sekwencja pasm 

owodniowych, incydent naczyniowy) powoduj� odpowiednio, deformacje (np. stopa 

ko�sko-szpotawa) lub przerwania (amputacje ko�czyn). Do grupy wrodzonych wad 

rozwojowych zalicza si� równie� dysplazje, a wi�c choroby b�d�ce skutkiem 

nieprawidłowo�ci w ró�nicowaniu si� komórek w okre�lone tkanki (np. dysplazje 

ektodermalne) oraz malformacje, czyli wady wywołane przez pierwotne zaburzenia 

prawidłowego rozwoju w okresie zarodkowym (np. hipoplazje, agenezje narz�dów) 

[Korniszewski, 2005; Lupski, 1998].  
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Do niedawna etiologia wrodzonych wad rozwojowych była niepoznana a� w 50%. 

Obecnie, wraz z rozwojem technik molekularnych, odsetek ten si� zmniejsza dzi�ki 

dost�pno�ci nowych testów diagnostycznych.  

1.2. Klasyfikacja wrodzonych wad ko�czyn 

Wrodzone wady ko�czyn s� jednymi z najcz�stszych wrodzonych wad 

rozwojowych. Wyst�puj� z cz�sto�ci� od 1:500 do 1:1000 �ywo urodzonych noworodków 

[Latos-Biele�ska i wsp., 2002]. Podstaw� monitorowania cz�sto�ci wyst�powania wad 

wrodzonych, w tym wad ko�czyn, w populacji polskiej jest Polski Rejestr Wrodzonych Wad 

Rozwojowych (PRWWR), który działa na terenie kraju od 1997 roku. Rejestr gromadzi dane 

epidemiologiczne dotycz�ce wad wrodzonych na terenie Polski, wskazuj�c na ró�nice 

regionalne oraz poszukuje czynników ryzyka i monitoruje stan diagnostyki prenatalnej. 

Według danych epidemiologicznych z PRWWR, regionami o najwy�szej cz�sto�ci 

wrodzonych wad ko�czyn u �ywo urodzonych noworodków oraz dzieci do 2. roku �ycia 

były:  

• w latach 1998-1999 – województwo zachodniopomorskie (cz�sto�� 31,4/10 000 

�ywych urodze�

• w latach 2000-2002 – województwo lubelskie (cz�sto�� 30,1/10 000 �ywych 

urodze�) 

• w latach 2003-2004 – województwo lubelskie (cz�sto�� 34,2/10 000 �ywych 

urodze�) 

• w latach 2005-2006 – województwo lubelskie (cz�sto�� 30,6/10 000 �ywych 

urodze�) [Latos-Biele�ska i wsp., 2002; Latos-Biele�ska i wsp., 2006; Latos-

Biele�ska i wsp., 2010; Latos-Biele�ska i wsp., 2010a] 

Wrodzone wady ko�czyn s� bardzo heterogenne pod wzgl�dem genetycznym 

i klinicznym. Najcz��ciej, bo w 60-70%, wyst�puj� w formie izolowanej, pozostały odsetek 

(30-40%) to formy zespołowe, współwyst�puj�ce z innymi wadami wrodzonymi 

[Korniszewski, 2005]. Wrodzone wady ko�czyn mog� by� skutkiem mutacji 

w pojedynczym genie, aberracji chromosomowej lub ekspozycji na teratogen in utero, 

a tak�e uszkodzenia mechanicznego [Jamsheer, 2008]. W ocenie klinicznej, kryterium 

genetycznego uwarunkowania wady jest przede wszystkim jej obustronno�� oraz 
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jednoczesne zaj�cie ko�czyn górnych i dolnych, które jest cz�sto spotykane, lecz nie jest 

koniecznym warunkiem w identyfikacji wady o podło�u genetycznym [Wilkie, 2003]. 

Wi�kszo�� genów steruj�ca rozwojem embrionalnym zawi�zków ko�czyn górnych 

i dolnych jest wspólna, st�d wadzie r�k cz�sto towarzyszy wada stóp [Jamsheer, 2008]. 

Zdecydowana wi�kszo�� wad ko�czyn dziedziczy si� w sposób autosomalny dominuj�cy. 

W klasyfikacji wrodzonych wad ko�czyn ze wzgl�du na ich fenotyp wyró�nia si�: 

• Polidaktylie (Q69) – palce nadliczbowe, w tym polidaktylie pozaosiowe, przedosiowe 

oraz rzadziej polidaktylie promienia �rodkowego. W grupie polidaktylii przedosiowych 

(PPD) wyró�nia si� cztery typy (PPD1-PPD4), polidaktylie pozaosiowe (PAP) dzieli si�

na dwa typy (PAPA i PAPB). Niezwykle rzadko identyfikuje si� tzw. polidaktyli�

skrzy�owan� (CP), okre�laj�c� przypadek jednoczesnego wyst�powania odmiennych 

typów polidaktylii w stopach i r�kach; 

• Syndaktylie (Q70) – zrosty palców, stanowi� najcz�stsz� wad� r�k/stóp. Zrost dotyczy 

głównie tkanek mi�kkich (syndaktylia skórna), rzadziej tkanki kostnej. Wyró�nia si�

5 typów syndaktylii (SD I-SD V). Typ VII (inaczej zespół Cenaniego-Lenza) polega na 

całkowitym zro�cie wszystkich palców (tzw. syndaktylia r�kawiczkowa); 

• Brachydaktylie (Q74.8) – skrócenie palców, wynikaj�ce ze skrócenia dystalnych, 

�rodkowych lub proksymalnych paliczków a tak�e, w przypadku brachydaktylii typu E 

(BDE), ze skrócenia ko�ci �ródr�cza i/lub �ródstopia. Wyró�nia si� 5 typów 

brachydaktylii (BDA-BDE). Wadzie tej cz�sto towarzyszy hipoplazja lub aplazja 

paznokci (przy skróceniu paliczków dystalnych) oraz inne malformacje, takie jak np. 

symfalangizm czy klinodaktylia;  

• Symfalangizm (Q74.8) – zrost kostny paliczków tego samego palca, wynikaj�cy 

z nieprawidłowej segmentacji palców r�ki lub stopy. Wyró�nia si�:  

- symfalangizm proksymalny (SYM1), gdzie ko�ciozrostowi ulegaj� paliczki 

proksymalny i �rodkowy; 

- symfalangizm dystalny, w przypadku którego zrost dotyczy paliczków �rodkowego 

i dystalnego; 

- zespół mnogich ko�ciozrostów (SYNS, symfalangizm-brachydaktylia). W tym typie 

stwierdza si� symfalangizm proksymalny palców r�ki oraz skrócenie paliczków 

�rodkowych i ko�ci �ródr�cza.  

• Oligodaktylie (Q71.89 lub Q72.89) – zmniejszenie liczby palców. W zale�no�ci od 

lokalizacji wady, wyró�nia si�:  
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- oligodaktyli� promieniow�, która polega na braku kciuka i/lub palca wskazuj�cego; 

- oligodaktyli� łokciow�, cechuj�ca si� aplazj� lub hipoplazj� palców po stronie 

łokciowej (5 i/lub 4 palec);  

- oligodaktyli� centraln�, uwarunkowan� brakiem �rodkowych palców. Form�

oligodaktylii centralnej jest rozszczep r�k i/lub stóp (Q71.6; Q72.7) [Jamsheer, 2008].  

1.3. Rozszczep r�k i/lub stóp (SHFM ang. Split Hand/Foot 

Malformation) – informacje ogólne 

Mianem rozszczepu r�k i/lub stóp (SHFM ang. Split Hand/Foot Malformation), 

zwanego równie� ektrodaktyli� lub oligodaktyli� centraln�, okre�la si� wrodzon� wad�

ko�czyn, charakteryzuj�c� si� ubytkowymi zaburzeniami centralnego promienia r�ki lub 

stopy. Wada polega na całkowitym lub cz��ciowym braku lub niedorozwoju palców r�ki 

i/lub stopy oraz nierzadko odpowiednich ko�ci �ródr�cza/�ródstopia. Cz�sto��

wyst�powania rozszczepów r�k i/lub stóp wynosi ok. 1 na 18000 �ywo urodzonych 

noworodków, co stanowi ok. 8-17% wrodzonych malformacji ko�czyn [Czeizel i wsp., 

1993]. Wada ze spektrum SHFM cechuje si� znaczn� heterogenno�ci� kliniczn�

i etiologiczn�. Istniej� zarówno formy izolowane rozszczepu r�k/stóp, jak równie�

współwyst�puj�ce z innymi wadami wrodzonymi - formy zespołowe. W klasyfikacji 

anatomicznej wady wyró�nia si� dwa główne typy SHFM: rozszczep typowy (tzw. 

rozszczep typu "szczypce homara"), z brakiem centralnego promienia r�ki lub stopy 

w efekcie czego narz�d zostaje podzielony na dwie cz��ci oraz rozszczep typu 

monodaktylii, gdzie aplazji ulega centralna i promieniowa cz��� r�ki/stopy 

z pozostawieniem jedynie pi�tego palca. Obydwa typy rozszczepu mog� by� spowodowane 

tym samym czynnikiem genetycznym i współwyst�powa� u tego samego pacjenta w dwóch 

ró�nych ko�czynach oraz w przypadkach rodzinnych, u ró�nych członków rodziny 

dotkni�tej wad� [Temtamy i wsp., 1978].  
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Rycina 1. Schemat przedstawiaj�cy dwa główne typy ektrodaktylii (a) rozszczep typowy, 

(b) rozszczep typu monodaktylii [na podstawie: http://servier.com/Powerpoint-image-bank; 

zmodyfikowano]. 

Ten prosty podział na dwa główne typy anatomiczne wady nie oddaje jej 

heterogenno�ci fenotypowej. Rozszczep, ze wzgl�du na zmienn� ekspresj� cechy, mo�e 

manifestowa� si� w przeró�ny sposób. Cz�sto ektrodaktylii towarzyszy polidaktylia, 

syndaktylia, klinodaktylia [Gurrieri i wsp., 2002; Temtamy i wsp., 1978]. Wada dziedziczy 

si� głównie autosomalnie dominuj�co, cz�sto z niepełn� penetracj�. Przyczyn� wyst�pienia 

rozszczepu r�k i/lub stóp mog� stanowi� czynniki �rodowiskowe oraz, znacznie cz��ciej, 

czynniki genetyczne. Kryterium genetycznego uwarunkowania wady spełnione jest przy 

obustronnym wyst�pieniu defektu i/lub w przypadkach rodzinnych [Schwabe i wsp., 2004]. 

Dotychczas zidentyfikowano 7 loci chromosomowych, w których mutacje 

odpowiadaj� za wyst�pienie wady ze spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp, tak wi�c pod 

wzgl�dem genetycznym SHFM mo�na podzieli� na 7 typów. Pomimo znacznego post�pu 

wiedzy w genetyce wad ko�czyn, w wielu przypadkach (ok. 50%) podło�e molekularne 

SHFM pozostaje nieokre�lone.  
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1.4. Etiopatogeneza rozszczepów r�k i/lub stóp 

Etiologia rozszczepów r�k i/lub stóp jest heterogenna. Wada, podobnie jak pozostałe 

malformacje ko�czyn, mo�e by� spowodowana zarówno niezale�nymi od siebie, odr�bnymi 

zmianami genetycznymi, jak równie� czynnikami egzogennymi, �rodowiskowymi. Pomimo 

ró�norodno�ci czynników etiologicznych b�d�cych przyczyn� ektrodaktylii, 

patomechanizm warunkuj�cy charakterystyczny obraz wady jest wspólny na poziomie 

biologicznym (komórkowym) dla wszystkich czynników sprawczych SHFM. Bezpo�redni�

przyczyn� wady jest bowiem apoptoza lub zmniejszona proliferacja komórek w okre�lonych 

strefach oraz na okre�lonych etapach rozwijaj�cego si� zawi�zka ko�czyny. Istotny jest wi�c 

zarówno wymiar przestrzenny jak i czasowy działania czynnika patogennego. 

 Rozwój układu kostnego rozpoczyna si� od procesu, w trakcie którego zostaje 

ustalona ilo��, kształt i wielko�� danego elementu tworz�cego szkielet. Nast�pnie 

prekursorowe komórki mezenchymalne migruj� do okre�lonych miejsc formowania si�

szkieletu, kondensuj� i ró�nicuj� si�. Wzrastanie poszczególnych cz��ci szkieletu odbywa 

si� przede wszystkim w chrz�stce nasadowej, tkance chrz�stnej znajduj�cej si� w pobli�u 

zako�cze� rosn�cej ko�ci i stanowi�cej miejsce wzrastania ko�ci na długo��. 

Po zako�czonym wzro�cie chrz�stka nasadowa przekształca si� w ko��. Komórki ko�ci 

pozostaj� aktywne po uko�czeniu fazy wzrastania aby utrzyma� szkielet w homeostazie 

w procesie tzw. modelowania. Według Kornaka i wsp. [2003] choroby układu kostnego 

mo�na podzieli� na cztery główne grupy uwarunkowane zaburzeniami: a) organizacji 

przestrzennej elementów szkieletu, b) ró�nicowania si� kostnych struktur prekursorowych, 

c) wzrastania i d) homeostazy. Według powy�szej klasyfikacji ektrodaktylia nale�y do grupy 

wad wynikaj�cych z zaburze� przestrzennej organizacji struktur kostnych ko�czyn [Kornak 

i wsp., 2003].  

Ko�ciec ko�czyn powstaje z komórek mezenchymalnych zlokalizowanych w cz��ci 

bocznej mezodermy stanowi�cej zawi�zek ko�czyny. Tworzy si� on w wyniku serii 

interakcji pomi�dzy mezoderm� a otaczaj�c� j� ektoderm�. Komórki mezenchymalne 

rozwijaj�cego si� zawi�zka ko�czyny ró�nicuj� si� tworz�c poszczególne tkanki i struktury 

ko�czyny. Organizacja przestrzenna tych�e struktur kontrolowana jest przez gradient białek 

sygnalizacyjnych produkowanych przez trzy wyspecjalizowane grupy komórek zawi�zka 

ko�czyny, tworz�ce: stref� wzrastania (PZ ang. progress zone), szczytowy grzebie�

ektodermalny (AER ang. apical ectodermal ridge), stref� aktywno�ci polaryzacyjnej (ZPA

ang. zone of polarizing activity). Interakcja pomi�dzy tymi trzema regionami determinuje 
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organizacj� przestrzenn� zawi�zka ko�czyny w wymiarze trzech osi: bli�szej-dalszej (ang. 

proximo-distal axis – kierunek: rami�-palec), przednio-tylnej (ang. antero-posterior axis – 

kierunek: kciuk-mały palec), grzbietowo-brzusznej (ang. dorso-ventral axis – kierunek: 

grzbiet-wewn�trzna strona r�ki). Strefa AER zbudowana jest z g�sto upakowanych komórek 

ektodermalnych zlokalizowanych w najdalej wysuni�tym skrajnym odcinku zawi�zka 

ko�czyny. Komórki te produkuj� białka sygnalizacyjne i czynniki transkrypcyjne takie jak 

min.: czynniki wzrostu fibroblastów (FGF ang. fibroblast growth factor), białka 

morfogenetyczne ko�ci (BMP ang. bone morphogenic proteins), białka szlaku WNT i MSX. 

Białka z rodziny FGF, w tym FGF4, FGF8, utrzymuj� s�siaduj�ce z AER komórki 

mezenchymalne w stanie niezró�nicowanym i intensywnych podziałów daj�c pocz�tek 

strefie PZ (strefie wzrastania) [Tabin, 1995].  

Rycina 2. Schemat przedstawiaj�cy interakcje pomi�dzy białkami sygnalizacyjnymi 

w poszczególnych strefach (AER, PZ, ZPA) rozwijaj�cego si� zawi�zka ko�czyny. Kolorem �ółtym 

zaznaczono �rodkow� cz��� strefy AER o nieprawidłowej sygnalizacji komórkowej. Numery 1-5 

wskazuj� na przyszł� lokalizacj� palców w ukształtowanej ko�czynie. Kolorem czerwonym 

zaznaczono białka b�d�ce produktami genów kandyduj�cych lub o znanej roli w etiologii SHFM. 

Inhibitorowy oraz stymuluj�cy efekt działania poszczególnych białek zaznaczono odpowiednio 

symbolami        i       . AER - szczytowy grzebie� ektodermalny, PZ - strefa wzrastania, ZPA - strefa 

aktywno�ci polaryzacyjnej [na podstawie: Duijf i wsp., 2003].



   WST�P 

14 

Nieustannie dziel�ce si� komórki strefy PZ determinuj� rozwój zawi�zka ko�czyny 

w osi proksymo-dystalnej. Im dłu�ej komórka pozostanie w strefie PZ, tym bardziej 

oddalona b�dzie jej docelowa lokalizacja w uformowanej ko�czynie [Gurrieri i wsp., 2002]. 

Przerwanie szlaku sygnalizacyjnego pomi�dzy komórkami warstw AER i PZ powoduje 

zahamowanie podziałów komórkowych i w konsekwencji opó
nienie wzrastania �rodkowej 

cz��ci ko�czyny, co skutkuje nieprawidłowym formowaniem si� struktur r�ki/stopy (łac. 

autopodium). Tym samym bezpo�redni� przyczyn� wad ze spektrum rozszczepu r�k i/lub 

stóp jest zaburzone funkcjonowanie AER, tj. apoptoza komórek tej strefy, a co za tym idzie, 

obni�ona proliferacja komórek strefy wzrastania. Obok czynników genetycznych, równie�

czynniki �rodowiskowe mog� powodowa� apoptoz� komórek strefy AER, prowadz�c do 

wyst�pienia SHFM. Do takich teratogenów nale�� min. kwas retinowy, kadm, 

hydroksymocznik, metotreksat, cytarabina, etanol, kokaina, kwas walproinowy, kwas 

metoksyoctowy. 

Rycina 3. Schemat przedstawiaj�cy fenotypow� manifestacj� prawidłowego (górna cz��� ryciny) 

oraz nieprawidłowego rozwoju strefy AER zawi�zka ko�czyny. Zaburzenia w strefie AER 

(zaznaczono kolorem czerwonym) prowadz� do opó
nienia rozwoju �rodkowej cz��ci ko�czyny. 

Numery 1-5 wskazuj� na przyszł� lokalizacj� palców w ukształtowanej ko�czynie. AER - szczytowy 

grzebie� ektodermalny, PZ - strefa wzrastania, ZPA - strefa aktywno�ci polaryzacyjnej [na 

podstawie: Duijf i wsp., 2003]. 
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1.4.1. Znane loci SHFM 

SHFM1 (7q21) 

Rozszczep r�k i stóp typu pierwszego spowodowany jest rearan�acjami w locus 7q21.3-q22.1. 

Zmiany te maj� najcz��ciej charakter mutacji de novo, mog� by� równie� dziedziczone 

w sposób autosomalny dominuj�cy, jako cechy o niepełnej penetracji i zmiennej ekspresji. 

Rearan�acje genomowe w locus SHFM1 zwi�zane s� zarówno z izolowan� jak i zespołowa 

form� wady. U 35% pacjentów z SHFM1 wadzie ko�czyn towarzyszy niedosłuch typu 

odbiorczego, rzadziej stwierdza si� objawy dysplazji ektodermalnej z rozszczepem 

wargi/podniebienia [Tackels-Horne i wsp., 2001]. Najcz�stszymi opisywanymi w tym 

regionie aberracjami s� delecje. Odnotowuje si� równie� translokacje, inwersje oraz 

duplikacje. Typowy region dla SHFM1 obejmuje kilka genów zwi�zanych z rozwojem 

ko�czyn. Nale�� do nich DSS1, DLX5 oraz DLX6 [Crackower i wsp., 1996; Duijf i wsp., 

2003]. Rola DLX5/DLX6 w morfogenezie ko�czyn została wykazana w badaniach 

funkcjonalnych na modelu mysim, gdzie wyciszenie obydwu genów (Dlx5/Dlx6-/-) 

powodowało klasyczn� ektrodaktyli�, jak równie� wady twarzoczaszki oraz ucha 

wewn�trznego [Robledo i wsp., 2002]. Okre�lono równie� tkankowo specyficzn� ekspresj�

Dlx5 i Dlx6, identyfikuj�c j� w strefie AER zawi�zków ko�czyn, osteoblastach 

rozwijaj�cych si� ko�ci oraz w przestrzeniach mi�dzyneuronalnych cz��ci podstawnej 

kresomózgowia [Simeone i wsp., 1994; Acampora i wsp., 1999; Lo Iacono i wsp., 2008]. 

Jednak�e dopiero identyfikacja homozygotycznej patogennej mutacji typu missense, 

zlokalizowanej w homeodomenie genu DLX5, jednoznacznie potwierdziła rol� genu 

w etiopatogenezie rozszczepów r�k i/lub stóp u ludzi. Mutacj� wykryto w spokrewnionej 

rodzinie dotkni�tej SHFM o autosomalnym recesywnym dziedziczeniu wady [Shamseldin 

i wsp., 2012]. Pozostałe geny znajduj�ce si� w obr�bie lub niedalekim s�siedztwie locus

SHFM1 maj� status genów kandyduj�cych. Niektóre towarzysz�ce wadom ko�czyn cechy 

fenotypowe, identyfikowane zarówno w przypadkach SHFM1 jak i SHFM4 (mutacje 

w genie TP63), takie jak objawy dysplazji ektodermalnej pozwalaj� przypuszcza�, i� istnieje 

zale�no�� pomi�dzy czynnikami etiologicznymi w obydwu loci. Istotnie, wykazano, i�

ekspresja genów DLX5/6 jest regulowana przez czynnik transkrypcyjny TP63, który wi��e 

si� do elementów regulatorowych (SHFM1-BS1) obydwu genów [Lo Iacono i wsp., 2008; 

Kouwenhoven i wsp., 2010]. Ostatnie badania nad transkrypcyjn� regulacj� genów DLX5/6

pozwoliły zidentyfikowa� eksonowe elementy regulatorowe (eExons) zlokalizowane 
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w eksonach 15 i 17 sekwencji koduj�cej genu DYNC1I1 poło�onego w odległo�ci 907,5 kb 

od DLX6 oraz w odległo�ci 922 kb od DLX5 [Birnbaum i wsp., 2012].  

SHFM2 (Xq26) 

Do chwili obecnej opisano jedn� rodzin� z SHFM o dziedziczeniu sprz��onym 

z chromosomem X [Ahmad i wsp., 1987]. Autorzy przedstawili pakista�sk� spokrewnion�

rodzin�, w której 36 członków (33 m��czyzn i 3 kobiety) manifestowało rozszczep r�k i/lub 

stóp. Pacjenci byli dotkni�ci rozszczepem klasycznym lub typu monodaktylii w r�kach oraz 

zró�nicowan� wad� w stopach. W pó
niejszych badaniach Faiyaz ul Haque i wsp. [1993] 

potwierdzili metod� analizy sprz��e� dziedziczenie wady sprz��one z X oraz 

zidentyfikowali locus dla SHFM2 w regionie Xq26. Dwa geny zlokalizowane w tym 

regionie, FGF13 oraz TONDU, s� potencjalnymi genami kandyduj�cymi dla SHFM2, 

jednak�e do tej pory nie udało si� zidentyfikowa� mutacji w tych genach u pacjentów 

z SHFM [Vaudin i wsp., 1999]. 

SHFM3 (10q24) 

Locus dla SHFM3, zlokalizowane w regionie 10q24, zwi�zane jest z tandemow� duplikacj�

o wielko�ci 325-570 kb [de Mollerat i wsp., 2003; Dimitrov i wsp., 2010]. Aberracja ta jest 

najcz�stsz� przyczyn� izolowanych rozszczepów r�k i/lub stóp odpowiadaj�c za ok. 18-25% 

przypadków [Klopocki i wsp., 2012; Birnbaum i wsp., 2012; de Mollerat i wsp., 2003]. 

Zduplikowany region obejmuje kilka genów potencjalnie zwi�zanych z wyst�pieniem wady, 

do których nale��: FBXW4, BTRC, POLL, FGF8 oraz LBX1. Duplikacja wykazuje 

autosomalny dominuj�cy typ dziedziczenia. Wadom uwarunkowanym mutacj� w locus

SHFM3 cz�sto towarzysz� wady przedosiowe, takie jak trójpaliczkowe lub zdwojone kciuki 

[Everman i wsp., 2006; Elliott i wsp., 2007]. Modelem zwierz�cym dla SHFM3 jest 

naturalnie wyst�puj�ca mysz, tzw. Dactylaplasia (Dac) mouse. Region odpowiedzialny za 

fenotyp rozszczepu r�k i/lub stóp u ludzi i myszy wykazuje znaczny stopie� homologii. U 

myszy Dac obserwuje si� brak �rodkowych palców, hipoplazj� lub aplazj� ko�ci �ródr�cza 

i/lub �ródstopia oraz syndaktyli�. SHFM u myszy dziedziczony jest w semidominuj�co, co 

oznacza, �e osobniki heterozygotyczne prezentuj� brak �rodkowych palców przedniej 

i tylnej ko�czyny, natomiast osobniki homozygotyczne manifestuj� znacznie ci��sz� posta�

wady – monodaktyli� [Sidow i wsp., 1999; Johnson i wsp., 1995]. 
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SHFM4 (3q27; TP63) 

Czwarte locus dla SHFM zostało zmapowane w regionie 3q27 i jest bezpo�rednio 

zwi�zane z mutacjami w genie TP63 [Ianakiev i wsp., 1999]. Białko kodowane przez gen 

TP63 jest czynnikiem transkrypcyjnym homologicznym do genu supresorowego TP53. Gen 

TP63 odgrywa kluczow� rol� w rozwoju embrionalnym, kontroluj�c formowanie si� strefy 

AER. Jest kluczowym regulatorem rozwoju ektodermalnego, działaj�cym poprzez 

podtrzymywanie potencjału podziałowego komórek ektodermy. Myszy, u których 

wyciszono p63, nie wykształcaj� prawidłowych struktur ektodermalnych, co przejawia si�

anomaliami skóry, włosów, z�bów, twarzoczaszki, gruczołów sutkowych oraz ko�czyn 

[Mills i wsp., 1999 ; Yang i wsp., 1999]. Mutacje w TP63 s� dziedziczone autosomalnie 

dominuj�co i odpowiadaj� za 10-16% przypadków izolowanych form SHFM oraz za 93% 

zachorowa� na zespół EEC [de Mollerat i wsp., 2003a].  

SHFM5 (2q31) 

U pacjentów z SHFM5 opisuje si� delecje w locus 2q31. Region ulegaj�cy delecji obejmuje 

cały klaster genów z rodziny HOXD (HOXD1-HOXD13), które ze wzgl�du na rol�

w formowaniu si� układu kostnego, były typowane jako geny kandyduj�ce w SHFM. 

Jednak�e Goodman i wsp. [2002] zasugerowali, �e region odpowiedzialny za SHFM5 

zlokalizowany jest powy�ej klasteru HOXD i stanowi 5Mb delecj� poło�on� centromerowo 

w stosunku do genu EVX2. W obr�bie delecji zlokalizowane s� dwa geny kandyduj�ce 

DLX1, DLX2 o potencjalnie patogennym znaczeniu w rozwoju SHFM. Obydwa geny ulegaj�

ekspresji w strefach AER i PZ [Goodman i wsp., 2002], jednak�e badania funkcjonalne 

przeprowadzone na modelu mysim nie potwierdzaj� udziału owych genów 

w etiopatogenezie wad ko�czyn [Qiu i wsp., 1997]. Ponadto u pacjentów z SHFM nie udało 

si� do tej pory zidentyfikowa� patogennych mutacji w �adnym z w/w genów, dlatego te� ich 

rola w etiopatogenezie rozszczepów r�k i/lub stóp pozostaje niepotwierdzona.  

SHFM6 (12q13; WNT10B) 

Do tej pory opisano jedynie 3 rodzinne i jeden sporadyczny przypadek SHFM 

o autosomalnym recesywnym rodzaju dziedziczenia wady [Khan i wsp., 2012; Ugur i wsp., 

2008; Shamseldin i wsp., 2012; Blattner i wsp., 2010]. W jednej z rodzin wada 

uwarunkowana była homozygotyczn� mutacj� w genie DLX5 [Shamseldin i wsp., 2012], 

natomiast w pozostałych, homozygotycznymi mutacjami w genie WNT10B,

zlokalizowanym w locus SHFM6. Białka WNT s� ligandami w szeregu �cie�ek 
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sygnalizacyjnych i odgrywaj� kluczow� rol� w morfogenezie ko�czyn [Yang i wsp., 1999]. 

Patogenna mutacja w genie WNT10B została po raz pierwszy opisana przez Ugura i wsp. 

[2008], którzy identyfikowali homozygotyczn� zmian� typu missense (p.R332W) 

u wszystkich manifestuj�cych wad� członków spokrewnionej tureckiej rodziny. Pozostałe 

dwa doniesienia opisywały sporadyczny przypadek SHFM uwarunkowany homozygotyczn�

duplikacj� w genie WNT10B [Blattner i wsp., 2010] oraz przypadek rodzinnego wyst�pienia 

wady odnotowany w spokrewnionej pakista�skiej rodzinie [Khan i wsp., 2012]. 

SHFM/SHFLD (17p13.3) 

Rozszczep r�k i/lub stop ze skróceniem ko�ci długich (ang. Split Hand/Foot 

Malformation with Long Bone Deficiency - SHFLD) jest najcz��ciej uwarunkowany 

duplikacj� w regionie 17p13.3. Lezirovitz i wsp. [2008] zmapowali metod� analizy sprz��e�

locus SHFLD w interwale o wielko�ci 814 kb, zlokalizowanym w regionie 17p13.1-17p13.3. 

W kolejnych badaniach Klopocki i wsp. [2012] zidentyfikowali w regionie tandemow�

duplikacj� oraz okre�lili region krytyczny zmiany, który u wszystkich pacjentów obejmował 

gen BHLHA9. Autorzy w badaniach nad ekspresj� ortologu ludzkiego BHLHA9 u myszy 

i Danio rerio wykazali, i� ulega on ekspresji wył�cznie strefie AER mezenchymy 

zawi�zków ko�czyn. W celu dalszego okre�lenia roli BHLHA9 w morfogenezie ko�czyn, 

autorzy przeprowadzili badania modelu Danio rerio, polegaj�ce na wyciszeniu BHLHA9, na 

skutek czego dochodziło do skrócenia płetwy brzusznej, potwierdzaj�c tym samym 

bezwzgl�dnie rol� BHLHA9 w rozwoju ko�czyn u kr�gowców. Duplikacja w locus 17p13.3 

warunkuje ok. 90% przypadków typowego SHFLD oraz ok. 12% przypadków SHFM bez 

skrócenia ko�ci długich. Jedn� z ciekawszych obserwacji wynikaj�cych z analizy 

nosicielstwa duplikacji u członków poszczególnych rodzin dotkni�tych wad� jest wysoki 

odsetek (50%) bezobjawowych nosicieli duplikacji oraz efekt płci, jako czynnika 

wpływaj�cego na stopie� penetracji cechy. Bezobjawowymi nosicielkami były głównie 

kobiety [Klopocki i wsp., 2012].  

   

Zmiany genomowe w SHFM 

Uwarunkowanie monogenowe wady jest cz�stsze w niektórych formach 

zespołowych SHFM (np. mutacje w genie TP63 w zespole EEC). Dodatkowo mo�e ono 

wyst�pi� w rzadkich przypadkach SHFM o dziedziczeniu autosomalnym recesywnym 

(mutacje w genach WNT10B, DLX5). Zmiany odpowiedzialne za znaczny odsetek 
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przypadków izolowanego rozszczepu r�k/stóp maj� charakter genomowy, 

tj. submikroskopowych wariantów liczby kopii (CNVs ang. Copy-Number Variations) 

danego fragmentu genomu (mikrodelecje, mikroduplikacje, insercje). Łagodne CNVs 

stanowi� o zmienno�ci mi�dzyosobniczej, patogenne za� odpowiadaj� za choroby, które 

mo�na okre�li� mianem "chorób genomowych" [Lupski, 1998].  

Zmiany genomowe mog� prowadzi� do ekspresji okre�lonego fenotypu na drodze 

kilku ró�nych mechanizmów molekularnych. Duplikacja lub delecja obejmuj�ca cały gen 

mo�e, w przypadku genów wra�liwych na dawk�, powodowa� jego nadekspresj� lub 

obni�on� ekspresj�. Zjawisko to okre�la si� mianem „efektu dawki”. Mikrorearan�acje 

w obr�bie genu, mog� prowadzi� do jego inaktywacji, a fenotyp b�dzie wówczas 

konsekwencj� haploinsuficjencji genu. W wyniku translokacji gen mo�e znale
� si� pod 

działaniem innych ni� natywne sekwencji regulatorowych, które b�d� nadmiernie 

wzmacniały lub wyciszały jego ekspresj�. Jest to tzw. „efekt pozycji” i mo�e on zachodzi�

równie� w przypadku wyst�pienia delecji lub duplikacji w obr�bie genomowego otoczenia 

genu. W chorobach recesywnych zmiana CNV mo�e by� drugim czynnikiem (tzw. ang. 

„second hit”) odmaskowuj�cym efekt np. heterozygotycznej mutacji punktowej w danym 

genie [Lupski i wsp., 2005].  

 Identyfikacj� niezrównowa�onych zmian CNVs umo�liwia wykorzystywana do 

diagnostyki wad i chorób wrodzonych technika wysokorozdzielczej porównawczej 

hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH ang. array Comparative Genomic 

Hybridisation). Metoda aCGH pozwala na detekcj� mikrorearan�acji chromosomowych 

zarówno w obr�bie genów jak i sekwencji regulatorowych o wielko�ci zale�nej od 

rozdzielczo�ci płytki mikromacierzowej. Metoda pozwala ponadto na identyfikacj�

nieopisanych, potencjalnie patogennych zmian, stanowi�c tym samym skuteczne narz�dzie 

w badaniu nowych przyczyn molekularnych wady.  

Niepełna penetracja/zmienna ekspresja cechy  

W SHFM mo�na wyró�ni� wszystkie mo�liwe rodzaje dziedziczenia: autosomalny 

dominuj�cy (zdecydowana wi�kszo�� przypadków), sprz��ony z chromosomem X, 

autosomalny recesywny. Jednocze�nie w przypadkach rodzinnych nierzadko identyfikuje 

si� dziedziczenie odbiegaj�ce od klasycznego mendlowskiego, np. gdy członek rodziny 

dotkni�tej wad� jest bezobjawowym nosicielem mutacji. Zjawisko to nosi nazw� niepełnej 

penetracji i odnosi si� do genotypu, który nie zawsze ulega ekspresji w kierunku 
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spodziewanej cechy fenotypowej. W wadach rodzinnych niepełna penetracja mo�e 

skutkowa� tym, �e dana anomalia nie ujawni si� w okre�lonym pokoleniu. Przyczyn� mo�e 

by� konieczno�� wyst�pienia dodatkowego czynnika genetycznego (np. zmiana 

polimorficzna) lub �rodowiskowego, niezb�dnego do „odmaskowania” patogennego 

charakteru pierwszej zmiany. Dopiero jednoczesne zadziałanie obydwu czynników skutkuje 

manifestacj� wady. Mechanizmy prowadz�ce do zjawiska baraku penetracji lub jej 

ograniczenia mog� by� zwi�zane z mutacjami dwu- lub wielogenowymi, epigenetyczn�

regulacj� transkrypcji genów (np. imprinting rodzicielski), ekspresj� genu modyfikatora, 

płci�,  mutacjami w sekwencjach regulatorowych genów oraz „efektem dawki” danego genu 

[Cooper i wsp., 2013]. 

	wiadomo�� faktu, �e penetracja cechy w chorobach dominuj�cych nie zawsze 

wynosi 100%, jest niezwykle wa�na w trakcie rzetelnie prowadzonej konsultacji 

genetycznej, zwłaszcza przy szacowaniu ryzyka wyst�pienia wady w kolejnych 

pokoleniach. Locus dla rozszczepów r�k i/lub stóp, w którym stosunkowo cz�sto, bo a�

w 50% przypadków, obserwuje si� niepełn� penetracj� cechy, jest SHFM/SHFLD 

(dup17q13.3). Prawidłowe przeprowadzenie diagnostyki genetycznej danej wady wrodzonej 

utrudnia dodatkowo zjawisko zmiennej ekspresji cechy. Oznacza to, �e ten sam czynnik 

genetyczny powoduje ró�ny stopie� nasilenia danej cechy, która mo�e mie� posta� ci��kiej, 

łagodnej lub w niektórych przypadkach ledwo zauwa�alnej anomalii. Przyczyna tego 

fenomenu nie jest znana. 

1.5. Zespoły wad wrodzonych z typowym rozszczepem r�k i/lub stóp 

Rozszczep r�k i stóp wst�puje jako jedna z wad towarzysz�cych w kilku zespołach. Nale��

do nich m. in.: 

• Zespół EEC – ektrodaktylia-dyplazja ektodermalna-rozszczep wargi/podniebienia 

(ang. Ectrodactyly-Ectodermal dysplasia-Cleft lip/palate). Zespół wykazuje znaczn�

heterogenno�� kliniczn�. Dziedziczy si� w sposób autosomalny dominuj�cy, w 95% 

przypadków spowodowany jest mutacjami w genie TP63 (locus 3q28) [Celli i wsp., 

1999], mo�e by� równie� uwarunkowany rearan�acjami w regionie 7q21.3-q22.1 (locus

SHFM1) [Scherer i wsp., 1994].  

• Zespół EEC bez rozszczepu wargi/podniebienia [Wallis, 1988]. 
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• Zespół LMS – ko�czynowo-sutkowy (ang. Limb-Mammary Syndrome). Zespół 

spowodowany jest mutacjami w genie TP63 i dziedziczony autosomalnie dominuj�co. 

Zespół charakteryzuje si� hypoplazj�/aplazj� gruczołów piersiowych i sutków, wadami 

ko�czyn, w tym ektrodaktyli� oraz innymi anomaliami, do których nale��: atrezja 

przewodów łzowych, dysplazja paznokci, zmniejszona potliwo��, hipodontia, 

rozszczep podniebienia [van Bokhoven i wsp., 1999].

• Zespół ADULT (ang. Acro-Dermato-Ungual-Lacrimal-Tooth syndrome). Zespół 

w wi�kszo�ci przypadków spowodowany jest mutacjami w genie TP63 i dziedziczy si�

autosomalnie dominuj�co [Amiel i wsp., 2001]. Pewna grupa cech towarzysz�cych 

zespołowi ADULT jest wspólna z zespołami EEC oraz LMS. Do najcz�stszych 

malformacji ko�czyn nale�y rozszczep r�k i/lub stóp oraz syndaktylia.  

• Zespół CHARGE – nazwa choroby jest akronimem pochodz�cym od angielskich nazw 

głównych objawów zespołu: C – coloboma, H – wady serca (ang. heart defects), 

A – artresia nozdrzy tylnych (ang. choanal atresia), R – opó
nienie wzrastania 

i rozwoju psychoruchowego (ang. retardation of growth and development), G – wady 

układu moczowo-płciowego (ang. genitourinary defects), E – wady uszu i /lub głuchota 

(ang. ear anomalies). U niektórych pacjentów wy�ej wymienionym wadom towarzysz�

wady ko�czyn takie jak: monodaktylia, hipoplazja ko�ci łokciowej, aplazja ko�ci 

piszczelowej, rozszczep ko�ci udowej. Choroba wykazuje autosomalny dominuj�cy 

rodzaj dziedziczenia, a przyczyn� s� najcz��ciej mutacje w genie CHD7 (locus 8q12.1-

q12.2) [Lalani i wsp., 2006; Jongmans i wsp., 2006]. W dwóch przypadkach przyczyn�

zespołu powi�zano z mutacjami w genie SEMA3E (locus 7q21.11), [Lalani i wsp., 

2004].  

• Zespół ektrodaktylia-niedosłuch spowodowany jest rearan�acjami w locus 7q21.3 

(SHFM1) [Tackels-Horne i wsp., 2001]. Typowym dla aberracji chromosomowych 

w tym regionie jest dziedziczenie autosomalne dominuj�ce, natomiast wada 

uwarunkowana mutacjami homozygotcznymi w genie DLX5 dziedziczy si�

autosomalnie recesywnie [Shamseldin i wsp., 2012]. 

• Zespół Karscha-Neugebauera. W chorobie rozszczepowi r�k i/lub stóp towarzyszy 

oczopl�s, zmiany na dnie oka oraz za�ma. Zespół dziedziczy si� autosomalnie 

dominuj�co, lecz nie znana jest jego przyczyna genetyczna [Pilarski i wsp., 1985].  

• Zespół EEM-ektrodaktylia-dysplazja ektodermalna-zwyrodnienie plamki (ang. 

Ectrodactyly-Ectodermal dysplasia-Macular dystrophy syndrome). Głównymi 
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objawami choroby s� cechy dysplazji ektodermalnej pod postaci� nieprawidłowo�ci 

morfologii skóry, z�bów, włosów oraz ektrodaktylia, syndaktylia i zwyrodnienie 

plamki. Zespół EEM dziedziczy si� w sposób autosomalny recesywny i uwarunkowany 

jest mutacjami w genie CDH3 [Kjaer i wsp., 2005]. 

1.6. Zespoły wad wrodzonych z atypowym rozszczepem r�k i/lub stóp 
  

Atypowy rozszczep r�k i/lub stóp mo�na okre�li� mianem zniekształcenia zmniejszaj�cego 

z oligodaktyli�. Istnieje kilka zespołów z wrodzonymi nieprawidłowo�ciami ko�czyn, 

w których wad� mo�na zaklasyfikowa� jako spektrum atypowego SHFM. Nale�� do niech 

m. in.: 

• Asocjacja VATER (VACTERL) – akronim tworz� pierwsze litery nazw wad 

typowych w zespole: V – wady kr�gów (vertebral), A – wady odcinka odbytniczo-

odbytowego (anal), C – wrodzone wady serca (ang. cardiac), T – przetoka przełykowo-

tchawicza (tracheoesophagal), E – atrezja przełyku (esophagal), R – wady nerek 

(renal), L – wady ko�czyn (limb). Asocjacja nie stanowi odr�bnego zespołu, jest 

skojarzeniem kilku wad współwyst�puj�cych w ró�nym układzie. Ok. 60% pacjentów 

wykazuje malformacje ko�czyn o charakterze wady zmniejszaj�cej z czego najwi�kszy 

odsetek stanowi hipoplazja/aplazja ko�ci piszczelowej, której w ok. 20% przypadków 

towarzyszy skrócenie ko�ci strzałkowej [Castori i wsp., 2008]. Etiologia asocjacji 

VATER jest heterogenna, jednak�e cz�ste wyst�powanie wad ko�ci długich sugeruje 

wspólny czynnik patogenny.  

• SHFLD – Rozszczep r�k i/lub stóp ze skróceniem ko�ci długich (ang. Split Hand/Foot 

Malformation with Long Bone Deficiency). Etiologia wady została opisana w rozdziale 

1.4.1.  

• Zespół FFU – ko�� udowa-strzałka-ko�� łokciowa (ang. Femur-Fibula-Ulna syndrome) 

jest wad� sporadyczn� o nieznanej etiologii. Cechuje si� zró�nicowanym zestawieniem 

wrodzonych wad ko�ci udowej, strzałkowej i/lub łokciowej, którym mog� towarzyszy�

wady palców po stronie strzałkowej/łokciowej. Cz�ste w zespole FFU s� amelia, 

hipoplazja ko�ci ramiennej, zrost ko�ci ramiennej i promieniowej. Istotn� cech�

w charakterystyce zespołu jest asymetria wyst�powania malformacji poszczególnych 

ko�czyn. Wada manifestuje si� cz��ciej i w wi�kszym nasileniu w ko�czynach górnych 

ni� dolnych oraz po prawej ni� po lewej stronie ciała [Lenz i wsp., 1993].  
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• OLHS – (ang. Oromandibular-Limb-Hypogegesis Syndromes) to grupa wad 

wrodzonych charakteryzuj�cych si� malformacjami j�zyka, �uchwy, szcz�ki oraz 

ko�czyn. 

1.7. Diagnostyka i poradnictwo genetyczne w SHFM 

Diagnostyka u pacjentów z rozszczepem r�k i/lub stóp powinna by� przeprowadzona 

w oparciu o badanie kliniczne oraz testy molekularne (wzgl�dnie cytogenetyczne). 

W pi�miennictwie naukowym wyró�nia si� co najmniej 7 typów SHFM, które zostały 

szczegółowo opisane w poprzednim rozdziale. Najcz�stszym rodzajem dziedziczenia wady 

jest autosomalny dominuj�cy o niepełnej penetracji cechy [Duijf i wsp., 2003], jakkolwiek 

opisuje si� równie� rzadsze przypadki o dziedziczeniu autosomalnym recesywnym 

[Shamseldin i wsp., 2012; Blattner i wsp., 2010; Elliott i wsp., 2007] oraz sprz��onym 

z chromosomem X [Ahmad i wsp., 1987]. Przypadki sporadyczne izolowanych form 

rozszczepu r�k i/lub stóp s� najcz��ciej uwarunkowane mutacjami de novo. W takim 

wypadku ryzyko powtórzenia si� wady u rodze�stwa probanda jest bardzo niskie, 

populacyjne, natomiast prawdopodobie�stwo, �e wada powtórzy si� u potomstwa probanda 

wynosi ju� od 30% do 50%. Bior�c pod uwag� niepełn� penetracj�, zmienn� ekspresj� oraz 

efekt płci [Klopocki i wsp., 2012], poradnictwo genetyczne w SHFM mo�e stanowi�

wyzwanie dla lekarza genetyka, konsultuj�cego zarówno przypadki sporadyczne jak 

i rodzinne. Ponadto u niektórych pacjentów z SHFM wada mo�e by� uwarunkowana dwu- 

lub wielogenowo. W zwi�zku z powy�szym, rzetelne poradnictwo genetyczne 

w rozszczepach r�k i/lub stóp powinno opiera� si� na panelu odpowiednich testów 

genetycznych. Pomimo znacznego post�pu wiedzy w diagnostyce molekularnej 

rozszczepów r�k i/lub stóp, przyczyna genetyczna ok. 50% przypadków pozostaje 

niewyja�niona, co oznacza, �e nie mo�na jej okre�li� przy wykorzystaniu rutynowych testów 

genetycznych. Dla tej grupy pacjentów okre�lenie ryzyka wyst�pienia wady u potomstwa 

jest trudne, niejednoznaczne i oparte na danych empirycznych.  

Pierwszym etapem diagnostyki genetycznej u danego pacjenta z SFHM jest ocena 

kliniczna wady oraz sposobu jej dziedziczenia, a nast�pnie wybór odpowiedniego testu 

molekularnego. Cz�sto�� okre�lonych mutacji/aberracji jest inna dla SHFM typowego 

i atypowego, izolowanego i zespołowego, sporadycznego i rodzinnego. Według danych 

z pi�miennictwa, w tym zebranych przez Klopocki i wsp. [2012], którym udało si� opisa�
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najwi�ksz� do tej pory grup� pacjentów z SHFM (56 probandów), najcz�stsz� przyczyn�

izolowanych form typowego SHFM s� duplikacje w locus 10q24.3 (SFHM3) oraz 17p13.3 

(SHFM/SHFLD), stanowi�ce odpowiednio 20% i 16% przypadków. W oparciu o te dane 

oraz badania własne autorki, identyfikacja przyczyny molekularnej u pacjenta z typowym 

SHFM powinna rozpocz�� si� od analizy liczby kopii w locus 10q24.3, a nast�pnie 17p13.3. 

W tym przypadku metod� z wyboru powinna by� porównawcza hybrydyzacja genomowa 

do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH), poniewa� umo�liwia ona nie tylko 

identyfikacj� powy�szych zmian, ale równie� pozostałych niezrównowa�onych zmian 

genomowych (w loci SHFM1, SHFM2, SHFM5). Ze wzgl�du na to, �e wi�kszo�� zmian 

genomowych powoduj�cych SHFM ma wielko�� ok. kilkuset tysi�cy par zasad, 

rozdzielczo�� danej płytki mikromacierzowej nie musi by� szczególnie du�a aby uchwyci�

dan� zmian�. Rutynowo wykorzystywane w diagnostyce macierze o rozdzielczo�ci ok. 180 

tysi�cy sond na haploidalny genom wystarcz�, aby zidentyfikowa� patogenne CNV. 

Alternatywn� metod� analizy liczby kopii danego locus SHFM jest technika MLPA 

(multipleksowa amplifikacja zale�na od ligacji sond, ang. Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification) oraz qPCR (ilo�ciowa PCR, ang. quantitative PCR). Niestety na chwil�

obecn� nie istniej� komercyjnie dost�pne zestawy do analizy tych regionów (w tym SHFM3 

i SHFM/SHFLD), dlatego konieczno�� projektowania własnych, niezwalidowanych 

laboratoryjnie testów utrudnia wiarygodn� i rzeteln� diagnostyk�.  

W niektórych przypadkach SHFM badanie kariotypu metod� klasyczn�

z zastosowaniem techniki pr��ków G mo�e okaza� si� wystarczaj�ce dla okre�lenia 

przyczyny wady. Dotyczy to du�ych aberracji chromosomowych, takich jak np. delecje 

obejmuj�ce locus 7q21-q22 (SHFM1) [Crackower i wsp., 1996; Duijf i wsp., 2003; Elliott 

i wsp., 2006] czy region 2q31 (SHFM5) [Goodman i wsp., 2002; Elliott i wsp., 2005]. Zalet�

tej metody jest przede wszystkim niski koszt oraz mo�liwo�� wykrycia zmian 

zrównowa�onych (np. translokacji czy inwersji), które s� nierzadkie w regionie SHFM1. 

Klasyczna ocena chromosomów z wzorem pr��kowym GTG powinna by� rutynowo brana 

pod uwag� w zespołowych typach SHFM, zwłaszcza w przypadkach współwyst�powania 

innych wad wrodzonych czy niepełnosprawno�ci intelektualnej, co jest cz�ste w SHFM5 

[Elliott i wsp., 2006]. Kolejnym istotnym testem diagnostycznym jest sekwencjonowanie 

genu TP63. Mutacje w TP63 stanowi� przyczyn� ok. 16% izolowanych SHFM oraz a� 95% 

przypadków EEC. Mutacje te mog� by� zmianami wyst�puj�cymi de novo lub 

dziedziczonymi autosomalnie dominuj�co z 50% ryzykiem przekazania wady. Mutacje 

w TP63 wykazuj� pełn� penetracj� ale zmienn� ekspresj� cechy [de Mollerat i wsp., 2003a].  
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Do tej pory opisano dwa loci chromosomowe, w których identyfikowano 

homozygotyczne lub zło�one heterozygotyczne mutacje w genach WNT10B [Ugur i wsp., 

2008] oraz DLX5 [Shamseldin i wsp., 2012] odpowiadaj�ce za dziedziczenie recesywne. 

Poniewa� jednak przypadki wyst�pienia wady o autosomalnym recesywnym rodzaju 

dziedziczenia s� niezwykle rzadkie, dlatego sekwencjonowanie w/w genów powinno by�

rozpatrywane na ko�cowych etapach post�powania diagnostycznego.  

Wiele kłopotów interpretacyjnych przysparza wada spowodowana duplikacj�

w regionie 17p13.3 (SHFM/SHFLD), ze wzgl�du na obni�ony poni�ej 50% stopie�

penetracji zmiany. Oznacza to, �e duplikacja jest cz�sto odziedziczona po zdrowym rodzicu 

probanda. Wskazuje si� równie� na efekt płci, jako czynnika wpływaj�cego na stopie�

penetracji cechy, gdy� ok. 72% pacjentów stanowi� m��czy
ni, podczas gdy kobiety s�

najcz��ciej bezobjawowymi nosicielkami duplikacji. Oszacowano, i� ryzyko wyst�pienia 

wady u potomstwa zdrowych nosicieli duplikacji 17p13.3 wynosi ok. 36% dla chłopców 

i 15% dla dziewczynek [Klopocki i wsp., 2012].  

  Dost�pno�� molekularnych testów oraz technik umo�liwiaj�cych identyfikacj�

przyczyny molekularnej wady ze spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp przyczyniła si� do 

poprawy jako�ci diagnostyki genetycznej u pacjentów dotkni�tych t� oraz innymi wadami 

wrodzonymi ko�czyn. Genetyczna i kliniczna heterogenno�� SHFM, jak równie� wysoki 

odsetek pacjentów o wykluczonych znanych przyczynach wady sprawia, i� poradnictwo 

genetyczne jest dla wielu z nich wyj�tkowo trudne, zwłaszcza w kontek�cie oceny ryzyka 

wyst�pienia wady w kolejnych pokoleniach. Dlatego te� rzetelnie przeprowadzona 

diagnostyka i identyfikacja mutacji sprawczej jest niezwykle istotna zarówno dla chorego, 

jak i dla jego rodziny. Po pierwsze, umo�liwia choremu i/lub jego rodzicom zrozumienie 

przyczyny wady i charakteru zmiany genetycznej. Po drugie, pozwala okre�li� rodzaj 

dziedziczenia mutacji i oszacowa� ryzyko wyst�pienia wady w nast�pnym pokoleniu, co 

umo�liwia rodzicom �wiadome kształtowanie planów prokreacyjnych. Po trzecie, po 

wykluczeniu wszystkich znanych zmian molekularnych powoduj�cych SHFM, 

odpowiednio dobrane badania molekularne (np. aCGH, sekwencjonowanie eksomu – WES 

ang. whole exome sequencing, sekwencjonowanie genomu – WGS ang. whole genome 

sequencing) stwarzaj� mo�liwo�� wykrycia nowych przyczyn molekularnych rozszczepów 

r�k i/lub stóp.  
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Tabela 1. Kliniczna i molekularna charakterystyka zananych loci w wadach ze spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp. 

SHFM – rozszczep r�k i/lub stóp; SHFLD – rozszczep r�k i/lub stop ze skróceniem ko�ci długich 

dup10q24 – duplikacja w locus 10q24; del2q31 – delecja w locus 2q31; dup 17p13.3 – duplikacja w locus 17p13.3 

AD – autosomalny dominuj�cy, AR – autosomalny recesywny, XR – sprz��ony z X recesywny  

EEC –zespół EEC; ADULT – zespół ADULT; LADD – zespół LADD; CHARGE – zespół CHARGE; VATER – asocjacja VATER; NI – niepełnosprawno�� intelektualna 

ND – nie dotyczy

Locus SHFM Rodzaj mutacji Cz�sto�� mutacji 
Rodzaj 

dziedziczenia
Fenotyp ko�czynowy 

Zespół wad/wady 

pozako�czynowe/NI
Pi�miennictwo 

SHFM1 

rearan�acje w 

locus 7q21.3-

q22.1 

brak danych AD 
SHFM 

EEC/ 

niedosłuch typu 

odbiorczego, NI 

Crackower i wsp., 1996 

mutacje w DLX5 1 rodzina AR Shamseldin i wsp.,  2012 

SHFM2 Xq26 1 rodzina XR 

SHFM, syndaktylia, 

niedorozwój ko�ci 

�ródr�cza, niedorozwój 

ko�ci palców 

ND 
Faiyaz ul Haque i wsp., 

1993 

SHFM3 dup10q24 20% AD 
SHFM, trójpaliczkowe 

i/lub zdwojone kciuki, 
ND de Mollerat i wsp., 2003 

SHFM4 mutacje w TP63

10-16% (formy 

niezespołowe), 

93% (zespół EEC) 

AD SHFM 

EEC, ADULT, 

LADD, CHARGE, 

VATER/NI 

van Bokhoven i wsp., 

2001; 

de Mollerat i wsp., 2003a 

SHFM5 del2q31 brak danych AD SHFM 

NI, dysplazja 

ektodermalne i wady 

twarzoczaszki, 

rozszczep 

wargi/podniebienia 

Goodman i wsp., 2002 

SHFM6 
mutacje w

WNT10B

3 rodziny, 

1 przypadek 
AR 

SHFM, skrócenie ko�ci 

piszczelowych 
ND 

Ugur i wsp., 2008;  

Blattner i wsp., 2010;  

Khan i wsp., 2012 

SHFM/SHFLD dup17p13.3 
12% (SHFM), 

90% (SHFLD) 
AD 

SHFM, skrócenie ko�ci 

długich 
ND Klopocki i wsp., 2012 

2
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2. CELE PRACY 

Wady ze spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp s� zró�nicowane pod wzgl�dem klinicznym 

i genetycznym. Zmienna ekspresja cechy, niepełna penetracja czynnika patogennego oraz 

wysoki odsetek przypadków o nieokre�lonej przyczynie genetycznej wady, mog� stanowi�

wyzwanie dla lekarza genetyka w ocenie jej molekularnego podło�a. Dost�pne testy 

diagnostyczne umo�liwiaj� identyfikacj� wady u ok. 50% pacjentów manifestuj�cych 

rozszczep r�k i/lub stóp. Głównym zało�eniem niniejszej pracy było poszerzenie zakresu 

wiedzy dotycz�cej molekularnego podło�a rozszczepów r�k i/lub stóp. W zwi�zku 

z powy�szym, sformułowano nast�puj�ce cele rozprawy doktorskiej: 

1. Identyfikacja oraz analiza podło�a molekularnego wrodzonych wad rozwojowych ze 

spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp u pacjentów zakwalifikowanych do bada�. 

2. Ocena cz�sto�ci poszczególnych mutacji w genach/regionach zidentyfikowanych 

u pacjentów dotkni�tych typowym i atypowym rozszczepem r�k i/lub stóp. 

3. W przypadku identyfikacji nowych genów i/lub regionów oraz potwierdzenia ich 

udziału w patogenezie rozszczepu r�k i/lub stóp opracowanie nowych testów 

umo�liwiaj�cych diagnostyk� genetyczn� wady o nowo poznanym podło�u 

molekularnym. 

4. Ocena przydatno�ci technik porównawczej hybrydyzacji genomowej do 

mikromacierzy oligonukleotydowej oraz sekwencjonowania eksomu w diagnostyce 

genetycznej wad ko�czyn o typie rozszczepu. 
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3. PACJENCI I METODY 

3.1. Pacjenci – rekrutacja oraz kryteria wł�czenia do bada�
  

 W badaniach wzi�li udział wył�cznie pacjenci, których rodzice lub opiekunowie 

prawni wyrazili �wiadom� zgod� na przeprowadzenie bada� molekularnych. Badania 

uzyskały akceptacj� Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola 

Marcinkowskiego w Poznaniu.  

 Analiz� obj�to grup� 35 probandów ze spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp, z czego 

zdecydowan� wi�kszo�� (30 przypadków) stanowili pacjenci z izolowan� form� wady. 

W pozostałej grupie (5 pacjentów), ektrodaktylii towarzyszyła przynajmniej jedna 

dodatkowa wada wrodzona lub opó
nienie rozwoju psychoruchowego/niepełnosprawno��

intelektualna. Spo�ród wszystkich pacjentów zakwalifikowanych do bada�, 

17 manifestowało typowy SHFM. U pozostałych probandów wada miała posta� atypow�. 

W tej grupie, u 12 chorych wadzie r�k i/lub stóp towarzyszyło skrócenie ko�ci długich 

(SHFLD). W grupie pacjentów wł�czonych do bada�, przypadki sporadyczne o obustronnej 

manifestacji wady stanowiły 86% (30 pacjentów). Pacjenci, u których wada wyst�powała 

rodzinnie stanowili 14% (5 przypadków). Uznawano, �e wada ma posta� rodzinn� w sytuacji 

wyst�pienia malformacji ko�czyn u krewnych I stopnia probanda (rodzice, rodze�stwo, 

potomstwo), a tak�e II lub III stopnia ze wzgl�du na mo�liwo�� niepełnej penetracji cechy 

w jednym pokoleniu. W przypadku rodzinnego wyst�pienia wady dopuszczano równie� jej 

jednostronn� manifestacj�. Kryterium rodzinnego uwarunkowania wady zostało ustalone 

przez lekarza genetyka konsultuj�cego pacjentów (Dr n. med. Aleksander Jamsheer). 

 Do bada� genetycznych nie wł�czono pacjentów, u których wada wrodzona wyst�piła 

na skutek uszkodzenia mechanicznego (np. sekwencja pasm owodniowych) lub potencjalnej 

ekspozycji na znany teratogen.  

 Głównym 
ródłem pacjentów zakwalifikowanych do bada� były poradnie genetyczne, 

przede wszystkim NZOZ Centrum Genetyki Medycznej GENESIS w Poznaniu. Pacjentom 

proponowano udział w badaniach genetycznych równie� za po�rednictwem witryny 

internetowej organizacji "W naszych r�kach" (www.wady-dloni.org.pl), na której 

umieszczony jest list informuj�cy o mo�liwo�ci bezpłatnego udziału w badaniach 

genetycznych na zasadach naukowych. Ponadto pacjenci rekrutowani byli z Polskiego 

Rejestru Wrodzonych Wad Rozwojowych (PRWWR). Dzi�ki zawartym w formularzu 
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zgłoszeniowym do PRWWR informacjom o rodzaju wady, okre�laj�cym m. in. jej jedno- lub 

obustronno��, obecno�� wad u innych członków rodziny, a tak�e umieszczonym danym 

osobowym i adresowym, mo�liwe było nawi�zanie kontaktu z rodzicami dziecka 

i zaproponowanie im bada� genetycznych.  

W�ród pacjentów poddanych badaniom molekularnym mo�na wyró�ni� dwie grupy: 

pacjenci nie obj�ci wcze�niej diagnostyk� i poradnictwem genetycznym (20 probandów) 

oraz pacjenci, u których najcz�stsze przyczyny molekularne zostały wykluczone w toku 

uprzednio wykonanych bada� (15 probandów) [Jamsheer, 2011].  

W niniejszej pracy przeprowadzono wybrane badania genetyczne na polskiej grupie 

kontrolnej licz�cej 192 zdrowe dorosłe osoby (96 m��czyzn i 96 kobiet) bez strukturalnych 

wad wrodzonych, wykorzystuj�c zasoby Katedry Genetyki Medycznej UM w Poznaniu. 

3.2. Diagnostyka kliniczna 

Diagnostyka kliniczna maj�ca na celu kwalifikacj� poszczególnych pacjentów do 

bada� molekularnych oraz dobór odpowiednich testów genetycznych, została 

przeprowadzona przez współpracuj�cego z autork� lekarza, specjalist� w zakresie genetyki 

klinicznej, z do�wiadczeniem w zakresie diagnostyki klinicznej i molekularnej wrodzonych 

wad ko�czyn (Dr n. med. Aleksander Jamsheer). W zwi�zku z powy�szym, gromadzona do 

bada� grupa pacjentów podlegała rzetelnej ocenie klinicznej. Współpracuj�cy z autork�

lekarz genetyk osobi�cie konsultował wszystkich probandów zgłaszaj�cych si� do poradni 

genetycznej w Poznaniu i jej oddziału w Zielonej Górze oraz zdalnie, pacjentów b�d�cych 

pod opiek� innych poradni.  

Badania kliniczne obejmowały [na podstawie: Jamsheer, 2011]: 

1) Wywiad, przeprowadzony przez lekarza genetyka w rozmowie z pacjentem lub jego 

rodzicem (rodzicami)/ opiekunem prawnym. Wywiad obejmował: 

• wywiad rodzinny (ze szczególnym uwzgl�dnieniem wyst�pienia w rodzinie 

przypadków wrodzonych wad ko�czyn, innych wad wrodzonych, opó
nienia 

rozwoju psychoruchowego/niepełnosprawno�ci intelektualnej);  

• pokrewie�stwo rodziców probanda; 

• przebieg ci��y z probandem (w tym ekspozycj� na czynniki teratogenne, stosowanie 

leków oraz infekcje przebyte przez matk� w czasie ci��y); 
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• przebieg porodu; 

• rozwój psychoruchowy; 

• obecno�� innych wrodzonych wad rozwojowych; 

• aktualn� opiek� specjalistyczn� nad probandem; 

2) Przegl�d dotychczasowej dokumentacji medycznej pacjenta, w tym: zdj�� ko�czyn 

dotkni�tych wad�, wykonanych przed ewentualn� interwencj� chirurgiczn�, zdj�� RTG 

ko�czyn oraz wyników przeprowadzonych bada� obrazowych narz�dów wewn�trznych 

(w przypadku zespołów wrodzonych wad mnogich).  

3) Badanie przedmiotowe pacjenta, które słu�yło dokładnej ocenie fenotypu i lokalizacji 

wady ko�czyn, ocenie etiologii wady (czynniki genetyczne/ �rodowiskowe), identyfikacji 

ewentualnych wad towarzysz�cych, nieprawidłowo�ci w budowie ciała, asymetrii ko�czyn, 

zaburze� proporcji poszczególnych segmentów ciała, dysmorfii.  

Ze wzgl�du na to, �e wiek pacjentów nie był istotnym czynnikiem w ocenie typu 

malformacji ko�czyn, nie został on uwzgl�dniony w opisie klinicznym pacjentów. 

3.3. Materiał do bada�

3.3.1. Izolacja genomowego DNA 

Materiał do bada� stanowił DNA wyizolowany z limfocytów 5-10 ml krwi obwodowej 

(1-2 ml - w przypadku noworodków i niemowl�t), pobranej do jałowych probówek 

z antykoagulantem EDTA. Krew pobierana była od probanda i obojga jego rodziców oraz, 

w przypadkach rodzinnego uwarunkowania wady, od pozostałych dost�pnych krewnych 

probanda. W dwóch przypadkach autorka nie dysponowała materiałem biologicznym 

rodziców pacjenta, co uniemo�liwiło ocen� pochodzenia rodzicielskiego stwierdzonej 

zmiany.  

Izolacj� DNA przeprowadzono z 1-10 ml krwi obwodowej metod� wysalania białek 

[Sambrook i wsp. 2001]. 
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Protokół izolacji:

1. Przeprowadzono liz� erytrocytów poprzez dodanie do krwi 20 ml buforu lizuj�cego. 

Prób� mieszano przez odwracanie probówki i inkubowano przez 10 min. w temp. 

pokojowej.  

2. Prób� wirowano w 4oC przy 2600 rpm przez 30 min. Supernatant zlewano znad 

osadu.  

3. Osad leukocytów przemywano trzykrotnie 20 ml 1x TKM, ka�dorazowo wiruj�c 

prób� w 4oC przy 2600 rpm przez 30 min.  

4. Osad zawieszano w 750 µl buforu TKM, rozbijano i przenoszono do probówki 2 ml. 

5. Do zawiesiny komórek dodawano 400 µl 10% SDS i mieszano przez odwracanie. 

6. Prób� inkubowano w 60oC z wytrz�saniem (650 rpm) przez 20 min.  

7. Do próby dodawano 800 µl 5M NaCl i wytrz�sano na mieszadle typu vortex przez około 

20 sek.  

8. Próby wirowano w temp. pokojowej przez 30 min. przy 11800 rpm. 

9. Supernatant przenoszono do probówki o pojemno�ci 15 ml i dodawano 3 obj. 96% 

etanolu, celem wytr�cenia DNA.  

10. Próby inkubowano 15 min. w temp. pokojowej, a nast�pnie wytr�cano DNA poprzez 

delikatne obracanie probówki.  

11. Wytr�cone DNA przenoszono do probówki 1,5 ml i dwukrotnie płukano 70% 

etanolem (-20oC) ka�dorazowo wiruj�c prób� w temp. pokojowej przez 5 min. przy 

9200 rpm.  

12. Supernatant dokładnie usuwano i suszono osad w 37oC. Wysuszony osad 

rozpuszczano w ok. 500 µl wody przez minimum 16 godz. w temp 37oC.  

3.3.2. Ocena ilo�ciowa i jako�ciowa wyizolowanego DNA 

Wyizolowany DNA poddawano analizie ilo�ciowej i jako�ciowej poprzez pomiar jego 

st��enia oraz rozdział elektroforetyczny. St��enie próby DNA mierzono przy pomocy 

spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientitic) przy długo�ci fali 260 nm, 280 nm 

i 320 nm. Stosunek absorbancji A260/A280 pozwala na ocen� stopnia czysto�ci DNA 



PACJENCI I METODY 

32 

(A260 - maksimum absorbancji dla kwasów nukleinowych, A280 - maksimum absorbancji dla 

białek). Graniczna warto�� stosunku absorbancji A260/A280 wynosi 1,8-2,0. Odst�pstwa od 

tych warto�ci �wiadcz� o zanieczyszczeniu próby DNA białkami lub solami. Stopie�

integralno�ci wysokocz�steczkowego DNA oceniano przy pomocy rozdziału roztworu DNA 

na 1% �elu agarozowym (z dodatkiem bromku etydyny o st��eniu ko�cowym 0,1 �g/ml), 

wzgl�dem standardu wielko�ci (Lambda DNA/Hind III). Elektroforez� prowadzono 

w buforze TAE, przy nat��eniu 110 V przez 45 min. Rozdzielone DNA wizualizowano 

w systemie do dokumentacji �eli Gel Doc 2000 (BIO-RAD).  

3.4. Metody badawcze 

 Informacje uzyskane w toku bada� klinicznych przeprowadzonych przez lekarza 

genetyka pozwoliły na wykluczenie b�d
 zakwalifikowanie pacjenta do bada�

genetycznych, maj�cych na celu ustalenie przyczyny molekularnej wady. Ze wzgl�du na 

wynikaj�cy z oceny klinicznej rodzaj wady (SHFM typowy/atypowy, 

izolowany/zespołowy), dobierany był odpowiedni algorytm diagnostyczny, ustalaj�cy 

kolejno�� wykonywania okre�lonych testów genetycznych u danego pacjenta. 

 Opracowany przez autork� ogólny schemat post�powania diagnostycznego zakładał 

przeprowadzenie nast�puj�cych po sobie etapów bada� genetycznych w zale�no�ci od 

uzyskania pozytywnego lub negatywnego wyniku analizy poprzedzaj�cej. Zgodnie z tym 

zało�eniem, identyfikacj� przyczyny molekularnej wady u pacjentów ze spektrum SHFM 

prowadzono pocz�wszy od najcz�stszych zmian typowych dla danego typu ektrodaktylii 

przez zmiany rzadziej stwierdzane (np. w recesywnym uwarunkowaniu wady), zmiany 

genomowe, mutacje w genach kandyduj�cych, a� po sekwencjonowanie eksomu. 

 Pierwszym etapem bada� była diagnostyka genetyczna przeprowadzona w kierunku 

identyfikacji najcz�stszych zmian odpowiadaj�cych za fenotyp rozszczepu r�k i/lub stóp, 

czyli duplikacji w regionach 10q24.31-32 (SHFM3), 17q13.3 (SHFM/SHFLD) oraz mutacji 

punktowych w sekwencji koduj�cej genu TP63 (SHFM4). Badania te wykonano w grupie 

pacjentów nie obj�tych wcze�niej diagnostyk� i poradnictwem genetycznym. Nast�pnie, 

u pacjentów z negatywnym wynikiem niniejszych bada�, wykonano analiz� sekwencyjn�

genów odpowiadaj�cych za recesywnie uwarunkowane typy wady (WNT10B, DLX5). 

Kolejnym etapem było przeprowadzenie badania porównawczej hybrydyzacji genomowej 

do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH). Badanie to umo�liwiało identyfikacj�
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pozostałych znanych, cho� rzadszych, niezrównowa�onych submikroskopowych zmian 

genomowych stanowi�cych przyczyn� SHFM (np. w locus 7q21) oraz nowych 

(nieopisanych), potencjalnie patogennych zmian. Wszystkie zmiany strukturalne wykryte 

w badaniu aCGH były oceniane pod wzgl�dem polimorficzno�ci lub patogenno�ci w trakcie 

analizy bioinformatycznej. Obecno�� wytypowanych zmian była nast�pnie weryfikowana 

niezale�n� metod� (qPCR) u probanda, jak równie� sprawdzano nosicielstwo rearan�acji 

u dost�pnych krewnych probanda. W przypadku identyfikacji nieopisanej dot�d 

w pi�miennictwie patogennej aberracji, mapowano dokładne punkty złama�. U pacjentów 

z negatywnym wynikiem bada� aCGH wykonano sekwencjonowanie genów 

kandyduj�cych, potencjalnie zaanga�owanych w patogenez� SHFM (BHLHA9, BHLAB5, 

DYNC1I1e15 i e17). Dodatkowo u pacjentów z typowym SHFM przeprowadzono badanie 

qPCR, w celu oceny liczby kopii eksonów 15 i 17 genu DYNC1I1. U 10 probandów 

z negatywnym wynikiem w/w bada� przeprowadzono sekwencjonowanie eksomu, w celu 

identyfikacji mutacji punktowych w całej sekwencji koduj�cej genomu. Potencjalnie 

patogenne zmiany u probanda oraz w badaniach rodzinnych weryfikowano 

sekwencjonowaniem metod� Sangera. 

Badania rodzinne

 Wszystkie potencjalnie patogenne mutacje były weryfikowane w badaniach 

rodzinnych w celu wykluczenia nosicielstwa wykrytej zmiany u rodziców pacjenta lub jej 

potwierdzenia u obci��onych wad� krewnych probanda (przypadki rodzinne). W analizie 

wyników badania rodzinnego przyj�to zasad�, i� wykluczenie nosicielstwa wykrytej zmiany 

u zdrowych rodziców pacjenta lub potwierdzenie jej kosegregacji z fenotypem u krewnego 

dotkni�tego wad�, jest silnym argumentem przemawiaj�cym za patogenno�ci� wykrytej 

zmiany. Dopuszczano jednak�e mo�liwo�� niepełnej penetracji, co w okre�lonych 

przypadkach mo�e tłumaczy� bezobjawowe nosicielstwo patogennej zmiany u zdrowego 

krewnego probanda.  
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Rycina 4. Przyj�ty w pracy ogólny algorytm post�powania diagnostycznego w wadach ze spektrum 

rozszczepu r�k i/lub stóp. 

3.4.1. Sekwencjonowanie metod� Sangera oraz sposób analizy wyników 

Sekwencjonowanie znanych oraz potencjalnie patogennych genów/regionów.

 W celu identyfikacji u pacjentów mutacji w znanych genach zaanga�owanych 

w patogenez� SHFM (TP63, WNT10B, DLX5) oraz genach kandyduj�cych o potencjalnym 

znaczeniu patogennym (BHLHA9, BHLAB5, DYNC1I1, ROBO1, ODZ4, DLX6, DSS1), 

zaprojektowano startery obejmuj�ce eksony, zł�cza ekson-intron oraz fragmenty intronów 

przylegaj�ce do eksonów. Analizie sekwencji koduj�cej poddano wszystkie eksony genów 

wynik +
diagnoza

wynik +
diagnoza

wynik +
diagnoza

wynik +
diagnoza

wynik +
diagnoza

wynik +
diagnoza

wynik +
diagnoza

wynik +
diagnoza

wynik +
diagnoza

wynik + wynik +
diagnozaqPCR

gen TP63 SHFM4

qPCR locus 17q13.3 SHFM/SHFLD

qPCR locus 10q24.31 SHFM3

gen DLX5 SHFM1

aCGH 1,4Mb (Roche)

gen BHLHB5

gen DYNC1I1e15 i e17

qPCR gen DYNC1I1e15 i e17

gen BHLHA9

Sekwencjonowanie eksomu (WES ang. Whole Exome Sequencing)

wynik -

wynik -

wynik -

wynik -

wynik -

wynik -

wynik -

wynik -

wynik -

wynik -

wynik -

gen WNT10B SHFM5



PACJENCI I METODY 

35 

TP63, WNT10B, DLX5, BHLHA9, BHLAB5. W przypadku genów DYNC1I1, ROBO1, 

ODZ4, sekwencjonowano wybrane fragmenty. Sekwencje starterów (F – forward�


R – reverse) specyficznych do danych fragmentów DNA projektowano przy u�yciu 

programu Primer3, a nast�pnie sprawdzano pod wzgl�dem specyficzno�ci przy u�yciu 

programu BLAST (dost�pnego na witrynie internetowej Ensembl). PCR amplifikacyjn�

przeprowadzano w obj�to�ci 10 µl na matrycy DNA pacjenta, w mieszaninie reakcyjnej 

o nast�puj�cym składzie:  

 - FailSafe™ Premix J  - 5,0 µl 

 - startery F+R (10 pmol/µl)  - 1,0 µl 

  - matryca DNA (100-200 ng/ µl) - 0,5 µl 

 - Polimeraza DNA HiFiTaq  - 0,1 µl 

 - H2O    - 3,4 µl

Do amplifikacji fragmentów genu TP63 u�ywano programu multi-step PCR:

95oC  2 min. 

94oC   30 sek. 

61oC  45 sek.  x 2 cykle 

72oC  45 sek.  

94oC   30 sek. 

59oC  45 sek.  x 2 cykle 

72oC  45 sek.  

94oC   30 sek. 

57oC  45 sek.  x 2 cykle 

72oC  45 sek.  

94oC   30 sek. 

55oC  45 sek.  x 31 cykli 

72oC  45 sek.  

72oC  10min. 

4oC   ∞

Do amplifikacji pozostałych genów/fragmentów genów u�ywano programu touch-down PCR : 

95oC  3 min. 

94oC   15 sek. 

63oC  30 sek.  (-0,2) x 40 cykli 

72oC  45 sek.  

72oC  10min. 

4oC   ∞

Zamplifikowane produkty DNA sprawdzano pod wzgl�dem specyficzno�ci w trakcie 

rozdziału elektroforetycznego na 1,5% �elu agarozowym (z dodatkiem bromku etydyny 
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o st��eniu ko�cowym 0,1 �g/ml), wobec standardu wielko�ci (GeneRuler™ 100 bp DNA 

Ladder). Elektroforez� prowadzono w buforze TAE, przy nat��eniu 140 V przez 35 min. 

Produkty PCR wizualizowano w systemie do dokumentacji �eli Gel Doc 2000 (BIO-RAD). 

 Wszystkie otrzymane w wyniku PCR produkty oczyszczano enzymatycznie, trawi�c 

jednoniciowe fragmenty DNA w reakcji z wykorzystaniem enzymu ExoI (Eksonukleaza I) 

oraz defosforyluj�c niezu�yte w PCR ddDNTPy z wykorzystaniem enzymu SAP (fosfataza 

alkaliczna pochodz�ca z krewetek, ang. shrimp alkaline phosphatase)  

Oczyszczanie prowadzono w 10 µl mieszaniny reakcyjnej o nast�puj�cym składzie: 

 - produkt PCR  - 8 µl 

 - SAP (500U)  - 0,3 µl 

 - ExoI (4000U)  - 0,08 µl 

 - H2O   - 1,62 µl 

Reakcj� prowadzono w warunkach: 

37oC  15 min. 

72oC  15 min.  

4oC   ∞

  

 W drugim etapie bada�, na matrycy otrzymanych produktów wykonano PCR 

sekwencyjn� (usługa zlecona) przy u�yciu zestawu BigDyeTerm v3.1 (Applied Biosystems). 

Skład mieszaniny reakcyjnej był nast�puj�cy: 

 - Big Dye Terminator - 1,5 µl 

 - BigDye v3.1   - 1,0 µl 

 -starter F lub R (10 pmol/µl) - 0,5 µl 

 -produkt PCR (matryca) - 1,0 µl 

 - H2O    - 6,0 µl 

Reakcj� prowadzono w warunkach: 

96oC  1 min. 

96oC   30 sek. 

50oC  30 sek.  25 cykli 

60oC  4 min.  

4-8oC   ∞

Rozdział produktów sekwencjonowania przeprowadzano na 48-kapilarnym sekwenatorze 

3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems). 
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 Wyniki sekwencjonowania analizowano w programie BioEdit, porównuj�c 

sekwencj� próby badanej do sekwencji referencyjnej. Aby okre�li� patogenno�� wykrytej 

zmiany, w pierwszej kolejno�ci prowadzono analiz� bioinformatyczn� z wykorzystaniem 

internetowych baz danych (Ensembl, HGMD, Exome Variant Server) oraz internetowych 

programów (PolyPhen2, SIFT, MutationTaster). Nast�pnie w badaniach rodzinnych 

okre�lano nosicielstwo zidentyfikowanej, potencjalnie patogennej zmiany u krewnych 

pacjenta. 

  

Charakterystyka programów internetowych i baz danych, wykorzystywanych do oceny 

stopnia patogenno�ci mutacji typu missense (adresy internetowe – patrz Tabela 5).

W przypadku identyfikacji nowych, nieopisanych mutacji typu missense w badanych 

genach, niezwykle istotne jest okre�lenie czy dana zmiana niesynonimiczna (powoduj�ca 

zamian� aminokwasu) ma charakter polimorficzny, czy potencjalnie patogenny. Analizy tej 

mo�na dokona� w oparciu o internetowe programy komputerowe umo�liwiaj�ce ocen�

in silico wpływu danej mutacji na struktur� i wła�ciwo�ci fizykochemiczne białka. W tym 

celu autorka korzystała z nast�puj�cych programów:

SIFT (ang. Sorting Intolerant From Tolerant) – program przewiduje, czy zamiana 

aminokwasu wpływa na funkcj� białka na podstawie oceny stopnia zakonserwowania 

ewolucyjnego danej reszty aminokwasowej w białku. Substytucje aminokwasowe 

w regionach niehomologicznych nie maj� najcz��ciej negatywnego wpływu na funkcj�

białek, podczas gdy zmiana w regionie o wysokim stopniu zakonserwowania ewolucyjnego 

mo�e z du�ym prawdopodobie�stwem wykazywa� charakter patogenny. Program okre�la 

stopie�, w jakim dana zmiana wywiera efekt na białko, w oparciu o wyliczony współczynnik 

SIFT (SIFT score), którego graniczna warto�� wynosi 0,05. Wynik poni�ej 0,05 wskazuje 

na patogenny charakter zmiany, okre�lanej jako „uszkadzaj�ca (ang. Damaging)”. Warto��

równa lub powy�ej 0,05 �wiadczy o znikomym wpływie mutacji na wła�ciwo�ci białka, co 

okre�lane jest mianem „tolerowana (ang. Tolerated)” [Kumar i wsp. 2009]. 

PolyPhen2 (ang. Polymorphism Phenotyping v2) – przewiduje wpływ mutacji typu 

missense na struktur� i funkcj� białka w oparciu o cechy strukturalne nowego wariantu oraz 

stopie� zakonserwowania ewolucyjnego sekwencji aminokwasowej. Program okre�la 

prawdopodobie�stwo patogennego charakteru zmiany w skali 0-1, posługuj�c si�

współczynnikiem (PolyPhen2 score). Nowy wariant zostaje sklasyfikowany jako 
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prawdopodobnie patogenny, je�li współczynnik ma warto�� powy�ej 0,85. Zmiana jest 

dodatkowo definiowana przy pomocy okre�le�: „Probably damaging” – prawdopodobnie 

patogenna, „Possibly damaging” – mo�liwa patogenno��, „Benign” – najprawdopodobniej 

łagodna. Analiz� wyników przeprowadza si� w oparciu o dwa zestawy danych: HumDiv 

i HumVar. Pierwszy model jest sporz�dzony na podstawie 3155 patogennych alleli z bazy 

UniProt, odpowiadaj�cych za ludzkie choroby jednogenowe i wpływaj�cych na stabilno��

i funkcj� białek oraz na podstawie 6321 niepatogennych wariantów wykazuj�cych 

homologi� pomi�dzy allelami ludzkimi i innych ssaków. Model ten powinien by� u�ywany 

do oceny patogenno�ci rzadkich alleli w loci dla chorób wieloczynnikowych, w których 

warianty o nieznacznym wpływie na białko powinny by� traktowane jako patogenne. Drugi 

model HumVar zestawia wszystkie (13032) allele patogenne z bazy UniProt razem z 8946 

ludzkimi niesynonimicznymi SNP, wyst�puj�cymi z cz�sto�ci� powy�ej 1%, o nieopisanym 

znaczeniu patogennym. Model powinien by� stosowany w badaniach nad chorobami 

jednogenowymi, wymagaj�cymi rozró�nienia pomi�dzy mutacj� o znacz�cym wpływie na 

białko, a pozostałymi wariantami, w tym zmianami o niskiej szkodliwo�ci [Adzhubei i wsp. 2010].  

MutationTaster – program przewiduje patogenny charakter zmiany posługuj�c si�

klasyfikatorem Bayesa. Wyliczenia maj�ce na celu okre�lenie czy dany wariant jest 

patogenn� mutacj�, czy łagodnym polimorfizmem opieraj� si� na danych z bazy HGMD 

Professional, zawieraj�cej ponad 390000 opisanych mutacji patogennych oraz bazy 1000 

Genomes Project (TGP), zawieraj�cej ponad 6,8 miliona łagodnych polimorfizmów typu 

SNP i Indel. 

Do oceny patogenno�ci znanych (opisanych) zmian stosowano nast�puj�ce programy i bazy 

danych:

HGMD Professional (ang. Human Gene Mutation Database) – internetowa baza 

zawieraj�ca zbiór znanych (opisanych) zmian w genomie (mutacje missense/nonsense, 

mutacje splicingowe, mutacje regulatorowe, małe i du�e delecje i duplikacje, zmiany typu 

indel, zło�one rearan�acje, mutacje powtórzeniowe), odpowiedzialnych za wyst�pienie 

ludzkich chorób dziedzicznych. 

EVS (ang. Exome Variant Server) – serwer projektu Exome Sequencing Project (ESP) 

zawieraj�cy zbiór polimorficznych wariantów z analizy 6,5 tysi�ca eksomów ludzkich. 
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Mapowanie punktów złama�

 Dokładn� lokalizacj� punktów złama� zmiany w locus 7q21, zidentyfikowanej 

u pacjentów w badaniu qPCR, oznaczono metod� sekwencjonowania Sangera. Startery do 

tej analizy zaprojektowano korzystaj�c z internetowego programu Primer3.  

Warunki reakcji amplifikacji dla delecji w locus 7q21 były nast�puj�ce : 

• Reakcj� PCR prowadzono w 10 µl. Skład mieszaniny reakcyjnej : 

 - FailSafe™ Premix J (2x)  - 5,0 µl 

 - startery F+R (10 pmol/µl)  - 1,0 µl 

 - matryca DNA (100-200 ng/µl) - 0,5 µl 

 - Polimeraza DNA HiFiTaq  - 0,1 µl 

 - H2O    - 3,4 µl 

• Program amplifikacji : 

95oC  3 min. 

94oC   15 sek. 

60oC  30 sek.  x 40 cykli 

72oC  45 sek.  

72oC  10 min. 

4oC   ∞

Warunki reakcji amplifikacji dla delecji w locus Xp22.31 były nast�puj�ce : 

• Reakcj� PCR prowadzono w 10 µl. Skład mieszaniny reakcyjnej : 

 - Bufor I (10x)   - 1,0 µl 

 - startery F+R (10 pmol/µl)  - 0,6 µl 

 - dNTP Mix (10 mM)  - 0,35 µl 

 - matryca DNA (150 ng/µl)  - 1,0 µl 

 - Polimeraza DNA  - 0,15 µl 

 - H2O    - 6,9 µl 

Odczynniki pochodziły z zestawu do reakcji PCR Expand Long Template PCR System v.24 

(Roche) 

• Program amplifikacji : 

94oC  2 min. 

94oC   10 sek. 

60oC  30 sek.  x 10 cykli 

68oC  2 min.    

94oC   15 sek. 

60oC  30 sek.  x 25 cykli 

68oC  140 sek.    

68oC  7 min. 

4oC   ∞
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Otrzymany produkt PCR sprawdzano pod wzgl�dem jako�ciowym (wielko�� produktu PCR 

dla locus Xp22.31 oceniano wobec standardu wielko�ci Quick-Load® 1kb DNA Ladder), 

oczyszczano i sekwencjonowano w warunkach opisanych powy�ej.  

Tabela 2. Zestawienie starterów wykorzystanych do PCR i sekwencjonowania. 

Nazwa 

startera 
Ekson Sekwencja startera 5’-3’ 

Wielko��

produktu 

TP63 GenBank: NM_001114978

TP63_e1F 
ekson 1 

TCCCGGCTTTATATCTATATATAC 
211 pz 

TP63_e1R� GACACATTCATAATACACAAGGCAC 

TP63_e2F�
ekson 2�

TCCACTTGGGTTTTCATGATAGAG 
300 pz 

TP63_e2R� GTAAGCAATATTTTGACCACCCAC 

TP63_e3F�
ekson 3�

GCTTGTTGTTAACAACAGCATG 
281 pz 

TP63_e3R� GAAAAGACAGGTTTAACAGAGC 

TP63_e4F�
ekson 4�

GTGAAGTGCTTCCGACGTG 
488 pz 

TP63_e4R� TCCACCATGAACATGGAATC 

TP63_e5F�
ekson 5�

GTTGGTTCTCTCCTTCCTTTC 
291 pz 

TP63_e5R� GCCCACAGAATCTTGACCTTC 

TP63_e6F�
ekson 6�

CCACCAACATCCTGTTCATGC 
267 pz 

TP63_e6R� GTTCTCTCAAGTCTACTCAGTCC 

TP63_e7F�
ekson 7�

GGGAAGAACTGAGAAGGAACAAC 
253 pz 

TP63_e7R� CAGCCACGATTTCACTTTGCC 

TP63_e8F�
ekson 8�

CAAGTGCTTTTGGGTCCATT 
401 pz 

TP63_e8R� CACTTGCTGCTGAAGGTCAC 

TP63_e9F�
ekson 9�

ATGCATTAGTGCTTTAGAAGT 
184 pz 

TP63_e9R� GAAGGTTAAAATGAAGCAACC 

TP63_e10F�
ekson 10�

TGAGGATTGACCACACTTCTAAC 
287 pz 

TP63_e10R� CATCAATCACCCTATTGCTGATC 

TP63_e11F�
ekson 11�

TGAACATCATTTCCATGTTTGTC 
254 pz 

TP63_e11R� TCACAGAGTCTTGTCCTAAGC 

TP63_e12F�
ekson 12�

GGACTATAACAGTATCCGCCC 
294 pz 

TP63_e12R� CAAGATGGACCACTGGGATG 

TP63_e13F� ekson 13� CTTATCTCGCCAATGCAGTTGG 240 pz 
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TP63_e13R� AACTACAAGGCGGTTGTCATCAG 

TP63_e14F�
ekson 14�

GGGAATGATAGGATGCTGTGG 
449 pz 

TP63_e14R� AAGATTAAGCAGGAGTGCTT 

DLX5 GenBank: NM_005221

DLX5_e1F 
ekson 1�

CTTAGACCAGAGCAGCCCC 
514 pz 

DLX5_e1R� ATCTACCACCCCATCTCGC 

DLX5_e2F�
ekson 2�

TCTATTTGAGGCCCTTCCG 
339 pz 

DLX5_e2R� AGTCCCATCGAGACTGAACC 

DLX5_e3F�
ekson 3�

GTCCGAAGATGCCTCCAGTC 
519 pz 

DLX5_e3R� CAGTTTTCCGAACTTCCCC 

WNT10B GenBank: NM_003394

WNT10B_e2F 
ekson 1�

GTGTCTGATTGGGCAAGGTT 
491 pz 

WNT10B_e2R� CTCATTGCTTAGAGCCCTGG 

WNT10B_e3F�
ekson 2�

GGAGAGTTGGAGGGGTCTG 
405 pz 

WNT10B_e3R� GAAACCATCCCTTCCCGC 

WNT10B_e4F�
ekson 3�

TGCCTGTCAACCTTACCTCC 
470 pz 

WNT10B_e4R� TAACCAGGCCTCAAAAGCTG 

WNT10B_e5F�
ekson 4�

TGTGCCTCTGTGTTCTGTCC 
598 pz 

WNT10B_e5R� GAAATCAGAGCAAAGGGCTG 

BHLHA9 GenBank: NM_001164405

BHLHA9_e1aF 
ekson 1 

ATAAAGCCCAGCTGGAAGG 
561 pz

BHLHA9_e1aR� CGTGGCACTCCAGGTGTC 

BHLHA9_e1bF�
ekson 1 

CTACAACGAGGCCTTCAACG 
540 pz 

BHLHA9_e1bR� TGCAGTCCCGGGTTTTATAG 

BHLHB5 (BHLHE22) GenBank: NM_152414

BHLHB5_e1aF�
ekson 1 

GGGAAGGCGAAAAAGAAAAA 
505 pz 

BHLHB5_e1aR� GCCGGCTGAACCTACTAGC 

BHLHB5_e1bF�
ekson 1 

GACGACCTCTTCCTGCACAA 
598 pz 

BHLHB5_e1bR� CACTGCTACCGCTGCTGCTA 

BHLHB5_e1cF�
ekson 1 

CTGCTCCAATGCCCACCT 
634 pz 

BHLHB5_e1cR� GATTTTGGGTCGGTCTTGTG 

DYNC1I1 GenBank: NM_004411

DYNC1I1_e15F�
ekson 15�

TAAAGCTCCGGTTCACCTTC 
380 pz 

DYNC1I1_e15R� AAAGGCCGTTTTGGAGAAAG 
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DYNC1I1_e17F�
ekson 17�

TTCCAAGGGAAACATCTGCT 
298 pz 

DYNC1I1_e17R� GACTTGACTGCAGACGCTGA 

ODZ4 GenBank: NM_130969

ODZ4_e9F�
ekson 9 

CTTCTGCACCACATCACCAG 
354 pz 

ODZ4_e9R� GGGTGCAGACTGTCCAGAAC 

ROBO1 GenBank: NM_133631

ROBO1_e23F�
ekson 23 

TGATGACTCGCAAAGCTACG 
493 pz 

ROBO1_e23R� TTTCAACATCTAGTCGAGGTGC 

DLX6 GenBank: NM_005222

DLX6_e1aF�
ekson 1�

GAGCTAAGGTGGCTGCAGAG 425 pz 

DLX6_e1aR� GGTTGTAGGAGTTCCCTCCG  

DLX6_e1bF�
ekson 1�

ATCCGCCTTCATGGAGTTC 
657 pz 

DLX6_e1bR� CTAACTCGTCGAACGAAGCC 

DLX6_e2F�
ekson 2�

GGGGCATCATAGGGATTTTT 
435 pz 

DLX6_e2R� CTCCTTCCATCCTTGGTTGA 

DLX6_e3F�
ekson 3�

CCCTGAGTGACGTTAGAGGC 
388 pz 

DLX6_e3R� CAGATACAAGCAGGTCCCG 

DSS1 GenBank: NM_006304

DSS1_e1F�
ekson 1 

GTAGTGACGGTGGCGTTTC 
216 pz 

DSS1_e1R� CACGGAGGCCTGAGTCAC 

DSS1_e2F�
ekson 2�

TGAGTGTTCAGTAGCAAGCTTTTC 
342 pz 

DSS1_e2R� AATCACAGGAGATGAAGACAATATG 

DSS1_e3F�
ekson 3�

CAAGCAGCCCACAGATCAC 
237 pz 

DSS1_e3R� CTCTCCAATCCTGTGCATCC 

region 7q21

7q21_F� ND GCCTGCAGACGTCATGTAAA 
1138 pz 

7q21_R� ND TATCTGGGGCTGAGAAGCAT 

region Xp22.31

Xp22_F ND TTCAGGCAGGAATGAGGTGT 
1104 pz 

Xp22_R ND CTTGCAGTGGCAAGAGTGTC 
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3.4.3. Badania ilo�ciowej PCR (qPCR ang. quantitative PCR) 

 Technika qPCR została wykorzystana w niniejszej pracy w celu identyfikacji 

najcz�stszych zmian genomowych powoduj�cych SHFM (duplikacji w loci 10q24.3, 

17p13.3) oraz do weryfikacji zidentyfikowanych w badaniu aCGH rearan�acji 

genomowych. Startery projektowano w programie internetowym Primer3. Dla ka�dej 

zmiany zaprojektowano trzy pary starterów wewn�trz zmiany oraz dwie pary flankuj�ce 

(w regionach niezmienionych), jedn� w kierunku centromerowym, drug� w kierunku 

telomerowym od zmiany. DNA pacjentów przygotowywano w odpowiedni sposób. W dzie�

poprzedzaj�cy nastawienie reakcji qPCR, st��on� prób� DNA rozcie�czano pi�ciokrotnie. 

Po całonocnym rozpuszczaniu mierzono st��enie roztworu DNA, który nast�pnie 

rozcie�czano do warto�ci 2ng/µl. Reakcja qPCR była prowadzona na sprz�cie ViiA™ 7 

(Applied Biosystems) na płytkach 96 lub 384-dołkowych. 

Warunki qPCR były nast�puj�ce: 

• PCR prowadzono w 12 µl. Skład mieszaniny reakcyjnej : 

 - Power SYBR® Green PCR Master Mix 6 µl 

 - Startery (F+R) 5 pmol/µl   1 µl 

 - DNA (2 ng/µl)    5 µl 

• Program amplifikacji : 

95oC  3 min. 

95oC   30 sek. 

65oC  30 sek.  x 40 cykli 

72oC  60 sek.  

72oC  10min.  

4oC   ∞

W celu okre�lenia specyficzno�ci produktów otrzymanych w reakcji PCR, wyznaczano 

krzyw� topnienia produktu w warunkach:  

95oC   15 sek. 

60oC  60 sek.   

90oC  15 sek. 

  

 Ocena ilo�ciowa została przeprowadzona w oparciu o metod� ��Ct, zawart�

w oprogramowaniu do analizy wyników qPCR, dostarczonym przez producenta ViiA7 v1.2 
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(Life Technologies). Jako kalibratora u�ywano DNA kontrolnego, w którym wykluczono, 

metod� aCGH, obecno�� delecji lub duplikacji w badanym regionie. Pierwsz� kontrol�

wewn�trzn� stanowił gen ALB (albumina), wyst�puj�cy u człowieka zawsze w dwóch 

kopiach. Drug� kontrol� wewn�trzn�, amplifikowan� w jednej kopii u m��czyzn, był 

fragment genu F8 (czynnik VIII układu krzepni�cia krwi), który zlokalizowany jest 

w chromosomie X. Ka�da próba była amplifikowana w trzykrotnym powtórzeniu.  

Tabela 3. Zestawienie starterów wykorzystanych do analizy qPCR. 

Nazwa startera Sekwencja 5’-3’ 
Pozycja amplikonu wg 

HG19 

Pozycja 

starterów 

WEWN�RZNA KONTROLA 

ALB_F TTTCCATTCAACACCTCAGTCGT 154227828- 15422778 Region 

prawidłowy ALB_R GCCTTGGCTTAGCGATGTTG 

F8_F TGAAATGGCTGACTGCTGTG 
74274367- 74274386 

Region 

prawidłowy F8_R GGAGGTTTGGGTTGTCATCT 

REGION 17p13.3 (locus SHFM/SHFLD) wg Klopocki i wsp. 2012 - DUPLIKACJA

17p13.3A_F CACAGAAATCACACCTCCAC 
861123- 861211 

Region 

flankuj�cy 17p13.3A_R ACGTTCTGTGAGGAAAACAG 

17p13.3B_F GGGAACTCATTCATGGCAAG 
1175230- 1175314 

Region 

zduplikowany 17p13.3B_R GGAGGGGTCTCTGGATGTCT 

17p13.3C_F TGTGTAGCCTCCGTTACGTG 
1177408- 1177489 

Region 

zduplikowany 17p13.3C_R ATGGACACGATCTTGGGAAG 

17p13.3D_F AGAAGCCCCCAGAGATTACC 
1183589- 1183672 

Region 

zduplikowany 17p13.3D_R ATGATGAGGGGGATGAGGTT 

17p13.3E_F AACCATTCCGCCATTTATCC 
1240778- 1240846 

Region 

flankuj�cy 17p13.3E_R CCATGACAAATAAAGCACCTGT

REGION 10q24.31-32 (locus SHFM3) - DUPLIKACJA

SHFM3P1_F CACACACCACAGTCCAAAGG 
102890158-102890237

Region 

flankuj�cy SHFM3P1_R TTCAACCAGATTGCATTCCA 

SHFM3A_F TGAAGGGATAGGGGCTTCTT 
103055079- 103055163

Region 

zduplikowany SHFM3A_R GGAACAGTCCAGCTTTCAGC 

SHFM3B_F TTAGTGCTGCCCCAAAATCT 
103210440- 103210527

Region 

zduplikowany SHFM3B_R TGGCCACACATATCACCTTG 

SHFM3D1_F AGCGGTGTTAACCATCACCT 
103329132-103329219

Region 

zduplikowany SHFM3D1_R TCATCCTGGTGCCTTTCACT 
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REGION 17q25.1 (gen MFSD11) - DELECJA

17q25A_F ATGGCTTCATTTTTCGTTCG 
74562278- 74562357 

Region 

flankuj�cy 17q25A_R CCAGGTCAGTGCCTATGGAT 

17q25B_F CCTGCCCAAGTCTGTGATTT 
74748772-74748852 

Region 

wydeletowany17q25B_R TGCTGAGAGAGGTGGGTCTT 

17q25C_F GCCCCCTTAGCGTAAACTTC 
74767298- 74767385 

Region 

wydeletowany17q25C_R AGGCCTGGAATTTCCTCAGT 

17q25D_F TCTGATCTGGTGTCCGTGAG 
74767298- 74767385 

Region 

wydeletowany17q25D_R ATCAAAGGCGACTTCTTCCA 

17q25E_F GATTTGAGACACCGGGAAGA 
75440499- 75440588 

Region 

flankuj�cy 17q25E_R ACTCAAGCTCCCACTCTCCA 

REGION 6q27 - DUPLIKACJA

6q27A_F CGGGTCAAGCGTCACTATTT 
168862357-168862441

Region 

flankuj�cy 6q27A_R GCCTCATCTGCATGGGTATT 

6q27B_F ACTAGTGGGAAAAGGCACCA 
169307850- 169307932

Region 

zduplikowany 6q27B_R CAGGGAGAGAACCATCTGGA 

6q27C_F CAAAGGGAGTTCCATCCTCA 
169439857- 169439942

Region 

zduplikowany 6q27C_R TCCAGAAAGTCTGGGTCTCC 

6q27D_F TGCCTCTCCTAAGCACCTTC 
169485841- 169485925

Region 

zduplikowany 6q27D_R TTGTGTGGCTCTCACTACGG 

6q27E_F GTCAGTCACGCACACTTTGG 
169485841- 169967390

Region 

flankuj�cy 6q27E_R ACCTGGACTCCTCACACCTG 

REGION Xp22.31 (gen KAL1) - DUPLIKACJA

Xp22A_F GGAGAAAATAAGCCCCACAA 
8589850- 8589932 

Region 

flankuj�cy Xp22A_R ATAATGTGCCCTGCAGTTTG 

Xp22B_F TTATGGGCATCCTTTGGAGT 
8593717- 8593799 

Region 

flankuj�cy Xp22B_R TTATGGGCATCCTTTGGAGT 

Xp22I_F TGCTTGTTGGATGTTTCTTGA 
8594231-8594315 

Region 

flankuj�cy Xp22I_R TGGTCTAGGGATTGTTCACG 

Xp22E_F TTCTTCCTCAAGACCATTTGAA 
8595089-8595177 

Region 

zduplikowany Xp22E_R TGTTGGGTGTTTCTTGAGTGA 

Xp22F_F AATCCAGAAGCTCTGCCAAG 
8595504-8595587 

Region 

zduplikowany Xp22F_R TGGATCTGAAGCAGGAATGC 

Xp22G_F TCCACGAGAGGAGTGATTATGA 8596592-8596679 
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Xp22G_R CATGGCGCCTATAGGAGTTT 
Region 

zduplikowany 

Xp22C_F TAGCACATGTGATGGCCTCT 
8706029-8706114 

Region 

flankuj�cy Xp22C_R TTTCAAAAACCCACCCTCCT 

Xp22H_F AAAGTCAAATGTGGGAGGCTA 
8706309-8706397 

Region 

flankuj�cy Xp22H_R TAGGGGCAAGCCAGTAACAT 

Xp22D_F GGAAAGCACAGAACCGTCTC 
8706859-8706948 

Region 

flankuj�cy Xp22D_R GGCATGATTACCCCAGTCAG 

REGION 7q21.3 (locus SHFM1) - DELECJA

7q21A_F CCTTTCCAAGCATCTGGTGT 
95437373-95437460 

Region 

flankuj�cy 7q21A_R GTGACAGTGGCCAGTCGATA 

7q21F_F TCAAAATAACTGATGACGGTGA
95666713-95666799 

Region 

flankuj�cy 7q21F_R TCTATGCCTCTCATGCCACTT 

7q21J_F TTGCTTTACATTGGTCCATCC 
95667107- 95667186 

Region 

wydeletowany7q21J_R ACAAAGCCAATGCCTGCTAC 

7q21G_F CACTGCCACACTTTGCTCAT 
95667475- 95667555 

Region 

wydeletowany�7q21G_R TAAAACATTTGGGCCTCTGG 

7q21B_F GGGCCTACATCAATTCTCCA 
95716467- 95716546 

Region 

wydeletowany�7q21B_R TTTCGTATGCCCACTTCCTC 

7q21C_F GCCAACCAGAACAAATGCTT 
95762432- 95762518 

Region 

wydeletowany�7q21C_R GAGGCATGCTTACACATCCA 

7q21D_F TGGTGAACCAGTGAGAGCAG 
95807475- 95807562 

Region 

wydeletowany�7q21D_R GGGTTACAGTAGCCGCTCAG 

7q21H_F CGGACAACCTCCAGTTCTTC 
95871169- 95871248 

Region 

wydeletowany�7q21H_R AGGGATCACATGGGGTCTAA 

7q21K_F TTCAGGCAACCAAGCTGTAA 
95871716- 95871797 

Region 

wydeletowany7q21K_R TTTGAAGAGTGCCTTGGCTA 

7q21L_F AGATGGGTGGAGGATGAGC 
95872706- 95872792 

Region 

flankuj�cy 7q21L_R TCCAAGGCGTTGCTCTATTT 

7q21M_F GCAGTCACAGGCACAGACTC 
95873549- 95873630 

Region 

flankuj�cy 7q21M_R GGAGCATCCTCTTCATCTGC 

7q21I_F ATTCCCTGGAGTGCATGTGT 
95873994- 95874074 

Region 

flankuj�cy 7q21I_R CACTGCAGCGAGATTTGAAC 

7q21E_F CTGGATGGTCAGCAACAGAA 
96132376- 96132461 

Region 

flankuj�cy 7q21E_R ATTTTGGAGAGCCTGCATGT 
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GEN DYNC1I1 (locus 7q21.3) eksony 15 i 17 

DYNC1I1_e15F� TGTGTACGATGTCATGTGGTC 
95705410-�95705497 Region badany

DYNC1I1_e15R� GTTGAGGTTCCAGAGGTCCA 

DYNC1I1_e17F� CAGTTCCCCACAATGATGAA 
95726799-�95726881 Region badany

DYNC1I1_e17R� TTCCTCCTCGCTATCAGCTC 

GEN DLX5 (locus 7q21.3) eksony 1-3

qDLX5e1_F AACTTTGCCCGAGTCTTCAG 
96653812-�96653762 Region badany

qDLX5e1_R AAGCCGAGGTAGGAGAGCAG 

qDLX5e2_F� GACTCAGTACCTCGCCTTGC 
96651544-�96651503 Region badany

qDLX5e2_R� GCGCCGTATTTACCTGTGTT 

qDLX5e3_F� CTCCGACCTCCAACCAGTC  
96650178-�96650126 Region badany

qDLX5e3_R� GGTGGGAATTGATTGAGCTG 

3.4.4. Badanie technik� porównawczej hybrydyzacji genomowej do 

mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH ang. array based Comparative 

Genomic Hybrydyzation) 
  

 Badanie aCGH przeprowadzone zostało na platformie Roche Nimblegen z u�yciem 

mikromacierzy oligonukleotydowej o rozdzielczo�ci 1,4 miliona sond na haploidalny genom 

Human CGH 3x1.4M WG-T v1.0 4Pk firmy Roche Nimblegen. DNA pacjentów badano 

wzgl�dem DNA kontrolnego firmy Promega.  

Protokół reakcji: 

• Przygotowanie barwników Cy3 i Cy5

Liofilizowane barwniki Cy3 oraz Cy5 były rozpuszczane w 2200 µl Random Primer 

Buffer z dodatkiem 4 µl �-markaptoetanolu.

• Znakowanie DNA

1. Przed przyst�pieniem do procedury znakowania, DNA próby badanej i kontrolnej 

poddawany był 45 min. inkubacji w temp. 55oC.  
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2. Do 500 ng DNA próby badanej i kontrolnej, przygotowanych w obj�to�ci 20 µl, 

dodawano 20 µl znacznika Cy3 (próba badana) oraz 20 µl znacznika Cy5 (próba 

kontrolna). 

3. Próby denaturowano przez 10 min. w temp. 98oC i natychmiast schładzano na lodzie 

przez minimum 2 min. 

4. Do zdenaturowanych prób dodawano 10 µl mieszaniny reakcyjnej o składzie: 

- dNTP Mix 10mM   5 µl 

- fragment Klenowa (50 U/µl)  0,7 µl 

- H2O    5,3 µl 

5. Reakcj� znakowania prowadzono przez 4 godz. w temp. 37oC. 

6. Po sko�czonej inkubacji, reakcja była zatrzymywana poprzez dodanie 10,8 µl 

odczynnika Stop Solution. 

7. Wyznakowane DNA str�cano poprzez dodanie 55 µl izopropanolu oraz 10 min. 

wirowanie przy obrotach 10000 rcf. 

8. Osad DNA przepłukiwano jednokrotnie 80% schłodzonym etanolem. 

9. Osad suszono, a nast�pnie rozpuszczano w 15 µl dejonizowanej wody. 

10. St��enie wyznakowanego DNA próby badanej i kontroli mierzono przy pomocy 

spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientitic).

11. 31 µg próby badanej oraz 31 µg próby kontrolnej ł�czono ze sob�, a nast�pnie 

suszono a� do uzyskania osadu. 

Odczynniki do znakowania pochodziły z zestawu NimbleGen Dual-Colour DNA 

Labeling Kit (Roche NimbleGen).

• Hybrydyzacja

1. Uzyskany w poprzednim etapie osad DNA rozpuszczano w 5,6 µl dejonizowanej 

wody i ł�czono z 14,4 µl mieszaniny hybrydyzacyjnej o składzie: 

- Hybrydization Buffer 2x  35 µl 

- Hybrydization Component A  14 µl 

- Alignment Oligo    1,4 µl 
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Odczynniki do hybrydyzacji pochodziły z zestawu NimbleGen Hybridization Kit 

(Roche NimbleGen) 

2. Próby denaturowano w temp. 95oC przez 5 min. 

3. Próby nakładano na płytk� mikromacierzow� za po�rednictwem miksera 

nakrywkowego NimbleGen HX3 Mixer (Roche NimbleGen). Precyzyjne 

przymocowanie miksera do płytki mikromacierzowej było mo�liwe przy pomocy 

kasety PMAT Precision Mixer Alignment Tool (Roche NimbleGen).  

4. Próby hybrydyzowano do płytki mikromacierzowej w stacji hybrydyzacyjnej 

NimbleGen Hybridization System 4 (Roche NimbleGen) w temp. 42oC przez 72 

godz.

• Płukanie płytki

1. Po sko�czonej hybrydyzacji odpłukiwano nadmiar niezhybrydyzowanego DNA 

z wykorzystaniem zestawu do płukania szkiełek mikromacierzowych NimbleGen 

Wash Buffer Kit (Roche NimbleGen), zawieraj�cego zestaw 3 buforów. Płukanie 

przeprowadzono według nast�puj�cej procedury: 

- Bufor I  2 min. i 15 sek. 

- Bufor II  1 min. 

- Bufor III  15 sek. 

2. Płytk� suszono poprzez wirowanie w wirówce ArrayIt Microarray High-Speed 

(Telechem International) przez 20 sek. przy obrotach 6000 rpm. 

• Skanowanie płytki

Skanowanie prowadzono na platformie NimbleGen MS 200 (Roche NimbleGen) przy 

długo�ci fali 2 µm. 

• Stripowanie płytki

  Płytki jednokrotnie poddawano procedurze odpłukiwania zhybrydyzowanego DNA 

genomowego w celu ponownego ich u�ycia bezpo�rednio po skanowaniu lub w przeci�gu 

kilku dni, w trakcie których pytki przechowywano w eksykatorze. Procedura stripowania 

była nast�puj�ca [Ronowicz i wsp. 2012]: 
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1. Płytk� płukano w wodzie dejonizowanej przez 1 min., a nast�pnie inkubowano przez 

4 min. w temp. pokojowej. 

2. Płytk� umieszczano w 9M roztworze 1,3-dimetylomocznika o temp. 45oC 

i wytrz�sano przez 1 min.  

3. Płytk� inkubowano w tych samych warunkach przez 4 godz., wytrz�saj�c co godzin�

przez 1 min. 

4. Płytk� płukano w wodzie przez 1 min., a nast�pnie inkubowano przez 4 min. w temp. 

pokojowej. Procedur� płukania powtarzano jednokrotnie. 

5. Pytk� suszono w wirówce ArrayIt Microarray High-Speed (Telechem International) 

przez 20 sek. przy obrotach 6000 rpm.

• Analiza danych

1. Pierwszy etap analizy polegał na wygenerowaniu plików tekstowych i graficznych 

oraz ocenie jako�ciowej obrazu uzyskanego po zeskanowaniu macierzy, co stanowiło 

wst�pn� informacj� o efektywno�ci znakowania i hybrydyzacji. W tym celu 

posłu�ono si� oprogramowaniem DEVA (Roche NimbleGen).  

2. Nast�pnie pliki graficzne oraz tekstowe analizowano jednoczasowo odpowiednio w 

programach SignalMap (Roche NimbleGen) oraz Excel (Microsoft Office v.2013). 

Pliki zapisane w programie Excel zawierały wykaz wszystkich zmian 

(delecji/duplikacji) w poszczególnych chromosomach. Ka�dej z wyszczególnionych 

zmian przypisana była pozycja chromosomowa (według sekwencji ludzkiego 

genomu referencyjnego HG19), wielko�� zmiany, liczba sond wewn�trz zmiany (co 

najmniej 5) oraz warto�� �redniej logarytmów binarnych (log2) ze stosunku sygnału 

próby badanej do referencyjnej. Dalszej analizie poddawano wył�cznie zmiany 

o warto�ci �redniej log2 równej lub wi�kszej od 0,4 (duplikacja) oraz równej lub 

mniejszej od -0,4 (delecja). Wytypowane zmiany lokalizowano na podstawie ich 

pozycji genomowej w okre�lonych regionach chromosomowych, korzystaj�c 

z plików graficznych w programie SignalMap. Program ten powi�zany jest z bazami 

danych, zawieraj�cymi informacje charakteryzuj�ce wybrane geny oraz zmiany 

strukturalne (Database of Genomic Variants, UCSC Genome Browser, NimbelGen 

CNV Regions). Celem niniejszej analizy było oddzielenie polimorficznych CNV od 



PACJENCI I METODY 

51 

potencjalnie patogennych, korzystaj�c dodatkowo z internetowej bazy danych 

GCAD (ang. Genoglyphix Chromosome Aberration Database). 

3. Wszystkie wytypowane CNV były oceniane w kierunku obecno�ci w ich obr�bie lub 

s�siedztwie genów lub regionów regulatorowych, przy pomocy internetowych baz 

danych (UCSC Genome Browser, Ensemble, Evolutionary Conserved Regions 

Browser, Map Viewer). Analizowano wszystkie geny znajduj�ce si� w obr�bie lub w 

pobli�u zmiany genomowej pod wzgl�dem ich potencjalnej roli w morfogenezie 

układu kostnego. W tym celu posługiwano si� bazami danych zawieraj�cymi 

informacje o tkankowo specyficznej ekspresji danego genu u myszy (Mouse Genome 

Informatics, Eurexpress, Emage) oraz danymi z baz PubMed, OMIM, 

GeneDistiller2. 

Krótka charakterystyka wybranych baz danych (adresy internetowe – patrz Tabela 5):

- DGV (ang. Database of Genomic Variants) – internetowa baza danych zawieraj�ca 

obszerne zestawienie polimorficznych, strukturalnych (wi�kszych ni� 50 pz) wariantów 

w ludzkim genomie, które zidentyfikowane zostały u zdrowych osób z grupy kontrolnej. 

DGV stanowi dobre narz�dzie do korelacji identyfikowanych zmian z danymi 

fenotypowymi.

- GCAD (ang. Genoglyphix Chromosome Aberration Database) – internetowa baza danych 

zawieraj�ca zestawienie ponad 7700 zmian CNV, zidentyfikowanych u ponad 6600 osób, 

z których ponad 5400 to probandzi. 

- Map Viewer – internetowe narz�dzie do przeszukiwania genomu danego organizmu, 

zawieraj�ce mapy chromosomowe i umo�liwiaj�ce analiz� od poziomu chromosomu, przez 

informacje o genach zlokalizowanych w danej pozycji, a� po sekwencj� nukleotydow�

badanego regionu.  

- MGI (ang. Mouse Genome Informatics) – internetowa baza zawieraj�ca zintegrowane dane 

genetyczne oraz biologiczne, dotycz�ce genomu myszy i stanowi�ce narz�dzie bada�

w chorobach diagnozowanych u człowieka. 
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- Eurexpress – baza zawieraj�ca dane o tkankowo specyficznej ekspresji genów, okre�lonej 

metod� hybrydyzacji RNA in situ (ISH) na modelu mysim. Projekt ma na celu ustalenie 

atlasu transkryptomu w zarodku myszy dla ponad 20 tys. genów.  

- EMAGE – baza tkankowo specyficznej ekspresji genów in situ w zarodku mysim, 

oznaczonej w oparciu o metod� hybrydyzacji RNA in situ, immunohistochemiczn�

i ekspresji genów reporterowych. 

- GeneDistiller2 – stanowi narz�dzie do analizy najistotniejszych informacji o danym 

białku, w tym dotycz�cych wzajemnych oddziaływa� z innymi białkami. 

3.4.5. Sekwencjonowanie eksomu (WES ang. Whole Exome Sequencing) 

 Ze wzgl�du na brak dost�pno�ci odpowiedniej aparatury w Katedrze i Zakładzie 

Genetyki Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, sekwencjonowanie eksomu 

u wybranych pacjentów przeprowadzone zostało w Instytucie Genetyki Medycznej 

i Genetyki Człowieka na Uniwersytecie Medycznym w Berlinie (Charité - 

Universitätsmedizin Berlin).

Sekwencjonowanie eksomu było wykonywane jednoczasowo u probanda i dwójki 

rodziców (tzw. trio). Wszystkie poddane analizie próby DNA były wzbogacane z u�yciem 

SureSelect Human All Exon Kit V2 (Agilent). Sekwencjonowanie odcinków DNA o długo�ci 

100 pz oraz odczyt sekwencji wykonano w sekwenatorze HiSeq 2000 (Illumina). Odczytan�

sekwencj� przyrównywano do sekwencji ludzkiego genomu referencyjnego HG19 

z wykorzystaniem programu Novoalign (Novocraft Technologies). Wszystkie SNP oraz 

niewielkie insercje i delecje (tzw. indels) były wyodr�bniane przy zastosowaniu programu 

SAMtools [Li i wsp., 2009]. Znaczenie funkcjonalne wszystkich zidentyfikowanych 

wariantów było okre�lane przy zastosowaniu programu Annovar [Wang i wsp. 2010], który 

umo�liwia m. in.: 

- ocen� wpływu wykrytej zmiany SNP/SNV na sekwencj� aminokwasow� białka; 

- lokalizacj� wariantu w specyficznych regionach genomowych, np. o du�ym stopniu 

zakonserwowania ewolucyjnego, w miejscach wi�zania czynników 

transkrypcyjnych i w regionach polimorficznych. 

Filtrowanie zmian o charakterze polimorficznym (znajduj�cych si� w bazach 

danych: EVS, dbSNP132 oraz 1000 Genomes Database), artefaktów, zmian wynikaj�cych 
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z niskiej jako�ci sekwencjonowania oraz wariantów identyfikowanych w przynajmniej 

4 kontrolach z wewn�trznej bazy, przeprowadzone zostało przy u�yciu oprogramowania 

własnego, napisanego w j�zyku Perl.  

Wyodr�bnione zmiany były analizowane w programie GeneTalk, który umo�liwia

m. in. segregacj� wyników w oparciu o zastosowanie filtrów autosomalnych dominuj�cych 

(filtr de novo), homozygotycznych recesywnych, heterozygotycznych recesywnych 

(zło�one heterozygoty). Schemat analizy wyodr�bnionych wariantów był nast�puj�cy: 

1. Analiza pokrycia danego wariantu (ilo�� odczytów na poszczególn� zmian�). 

2. Ocena charakteru zmiany w programach MutationTaster, Polyphen-2, SIFT. Zmiany 

o polimorficznym charakterze nie były poddawane dalszej analizie. 

3. Przeszukiwanie bazy danych Exome Variant Server (EVS) - warianty o potencjalnie 

patogennym charakterze były sprawdzane w bazie danych EVS pod wzgl�dem 

cz�sto�ci wyst�powania w zdrowej populacji kontrolnej. Zmiany polimorficzne nie 

były poddawane dalszej analizie. 

4. Charakterystyka genów w bazach danych OMIM/PubMed.

5. Ocena tkankowo specyficznej ekspresji genów na modelu mysim w bazach danych 

MGI, Eurexpress, Emage.

Potwierdzenie wyselekcjonowanych wariantów z zastosowaniem sekwencjonowania 

metod� Sangera u probanda, a nast�pnie w badaniu rodzinnym.  
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Tabela 4. Spis odczynników u�ytych w pracy.

ODCZYNNIK PRODUCENT 

Agaroza Prona 

Alkohol etylowy POCH Gliwice 

BigDyeTerm v3.1 CycleSeq Kit Applied Biosystems 

Bromek etydyny Sigma-Aldrich 

dNTPs ThermoScientific 

EDTA Sigma-Aldrich 

Enzym Eksonukleaza I (E. coli) Fermentas 

Enzym SAP (Shrimp Alkaline phosphatase) Fermentas 

FailSafe™ PCR 2xPreMix J Epicentre Biotechnologies 

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Fermentas 

HiFiTaq Polimeraza DNA  Novazym Polska 

Izopropanol POCH Gliwice 

KCl POCH Gliwice 

KHCO3 POCH Gliwice 

Kwas octowy POCH Gliwice 

MgCl2 POCH Gliwice 

NaCl POCH Gliwice 

NH4Cl POCH Gliwice 

NimbleGen Dual-Colorur DNA Labeing Kit Roche NimbleGen 

NimbleGen Hybridization Kit Roche NimbleGen 

NimbleGen Wash Buffer Kit Roche NimbleGen 

N,N’-dimetylomocznik Aldrich 

Nonidet™ Sigma 

PCR Expand Long Template PCR System v.24 Roche 

Power SYBR® Green PCR Master Mix Applied Biosystems

Quick-Load® 1kb DNA Ladder BioLabs 

Reference DNA Promega 

SDS Sigma-Aldrich 

SureSelect Human All Exon Kit v2 Agilent 

Tris Base Sigma-Aldrich 

Tris-HCl Sigma-Aldrich 
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Tabela 5. Spis podstawowych buforów u�ytych w pracy. 

BUFOR SKŁAD 

Bufor do lizy erytrocytów  
• bufor TKM (962,5 ml) 

• Nonidet™ (37,5 ml) 

TAE 50x  

• 50mM EDTA 

• 5,71% v/v kwas octowy 

• 2M Tris-HCl 

TE 1x 

• 10 mM Tris 

• 1 mM EDTA 

• pH 7,0 

TKM 1x 

• 10 Mm Tris-HCL pH 7.6 

• 10 Mm KCL 

• 10 Mm MgCl2

• 2 mM EDTA 

Tabela 6. Zestawienie internetowych baz danych oraz internetowych programów.  

NAZWA ADRES STRONY www 

BAZA DANYCH 

DGV (Database of Genomic Variants) http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home 

Ensemble Genome Browser http://www.ensembl.org/ 

Eurexpress http://www.eurexpress.org 

Exome Variant Server http://evs.gs.washington.edu/ 

GCAD (ang. Genoglyphix Chromosome 

Aberration Database) 

https://uk.genoglyphix.com 

GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 

GeneCards http://www.genecards.org/ 

GeneDistiller 2 http://www.genedistiller.org/ 

HGMD (Human Genome Mutation Database) http://www.hgmd.org/ 

Map Viewer http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/ 

MGI (Mouse Genome Informatics) http://www.informatics.jax.org/ 

OMIM® (Online Mendelian Inheritance in 

Men) 

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

UCSC Genome Browser http://genome.ucsc.edu/ 

PROGRAM 

BLAST http://www.ensembl.org/Multi/blastview

GeneTalk http://www.gene-talk.de 

MutationTaster http://www.mutationtaster.org/ 

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/  

Primer 3 http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ 
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SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) http://sift.jcvi.org/ 

Tabela 7. Programy wykorzystywane do analizy danych. 

PROGRAM PRODUCENT/AUTOR 

Annovar Wang i wsp. 2010

Bioedit v7.2.0 Tom Hall dla NCBI 

DEVA v1.0 Roche NimbleGen 

NimbleScan v2.6 Roche NimbleGen 

Novoalign  Novocraft Technologies  

SAMtools Li i wsp. 2009 

SignalMap v1.9 Roche NimbleGen  

Viia7 v1.2 Life Technologies 

Tabela 8. Aparatura wykorzystywana w pracy. 

NAZWA PRODUCENT 

ArrayIt Microarray High-Speed Telechem International 

Eppendorf vapo.protect Mastercycler pro Eppendorf  

Gel Doc 2000 BIO-RAD 

HiSeq 2000  Illumina 

Mix Eppenderf Thermomixer comfort Eppenderf 

MJ Research Programmable Thermal Controller PTC-

100™  

MJ Research 

NimbleGen Hybridization System 4 Roche NimbleGen 

NimbleGen MS 200 Microarray Scanner  Roche NimbleGen 

Tabela 9. Usługi obce.

RODZAJ USŁUGI MIEJCSE 

Sekwencjonowanie produktów PCR 
Mi�dzywydziałowa Pracownia Technik 

Biologii Molekularnej, UAM w Poznaniu 

Synteza starterów 
Pracownia Sekwencjonowania DNA

i Syntezy Oligonukleotydów, IBB PAN
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4. WYNIKI 

4.1. Rutynowa diagnostyka genetyczna 

W wyniku przeprowadzonych u 19 probandów bada� molekularnych w kierunku 

najcz�stszych zmian genetycznych identyfikowanych w rozszczepach r�k i/lub stóp, udało 

si� ustali� przyczyn� malformacji u 3 pacjentów z izolowan� postaci� wady, z czego 

u dwóch wyst�powała ona sporadycznie, a u jednego rodzinnie. U wszystkich probandów 

stwierdzono charakterystyczn� dla klasycznego SHFM duplikacj� w locus 10q24.31-32 

(SHFM3).  

Probandka I (ID: K58) 

U probandki I (Ryc. 5) wyst�pował sporadyczny izolowany obustronny rozszczep 

r�k typu monodaktylii z pozostawieniem jedynie 5 palca. U pacjentki w wyniku rutynowej 

diagnostyki genetycznej, przeprowadzonej metod� qPCR, stwierdzono obecno��

zwielokrotnionej do 3 liczby kopii badanego regionu 10q24.3. Rodzice pacjentki nie byli 

dost�pni do bada� genetycznych.  

Rycina 5. Obraz kliniczny rozszczepu typu monodaktylii w ko�czynach górnych u probandki I. 

Probandka II (ID: 2568) 

U probandki II (Ryc. 6) stwierdzono sporadyczne wyst�pienie izolowanej 

czteroko�czynowej monodaktylii z pozostawieniem 5 palca. Wykryto duplikacj� w locus

10q24.31-32 oraz wykluczono jej obecno�� u zdrowej matki pacjentki (ID: 2569). Ojciec 

nie był dost�pny do bada� genetycznych. 

Rycina 6. Obraz kliniczny i radiologiczny r�k (a, b) oraz stóp (c, d) u probandki II, przedstawiaj�cy 

czteroko�czynow� monodaktyli�.  
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Przeprowadzone dodatkowo badanie aCGH pozwoliło okre�li� dokładn� wielko�� oraz 

region duplikacji. W wyniku analizy stwierdzono zmian� o wielko�ci 419 kb, zlokalizowan�

w pozycji genomowej 102975274-103413516 (wg HG19). Duplikacja obejmowała geny: LBX1, 

BTRC, POLL, DPCD, FBXW4 (ryc. 7).

Rycina 7. Obraz interstycjalnej duplikacji stwierdzonej u probandki II w locus 10q24.31-32 oraz 

genów wewn�trz zmiany i w jej pobli�u; 1) gen LBX1 2) gen BTRC, 3) gen POLL, 4) gen DPCD, 5) 

gen FBXW4, 6) gen FGF8. Badanie metod� porównawczej hybrydyzacji genomowej do 

mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH).

Rodzina III  

W rodzinie III (ryc. 8) stwierdzono izolowan� czteroko�czynow� ektrodaktyli�

u probanda III (ID: K223) i jego córki (ID: K317). U ojca stwierdzono rozszczep typu 

monodaktylii w r�kach (ryc. 9 a, e) oraz rozszczep typowy w stopach (ryc. 9 b, f). Córka 

probanda manifestowała rozszczep typowy w r�kach, z pozostawionymi ko��mi �ródr�cza 

(ryc. 9 c, g) oraz rozszczep typowy w stopach (ryc. 9 d, h). Metoda qPCR umo�liwiła 

wykrycie u probanda duplikacji w locus 10q24 oraz potwierdzenie jej obecno�ci u córki 

pacjenta. 

Rycina 8. Rodowód rodziny III. 
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Rycina 9. Obraz kliniczny i radiologiczny czteroko�czynowej ektrodaktylii w rodzinie III; rozszczep 

typu monodaktylii r�k (a, e) oraz rozszczep typowy stóp (b, f) u probanda; rozszczep typowy r�k (c, 

g) i stóp (g, h) u córki.

Przeprowadzone dodatkowo badanie aCGH pozwoliło okre�li� dokładn� wielko�� oraz 

region duplikacji. W wyniku analizy stwierdzono zmian� o wielko�ci 438 kb, zlokalizowan�

w pozycji genomowej 102969795-103407994 (wg HG19). Duplikacja obejmowała geny: LBX1, 

BTRC, POLL, DPCD, FBXW4 (ryc. 10).

Rycina 10. Obraz interstycjalnej duplikacji stwierdzonej u probanda III w locus 10q24.31-32 oraz 

genów wewn�trz zmiany i w jej pobli�u; 1) gen LBX1 2) gen BTRC, 3) gen POLL, 4) gen DPCD, 5) 

gen FBXW4, 6) gen FGF8. Badanie metod� porównawczej hybrydyzacji genomowej do 

mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH).

U pozostałych 16 pacjentów, w toku rutynowej diagnostyki genetycznej, 

wykluczono duplikacj� w loci 10q24.3 (SHFM3) oraz 17p13.3 (SHFM/SFHLD), a tak�e 

mutacj� w genie TP63. 
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4.2. Sekwencjonowanie genów WNT10B oraz DLX5  

Sekwencjonowanie genów WNT10B oraz DLX5 wykonano u 16 probandów 

z negatywnym wynikiem rutynowej diagnostyki genetycznej przeprowadzonej w toku bada�

własnych. Dodatkowo geny sekwencjonowano u 15 pacjentów, u których najcz�stsze 

przyczyny molekularne zostały wykluczone w ramach uprzednio wykonanych bada�

[Jamsheer, 2011]. W wyniku sekwencjonowania w/w genów, udało si� wykry�

prawdopodobn� przyczyn� wyst�pienia wady u jednego probanda b�d�cego przypadkiem 

sporadycznym oraz w jednej rodzinie manifestuj�cej SHFM. W obydwu przypadkach 

zidentyfikowano heterozygotyczn� mutacj� c.G115T(p.E39X) typu nonsense w eksonie 

1 genu DLX5. 

Proband IV (ID: 2303) 

U probanda IV (ryc. 11) zdiagnozowano sporadyczny przypadek izolowanego, 

typowego obustronnego rozszczepu r�k . W prawej i lewej r�ce stwierdzono agenezj� 3 palca 

oraz odpowiedniej ko�ci �ródr�cza. W lewej r�ce wadzie towarzyszył przykurcz 2, 4 i 5 

palca. Po wykluczeniu zmian w ramach rutynowej diagnostyki genetycznej oraz mutacji 

w genie WNT10B, wykonano sekwencjonowanie genu DLX5. Heterozygotyczn� mutacj�

c.G115T(p.E39X) w genie DLX5 stwierdzon� u probanda, wykryto równie� u jego zdrowej 

matki (ID: 2304) oraz wykluczono u zdrowego ojca (ID: 2302) (ryc. 12).  

Rycina 11. Obraz kliniczny r�k probanda IV z typow� obustronn� ektrodaktyli�.

Rycina 12. Wynik analizy genu DLX5; heterozygotyczna mutacja c.G115T(p.E39X) u probanda IV 

(a); heterozygotyczna mutacja u matki (b); sekwencja prawidłowa u ojca (c).  
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Rodzina V 

W rodzinie V (ryc. 13) stwierdzono izolowany czteroko�czynowy rozszczep r�k 

i stóp u probanda oraz wad� lewej stopy u jego syna. Wada prawej i lewej r�ki u probanda 

charakteryzowała si� agenezj� 3 palca oraz przykurczem i skróceniem 4 i 5 palca (ryc. 14 a, 

b). W prawej i lewej stopie stwierdzono brak 3 i 4 palca oraz odpowiednich ko�ci �ródstopia. 

Wada lewej stopy u syna polegała na poszerzeniu palucha, hipoplazji 2 palca, syndaktylii 

3 i 4 palca oraz klinodaktylii 5 palca (ryc. 14 e). U probanda (ID: K61) w wyniku 

sekwencjonowania genu DLX5 stwierdzono obecno�� heterozygotycznej mutacji 

c.G115T(p.E39X), któr� zidentyfikowano równie� u jego syna (ID: K60) (ryc. 15). 

Z wywiadu rodzinnego wynika, �e bratanek probanda równie� manifestuje wad� ze 

spektrum SHFM (ryc. 13). Bratanek i brat probanda nie byli dost�pni do bada�

genetycznych.  

Rycina 13. Rodowód rodziny V. Szarym kolorem zaznaczono pacjentów, u których wykonywano 

badania genetyczne z innego ni� wada ko�czyn powodu.

Rycina 14. Obraz kliniczny czteroko�czynowej typowej ektrodaktylii u probanda (a-d) oraz wady 

lewej stopy u jego syna (e) (Rodzina V). 
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Rycina 15. Wynik analizy genu DLX5; heterozygotyczna mutacja c.G115T(p.E39X) u probanda (a) 

oraz jego syna (b) (Rodzina V). 

U pozostałych 29 pacjentów wykluczono mutacje w genach WNT10B oraz DLX5. 

4.3. Porównawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy 

oligonukleotydowej (aCGH) 

Badanie aCGH przeprowadzono u 30 pacjentów, u których stwierdzono wad� ze 

spektrum SHFM. W wyniku powy�szej analizy udało si� ustali� przyczyn� molekularn�

wady u 2 probandów. U 5 pacjentów wykryto zmiany o potencjalnie patogennym 

charakterze. Ogółem przeprowadzono ocen� bioinformatyczn� 2024 zmian CNV.  

Rodzina VI 

Pacjentami przebadanymi z rodziny VI (ryc. 16) byli proband (ID: K82), jego ojciec 

(ID: K83) oraz siostra ojca (ID: K85), u których stwierdzono izolowan� ektrodaktyli� r�k 

i stóp. Dodatkowo analiz� genetyczn� przeprowadzono u dotkni�tej SHFM babki probanda 

ze strony ojca oraz zdrowego dziadka probanda ze strony ojca probanda. Poni�ej 

przedstawiono opis kliniczny malformacji zdiagnozowanych u pacjentów (ryc. 17): 

• Proband – klasyczny, obustronny rozszczep r�k (ryc. 17 a), (r�ka prawa – 

dwupalczasta; r�ka lewa – zachowany szeroki, prawdopodobnie zdwojony kciuk, 

4 i 5 palec), klasyczny obustronny rozszczep stóp (ryc. 17 b) (stopa prawa – 

dwupalczasta z hipoplazj� palucha; stopa lewa - zachowany paluch, 4 i 5 palec). 

• Ojciec – klasyczny, obustronny rozszczep r�k (ryc. 17 c), (r�ka prawa – zachowany 

kciuk, 2, 4 i 5 palec, zachowane ko�ci �ródr�cza; r�ka lewa – wykształcone dwa 

promienie r�ki, agenezja prawdopodobnie 3 i 4 promienia, obecny szcz�tkowy trzeci 

promie� w postaci nieprawidłowo wykształconego, hipoplastycznego palca), 

klasyczny rozszczep prawej stopy cechuj�cy si� agenezj� 2 palca, hipoplazj� 3, 4 i 5 

palca (ryc. 17 d). 
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• Siostra ojca – rozszczep prawej r�ki polegaj�cy na agenezji 3 palca i odpowiedniej 

ko�ci �ródr�cza; wada ze spektrum rozszczepu lewej r�ki polegaj�ca na hipoplazji 

4 i 3 palca (ryc. 17 e). Wada ze spektrum rozszczepu w prawej i lewej stopie 

polegaj�ca na braku 4. palca w prawej stopie i hipoplazji 4. palca w lewej stopie oraz 

syndaktylii i hipoplazji 2. i 3. palca (ryc. 17 f).

Rycina 16. Rodowód rodziny VI. 

Rycina 17. Obraz kliniczny izolowanej ektrodaktylii r�k i stóp w rodzinie VI. Rozszczep typowy 

prawej i lewej r�ki (a) oraz prawej i lewej stopy (b) u probanda; rozszczep typowy prawej i lewej 

r�ki (c), rozszczep typowy prawej stopy u ojca (d); rozszczep typowy prawej r�ki (e) oraz wada ze 

spektrum rozszczepu lewej r�ki u siostry ojca (f).

W badaniu aCGH u probanda VI wykryto interstycjaln� delecj� w locus SHFM1, 

w regionie 7q21.3 o wielko�ci 202,213 kb (pozycja genomowa wg HG19: 95667926-

95870138; ryc. 18). Zmiana obejmowała fragmenty sekwencji koduj�cej genów DYNC1I1
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oraz SLC25A13. Delecj� potwierdzono w badaniu qPCR u probanda, u ojca, matki ojca 

i siostry ojca oraz wykluczono u matki probanda (ID: K84).  

Rycina 18. Obraz interstycjalnej delecji stwierdzonej u probanda VI w locus 7q21.3, obejmuj�cej 

fragmenty genów DYNC1I1 oraz SLC25A13. Badanie metod� porównawczej hybrydyzacji 

genomowej do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH). 

Ze wzgl�du na znacznie mniejszy od typowo identyfikowanych zmian w locus

SHFM1 rozmiar delecji, zmapowano punkty złama� aberracji. W tym celu w pierwszej 

kolejno�ci zaw��ono u probanda region delecji wykonuj�c seri� reakcji qPCR, a nast�pnie 

zsekwencjonowano punkty złama� ustalaj�c pozycj� genomow� w HG19: 95667046-

95872044 oraz dokładn� wielko�� na 204,998 kb (ryc. 20). 

Rycina 19. Wizualizacja produktu amplifikacji fragmentu DNA flankuj�cego delecj� w locus 7q21.3 

u probanda VI. Produkt o dł. 1138 pz, rozdzielony na 1,5% �elu agarozowym, oceniony wobec 

standardu wielko�ci GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder.
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Rycina 20. Wynik analizy miejsca delecji w locus 7q21.3 u probanda VI. Strzałkami oznaczono 

nukleotydy flankuj�ce delecj�; poni�ej podano ich pozycje genomowe (wg HG19); niebiesk�

czcionk� podano wielko�� oraz pozycj� genomow� (wg HG19) fragmentu, który uległ delecji.  

Proband VII (ID: 11198)  

U probanda VII (przypadek sporadyczny) (ryc. 21) stwierdzono wyst�pienie 

obustronnej wady ko�czyn dolnych oraz wady lewej r�ki, wad� kr�gosłupa, niedosłuch 

odbiorczy stopnia gł�bokiego (lewostronny), wn�trostwo, małe pr�cie, torbiel przegrody 

przezroczystej, torbiel lewego łuku skrzelowego, opó
niony rozwój mowy oraz cechy 

dysmorfii (ryc. 22 c). Nie stwierdzono hipogonadyzmu hipogonadotropowego. Atypowa 

wada ko�czyn dolnych wykazywała spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp z syndaktyli�

i hipoplazj� palców oraz ko�ci �ródstopia (ryc. 22 d, e). Wada lewej r�ki manifestowała si�

przykurczem 2, 3 i 4 palca (ryc. 22 a).  

Rycina 21. Rodowód rodziny VII; 1) wytrzewienie; 2) wrodzona łamliwo�� ko�ci (osteogenesis 

imperfecta) – posta� letaltna, 3) zespół Downa. 

P
1) 2)

3)
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Rycina 22. Obraz kliniczny i radiologiczny wad ko�czyn u probanda VII; wada lewej r�ki (a, b), 

obustronna wada stóp (d, e), cechy dysmorfii (c).

Ze wzgl�du na podejrzenie mikroaberracji chromosomowej, u pacjenta VII nie 

wykonano rutynowej diagnostyki genetycznej oraz sekwencjonowania genów WNT10B

i DLX5. W pierwszej kolejno�ci przeprowadzono badanie aCGH, w którym wykryto 

interstycjaln� duplikacj� w locus Xp22.31 o wielko�ci 108,316 kb (pozycja genomowa wg 

HG19: 8596840-8705155; ryc. 23). Duplikacja obejmowała cał� sekwencj� koduj�c� genu 

KAL1. W badaniu aCGH potwierdzono równie� nosicielstwo zmiany u zdrowych: matki 

(ID: 11196) oraz siostry matki pacjenta (ID: K204).  

Rycina 23. Obraz interstycjalnej duplikacji wykrytej u probanda VII w locus Xp22.31, obejmuj�cej 

fragment genu KAL1, w tym cał� sekwencj� koduj�c� genu. Badanie metod� porównawczej 

hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH).

W celu dokładnego okre�lenia miejsca aberracji, w pierwszej kolejno�ci zaw��ono 

region duplikacji w badaniu qPCR, a nast�pnie zmapowano punkty złama� w reakcji 
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sekwencjonowania, ustalaj�c region duplikacji w pozycji HG19: 8594879-8705846 oraz 

dokładn� wielko�� na: 110,967 kb.

Rycina 24. Wizualizacja produktu amplifikacji fragmentu zduplikowanej sekwencji DNA w locus

Xp22.31 u probanda VII. Produkt o dł. 1104 pz, rozdzielony na 1,5% �elu agarozowym, oceniony 

wobec standardu wielko�ci Quick-Load® 1kb DNA Ladder. 

Rycina 25. Wynik analizy miejsca duplikacji w locus Xp22.31 u probanda VII. Strzałkami 

oznaczono punkty złama�; poni�ej podano ich pozycje genomowe (wg HG19); niebiesk� czcionk�

podano wielko�� oraz pozycj� genomow� (wg HG19) zduplikowanego fragmentu.

Probandka VIII (ID: 12135) 

U probandki VIII stwierdzono sporadyczny przypadek obustronnej, wrodzonej wady 

ko�czyn górnych ze spektrum rozszczepu r�k oraz wad� lewej stopy. Wada obydwu r�k 

manifestowała si� agenezj� 3 palca oraz przykurczem 4 palca prawej i 2 palca lewej r�ki 

(ryc. 26 a, b). Wada lewej stopy cechowała si� zrostem 3 i 4 palca z niedorozwojem jednego 

z palców (ryc. 26 c, d). U pacjentki stwierdzono dodatkowo zmiany barwnikowe na skórze 

– plamki typu kawy z mlekiem. 
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Rycina 26. Obraz kliniczny i radiologiczny wad ko�czyn u probandki VIII, charakteryzuj�cy si�

ektrodaktyli� prawej i lewej r�ki (a, b) oraz syndaktyli� palców lewej stopy (c, d).  

W badaniu aCGH wykryto interstycjaln� duplikacj� w locus 6q27 o wielko�ci 

270,324 kb (pozycja genomowa wg HG19: 169226530-169496853; ryc. 27). W kierunku 

centromerowym od zmiany, w odległo�ci ok. 158 kb, zlokalizowany jest gen SMOC2, 

natomiast w odległo�ci ok. 500 kb umiejscowiony jest gen DACT2 . Duplikacja została 

potwierdzona u pacjentki w badaniu qPCR, które wykazało tak�e nosicielstwo zmiany u jej 

zdrowego ojca (ID: 12216). Wykluczono obecno�� zmiany u zdrowej matki pacjentki (ID: 12218). 

Rycina 27. Obraz interstycjalnej duplikacji wykrytej u probandki VIII w locus 6q27 oraz genów 

SMOC2 i DACT2, zlokalizowanych w kierunku centromerowym od zmiany. Badanie metod�

porównawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH).

Proband IX (ID: 9040) 

Proband IX był sporadycznym przypadkiem izolowanego obustronnego, atypowego 

rozszczepu r�k oraz oligodaktylii w prawej stopie. Wada w prawej i lewej r�ce 

charakteryzowała si� całkowit� agenezj� 5 palca oraz syndaktyli� 2, 3 i 4 palca (ryc. 28 a, b). 

Wada w stopie prawej manifestowała si� całkowit� agenezj� promieni palców 4 i 5 (ryc. 28 c). 

R 
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Rycina 28. Obraz kliniczny wady ze spektrum SHFM u probanda IX; wada prawej r�ki (a), lewej 

r�ki (b) oraz prawej stopy (c). 

W badaniu aCGH u probanda IX wykryto interstycjaln� delecj� w locus 17q25.1 

o wielko�ci 92,321 kb (pozycja genomowa wg HG19: 74735044-74827364; ryc. 29), która 

obejmowała gen MFSD11. Badanie qPCR potwierdziło obecno�� delecji u probanda oraz 

nosicielstwo zmiany u zdrowego ojca pacjenta (ID: 9131). Wykluczono obecno�� zmiany 

u zdrowej matki pacjenta (ID: 9130).  

Rycina 29. Obraz interstycjalnej delecji wykrytej u probanda IX w locus 17q25.1, obejmuj�cej gen 

MFSD11. Badanie metod� porównawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy 

oligonukleotydowej (aCGH).

Probandka X (ID: K19)

U probandki X (ryc. 30) wyst�powała sporadyczna ektrodaktylia ze skróceniem ko�ci 

długich. Fenotyp odpowiadał klasyfikacyjnie FFU. Wada manifestowała si�: 

• w ko�czynach dolnych - hipoplazj� panewek stawu biodrowego, agenezj� obu ko�ci 

strzałkowych, ektrodaktyli� stóp,  

• w ko�czynach górnych – agenezj� prawego przedramienia, ektrodaktyli� lewej r�ki.  
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Rycina 30. Obraz radiologiczny wady o fenotypie zbli�onym do SHFM (a, e) ze skróceniem ko�ci 

długich (b, c) i hipoplazj� panewek stawu biodrowego (d). 

W badaniu aCGH wykryto interstycjaln� delecj� w locus 1p33 o wielko�ci 81,4 kb 

(pozycja genomowa wg HG19: 49916096- 49997501; ryc. 31), obejmuj�c� fragment genu 

AGBL4. Ze wzgl�du na brak dost�pno�ci DNA rodziców probandki, nie mo�na było 

przeprowadzi� badania rodzinnego.  

Rycina 31. Obraz interstycjalnej delecji w locus 1p33 obejmuj�cej fragment genu AGBL4

u probandki X. Badanie metod� porównawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy 

oligonukleotydowej (aCGH).

Proband XI (ID: K191)  

U probanda XI (ryc. 32) zdiagnozowano sporadyczny przypadek obustronnej 

izolowanej wady ko�czyn górnych pod postaci� atypowej ektrodaktylii ze skróceniem ko�ci 

długich. W ko�czynach górnych prawej i lewej wada manifestowała si� niedorozwojem 

ko�ci przedramienia. Prawa i lewa r�ka charakteryzowały si� agenezj� 2 i 3 palca, 

syndaktyli� 4 i 5 palca, hipoplazj� palców, ko�ci �ródr�cza i nadgarstka oraz ko�lawo�ci�

kciuka w lewej r�ce. 
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Rycina 32. Obraz kliniczny wady zmniejszaj�cej ze spektrum rozszczepu r�k u probanda XI. 

Ko�czyna prawa (a, b), ko�czyna lewa (c, d). 

Badanie aCGH wykazało obecno�� interstycjalnej delecji w locus 3q27.1 o wielko�ci 

37 kb (pozycja genomowa wg HG19: 183269836- 183306873; ryc. 33), obejmuj�cej 

fragment genu KLHL6. Ze wzgl�du na brak dost�pno�ci DNA rodziców probanda, nie 

mo�na było przeprowadzi� badania rodzinnego. 

Rycina 33. Obraz przedstawiaj�cy interstycjaln� delecj� w locus 3q27.1, obejmuj�c� fragment genu 

KLHL6, wykryt� u probanda XI. Badanie metod� porównawczej hybrydyzacji genomowej do 

mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH). 

Proband XII (ID: 5781)  

U probanda XII wyst�powała sporadyczna izolowana wada ko�czyn górnych ze 

spektrum SHFM lub oligodaktylii łokciowej. W ko�czynie górnej prawej wada 

charakteryzowała si� agenezj� ko�ci łokciowej, hipoplazj� i łukowatym wygi�ciem ko�ci 

promieniowej, hipoplazj� ko�ci �ródr�cza i nadgarstka oraz wad� r�k, manifestuj�c� si�

agenezj� palców 4 i 5 i odpowiednich ko�ci �ródr�cza (ryc. 34 a, c). Ko�czyna górna lewa 

uległa skróceniu na skutek hipoplazji ko�ci promieniowej i łokciowej, które dodatkowo 

zro�ni�te były z ko�ci� ramienn�. Wada lewej r�ki charakteryzowała si� całkowitym 

brakiem trzech palców oraz odpowiednich ko�ci �ródr�cza (ryc. 34 b, d) W uprzednio 
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wykonanych badaniach u probanda wykluczono mutacj� w genach TBX3 i TP63 oraz 

duplikacje w loci 10q24 i 17p13.3 [Jamsheer, 2011]. W badaniach własnych, w wyniku 

analizy aCGH, u probanda wykryto interstycjaln� delecj� w locus 8q22.1 o wielko�ci 33,8 

kb (pozycja genomowa wg HG19: 96562420-96596204; ryc. 35). W odległo�ci ok. 560 kb 

w kierunku telomerowym od zmiany, zlokalizowany jest gen GDF6. W badaniu qPCR 

potwierdzono obecno�� delecji u probanda, a tak�e jej nosicielstwo u zdrowego ojca (ID: 

#3323) pacjenta. Wykluczono obecno�� zmiany u zdrowej matki pacjenta (ID: #3322).  

Rycina 34. Obraz kliniczny i radiologiczny wady ko�czyn górnych u probanda XII; oligodaktylia 

r�ki prawej i lewej (a, b), wada skracaj�ca ko�ci przedramienia ko�czyny górnej prawej i lewej (c, d).

Rycina 35. Obraz interstycjalnej delecji w locus 8q22.1 wykrytej u probanda XII oraz genu GDF6, 

znajduj�cego si� w odległo�ci ok. 560 kb w kierunku telomerowym od zmiany. Badanie metod�

porównawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH).

4.4. Sekwencjonowanie genów kandyduj�cych 

Sekwencjonowanie genów BHLHA9 oraz BHLHB5 przeprowadzono u 27 

probandów, u których nie stwierdzono mutacji w ramach rutynowej diagnostyki 

genetycznej, w genach WNT10B i DLX5 oraz w badaniu aCGH, a tak�e u pacjentów, 

u których wykryto zmiany genomowe o niejednoznacznie okre�lonej patogenno�ci. 

W wyniku powy�szej analizy wykryto heterozygotyczn� mutacj� c.C559G(p.R187G) 

w sekwencji koduj�cej genu BHLHA9 u probandki VIII (opisanej powy�ej) i u jej zdrowej 

matki oraz wykluczono nosicielstwo mutacji u zdrowego ojca (ryc. 36).  
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Rycina 36. Analiza sekwencji genu BHLHA9; heterozygotyczna mutacja c.C559G(p.R187G) 

w genie BHLHA9 u probandki (a) i jej matki (b) oraz sekwencja prawidłowa u ojca (c). 

Ocena stopnia patogenno�ci stwierdzonego wariantu została przeprowadzona przy 

pomocy programów internetowych. Warto�ci współczynników score wynosiły: PolyPhen2

– 0,959 („probably damaging”) wg HumDiv oraz 0,795 („possibly damaging”) wg HumVar 

(ryc. 37), SIFT – 0,19 (tolerated; ryc. 38). Program MutationTaster sklasyfikował badany 

wariant jako polimorfizm („polymorphism”).

Rycina 37. Wynik oceny patogenno�ci wariantu p.R187G w genie BHLHA9 z wykorzystaniem 

programu PolyPhen2.

Rycina 38. Wynik oceny patogenno�ci wariantu p.R187G w genie BHLHA9 z wykorzystaniem

programu SIFT.

U pozostałych probandów wykluczono mutacj� w badanych genach. U 9 pacjentów 

manifestuj�cych klasyczny izolowany rozszczep r�k i/lub stóp wykonano 
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sekwencjonowanie eksonów 15 i 17 genu DYNC1I1. U �adnego z pacjentów nie stwierdzono 

mutacji w badanym zakresie.  

4.5. Sekwencjonowanie eksomu (WES ang. Whole Exome Sequencing) 

Badanie sekwencjonowania eksomu przeprowadzono u 10 probandów i ich rodziców 

(tzw. trio). W wyniku niniejszych bada� udało si� wykry� potencjalnie patogenne mutacje 

w dwóch genach kandyduj�cych. 

Proband XIII (ID: 5785) 

U probanda XIII (ryc. 39) stwierdzono sporadyczne wyst�pienie wady ko�czyn 

górnych ze spektrum SHFM lub oligodaktylii łokciowej ze skróceniem ko�ci długich. 

W ko�czynie górnej prawej stwierdzono hipoplazj� ko�ci łokciowej, łukowato wygi�t� ko��

promieniow�, niedorozwój ko�ci nadgarstka i �ródr�cza z całkowit� agenezj� osi trzech 

palców (r�ka dwupalczasta). W ko�czynie górnej lewej wada manifestowała si� hipoplazj�

ko�ci łokciowej, niedorozwojem ko�ci �ródr�cza oraz całkowitym brakiem osi dwóch 

palców (r�ka trójpalczasta).  

Rycina 39. Obraz kliniczny (a) i radiologiczny (b) obustronnej wady ko�czyn górnych u probanda XIII.

W uprzednio wykonanych badaniach u probanda wykluczono mutacje w genach 

TBX3, TP63 oraz duplikacje w loci 10q24 i 17p13.3 [Jamsheer, 2011]. W badaniach 

własnych dodatkowo wykluczono mutacje w genach WNT10B, DLX5, BHLHA9, BHLHB5

oraz patogenne mikrorearan�acje chromosomowe o wielko�ci powy�ej 5-10 kb. 

W przeprowadzonym u probanda oraz jego zdrowych rodziców (ID: 3843, 3866) 

sekwencjonowaniu eksomu, wykryto homozygotyczn� mutacj� typu missense

c.G3182A(p.G1061E) w eksonie 23 sekwencji koduj�cej genu ROBO1, której nosicielstwo 

stwierdzono w układzie heterozygotycznym u rodziców probanda (ryc. 40). 
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Rycina 40. Mutacja c.G3182A(p.G1061E) w genie ROBO1 zidentyfikowana u probanda XIII 

w układzie homozygotycznym (320 odczytów) oraz u zdrowych rodziców w układzie 

heterozygotycznym (matka – 72 odczyty; ojciec – 121 odczytów).

Ocena patogenno�ci stwierdzonego wariantu została przeprowadzona przy pomocy 

programów internetowych. Warto�ci współczynników score wynosiły: PolyPhen2 – 0,895 

(„possibly damaging”) wg HumDiv oraz 0,313 („benign”) wg HumVar (ryc. 42), SIFT – 0,1 

(„tolerated”; ryc. 43). Program MutationTaster sklasyfikował badany wariant jako „disease 

causing”. Wyniki analizy eksomu zostały zweryfikowane w sekwencjonowaniu metod�

Sangera, potwierdzaj�c obecno�� w/w mutacji w układzie homozygotycznym u probanda 

oraz w układzie heterozygotycznym u obojga rodziców pacjenta. Jednocze�nie niniejszej 

analizie poddano zdrowego brata pacjenta, u którego nie stwierdzono obecno�ci badanej 

mutacji (ryc. 41).  
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Proband XIV (ID: #1984) 

U probanda XIV wyst�powała sporadyczna czteroko�czynowa wada zmniejszaj�ca 

z oligodaktyli� (spektrum SHFM). W ko�czynie górnej prawej wada manifestowała si�

agenezj� ko�ci przedramienia oraz r�k (z zachowanym pojedynczym szcz�tkowym palcem). 

W ko�czynie górnej lewej ko�ci przedramienia były prawidłowo wykształcone (ryc. 44 a), 

natomiast wada lewej r�ki charakteryzowała si� syndaktyli� 2, 3 i 4 palca (ryc. 44 b). 

W ko�czynie dolnej prawej stwierdzono hipoplazj� ko�ci podudzia oraz wad� stopy ze 

spektrum ektrodaktylii, polegaj�c� na agenezji palców centralnego promienia stopy (stopa 

dwupalczasta) (ryc. 44 c). Wada w ko�czynie dolnej lewej manifestowała si� agenezj� ko�ci 

podudzia oraz stopy (ryc. 44 d). 

Rycina 44. Obraz kliniczny wady ko�czyn u probanda XIV; agenezja ko�ci przedramienia i r�k 

w ko�czynie górnej prawej (a), syndaktylia w r�ce lewej (b), hipoplazja ko�ci podudzia oraz 

ektrodaktylia w ko�czynie dolnej prawej, agenezja ko�ci podudzia i stopy w ko�czynie dolnej lewej (d).

W uprzednio wykonanych badaniach [Jamsheer, 2011] u probanda wykluczono 

mutacje w genach WNT7B (w kierunku zespołu Fuhrmanna), TP63 oraz duplikacje w loci

10q24, 17p13.3, a tak�e patogenne lub potencjalnie patogenne mikrorearan�acje o wielko�ci 

powy�ej 70-100 kb. W badaniach własnych przeprowadzono sekwencjonowanie eksomu, 

w którym stwierdzono heterozygotyczn� mutacj� c.G1060T(p.V354F) w eksonie 

9 sekwencji koduj�cej genu ODZ4. Analiza nie wykazała obecno�ci mutacji u zdrowych 

rodziców pacjenta (ID: #1985, #1986) (ryc. 48). Ocena patogenno�ci stwierdzonego 

wariantu została przeprowadzona przy pomocy programów internetowych. Warto�ci 

współczynników score wynosiły: PolyPhen2 – 0,779 („possibly damaging”) wg HumDiv 

oraz 0,178 („benign”) wg HumVar (ryc. 46), SIFT – 0 („damaging”; ryc. 47). Program 

MutaionTaster sklasyfikował badany wariant jako „disease causing”. Obecno�� mutacji 

u probanda oraz jej brak u rodziców został potwierdzony niezale�nym sekwencjonowanie 

metod� Sangera (ryc. 45). 
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Rycina 45. Analiza sekwencji eksonu 9 genu ODZ4; mutacja heterozygotyczna c.G1060T(p.V354F) 

u probanda XIV (a), sekwencja prawidłowa u matki (b), sekwencja prawidłowa u ojca (c). 

Rycina 46. Wynik oceny patogenno�ci wariantu p.V354F genu ODZ4 z wykorzystaniem programu 

PolyPhen2. 

Rycina 47. Wynik oceny patogenno�ci wariantu p.V354F genu ODZ4 z wykorzystaniem programu 

SIFT. 
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Rycina 48. Mutacja c.G1060T(p.V354F) w genie ODZ4 zidentyfikowana u probanda XII w układzie 

heterozygotycznym; brak obecno�ci mutacji u zdrowych rodziców.
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Tabela 10. Podsumowanie mutacji stwierdzonych u pacjentów. 

ID probanda/ 

rodziny 
fenotyp 

zapis 

mutacji 

status 

dziedziczenia 

mutacji 

klasyfikacja mutacji 

P I SHFM dup10q24.3 de novo znana patogenna 

P II SHFM dup10q24.3 de novo znana patogenna 

R III: proband  
SHFM dup10q24.3 

de novo 
znana patogenna 

           córka odziedziczona 

P IV SHFM 
DLX5

p.E39X/wt 

odziedziczona od 

zdrowej matki 

nowa prawdopodobnie 

patogenna

R V: proband SHFM 
DLX5

p.E39X/wt 
odziedziczona 

nowa prawdopodobnie 

patogenna          syn 
atypowa 

wada stopy 

R VI: proband, 

ojciec, siostra ojca 
SHFM dup7q21.3 odziedziczona znana patogenna 

P VII 

zespół wad, 

atypowy 

SHFM 

dupXp22.31 
odziedziczona od 

zdrowej matki 

nowa prawdopodobnie 

patogenna 

P VIII 

SHFM r�k, 

wada l. stopy 

barwnikowe 

zm. skórne 

dup6q27 
odziedziczona od 

zdrowego ojca 

nowa o niejednoznacznie 

okre�lonej patogenno�ci 

BHLHA9 

p.R187G/wt 

odziedziczona od 

zdrowej matki 

nowa o niejednoznacznie 

okre�lonej patogenno�ci

P IX 
atypowy 

SHFM 
del17q25.1 

odziedziczona od 

zdrowego ojca 

nowa o niejednoznacznie 

okre�lonej patogenno�ci 

P X FFU ? del1p33 brak danych 
nowa o niejednoznacznie 

okre�lonej patogenno�ci 

P XI 
atypowy 

SHFM 
del3q27.1 brak danych 

nowa o niejednoznacznie 

okre�lonej patogenno�ci 

P XII 

atypowy 

SHFM/ 

oligodaktylia 

łokciowa 

del8q22.1 
odziedziczona od 

zdrowego ojca 

nowa o niejednoznacznie 

okre�lonej patogenno�ci 

P XIII 

atypowy 

SHFLD/ 

oligodaktylia 

łokciowa 

ROBO1

p.G1061E/ 

p.G1061E 

odziedziczona 
nowa prawdopodobnie 

patogenna 

P IV 
atypowy 

SHFLD 

ODZ4 

p.V354F/wt 
de novo 

nowa prawdopodobnie 

patogenna

P – proband; R – rodzina;  
SHFM – rozszczep r�k i/lub stóp; SHFLD – rozszczep r�k i/lub stop ze skróceniem ko�ci długich; 

dup – duplikacja, del – delecja; wt – allel prawidłowy 
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5. DYSKUSJA 

Głównym zało�eniem niniejszej rozprawy doktorskiej była próba identyfikacji 

podło�a molekularnego wad ze spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp. Schemat post�powania 

diagnostycznego został opracowany przez autork� na podstawie danych z pi�miennictwa, 

bada� własnych oraz cech klinicznych, charakteryzuj�cych dan� wad� o typie SHFM. 

Ogólny algorytm post�powania diagnostycznego był w wybranych przypadkach 

odpowiednio modyfikowany i dostosowywany do indywidualnych cech fenotypowych 

probandów/rodzin. 

Metodami umo�liwiaj�cymi identyfikacj� nowych zmian u pacjentów, u których 

wykluczono znane przyczyny genetyczne wady, s� technika sekwencjonowania eksomu 

oraz całogenomowa porównawcza hybrydyzacja do mikromacierzy oligonukleotydowej 

(aCGH). Metoda aCGH jest ponadto narz�dziem umo�liwiaj�cym badanie hipotezy 

o genomowym charakterze zmian patogennych le��cych u podło�a wad ze spektrum SHFM.  

5.1. Rutynowa diagnostyka genetyczna 

Rutynowa diagnostyka genetyczna przeprowadzona u 19 pacjentów nie obj�tych do 

tej pory poradnictwem genetycznym, umo�liwiła wykrycie przyczyny molekularnej wady 

u 3 probandów oraz pozwoliła na wyodr�bnienie grupy chorych o nieznanej lub rzadkiej 

przyczynie genetycznej wady. Ta grupa pacjentów była najbardziej interesuj�ca pod 

wzgl�dem naukowym, gdy� stanowiła materiał słu��cy identyfikacji nowych, nieopisanych 

dot�d w pi�miennictwie naukowym, czynników etiologicznych SHFM. 

Wada u probandów I, II i III, u których stwierdzono nieprawidłowy wynik rutynowej 

diagnostyki genetycznej, uwarunkowana była duplikacj� w locus dla SHFM3 (10q24.31-

32). Jest to najcz�stsza przyczyna genetyczna niezespołowej formy klasycznej ektrodaktylii 

i odpowiada za 18-25% przypadków. Do tej pory opisano 23 probandów z niezespołow�

form� rozszczepu SHFM uwarunkowan� duplikacj� w locus 10q24.31-32 [Klopocki i wsp., 

2012; Everman i wsp., 2006; de Mollerat i wsp., 2003; Kano i wsp., 2005]. W badaniach 

własnych, probandzi spełniaj�cy kryterium wady izolowanej o typowej manifestacji, 

stanowili 52% (10 na 19 pacjentów poddanych badaniom rutynowym) z czego u 30% 

(3 probandów) stwierdzono duplikacj� w locus SHFM3. Wynik ten jest zgodny z danymi 
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z pi�miennictwa [Klopocki i wsp., 2012; Everman i wsp., 2006; de Mollerat i wsp., 2003; 

Kano i wsp., 2005]. Duplikacje w locus 10q24.31-32 identyfikowane s� równie�, cho�

zdecydowanie rzadziej, u pacjentów z zespołow� form� SHFM. Do tej pory opisano 

zaledwie o�miu takich probandów, u których oprócz wad ko�czyn zdiagnozowano 

dysmorfi�, niepełnosprawno�� intelektualn�, niedosłuch, wady nerek, oligodoncj� lub 

rozszczep podniebienia.  

Wielko�� duplikacji w locus 10q24 mie�ci si� w granicach 325-570 kb. Zmiana 

typowa obejmuje geny LBX1, BTRC, POLL oraz fragment genu FBXW4 [Klopocki i wsp., 

2012; Kano i wsp., 2005; Everman i wsp., 2006]. Odnotowano jeden przypadek, w którym 

zakres zmiany był przesuni�ty w kierunku telomerowym, obejmuj�c równie� gen FGF8 

[Dimitrov i wsp., 2010].W innym doniesieniu opisano pacjenta, u którego duplikacja 

obejmowała wył�cznie dwa geny BTRC i POLL, co pozwoliło zaw�zi� region krytyczny dla 

SHFM3 do 325 kb [Lyle i wsp., 2006]. Duplikacja stwierdzona w badaniach własnych 

u pacjentów II i III miała zakres typowy (odpowiednio: 419 kb i 438 kb) i obejmowała geny 

LBX1, BTRC, POLL oraz fragment genu FBXW4 (ryc. 49).  

Rycina 49. Genomowa lokalizacja duplikacji w locus 10q24.31-32 zidentyfikowanej u probandów 

II i III. Ramk� zaznaczono zakres zmiany. Duplikacja obejmuje geny LBX1, BTRC, POLL oraz fragment 

genu FBXW4. 

Mechanizm powstawania malformacji ze spektrum SHFM spowodowanej duplikacj�

w locus 10q24.31-32 jest niejasny. Poniewa� bezpo�rednia przyczyna wady nie jest poznana, 

uznaje si�, i� ka�dy z genów znajduj�cych si� w obr�bie lub niedalekim s�siedztwie zmiany 

jest potencjalnie zwi�zany z wyst�pieniem wady. Gen FBXW4 był do niedawna najbardziej 

obiecuj�cym genem kandyduj�cym poniewa� wykazuje wysoki stopie� homologii (87%) 

w stosunku do ortologu genu Fbxw4 u myszy. W badaniach modelu mysiego wykazano, �e 

inaktywacja genu Fbxw4 powoduje agenezj� ko�ci palców �rodkowych promieni ko�czyn 

przednich oraz hipoplazj� lub syndaktyli� ko�ci �ródr�cza i �ródstopia, a wi�c fenotyp 

odpowiadaj�cy ektrodaktylii. Naturalnie wyst�puj�ca mysz z dziedziczn� form�
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ektrodaktylii (tzw. Dac mouse), u której wada okre�lana jest mianem „dactylaplasia”, 

stanowi zwierz�cy model w badaniach nad ludzkim locus SHFM3 [Crackower i wsp., 1998]. 

Fbxw4 nale�y do rodziny białek F-Box/WD40, które s� zaanga�owane w kontrol� cyklu 

komórkowego poprzez ubikwitynacj� [Ianakiev i wsp., 1999]. Sidow i wsp. [1999] wysun�li 

hipotez�, jakoby mysie białko Fbxw4 utrzymywało odpowiedni poziom podziałów 

komórkowych w strefie AER, powoduj�c degradacj� białek supresorowych. Przypuszcza 

si�, �e u myszy Dac, na skutek inaktywacji genu Fbxw4, białka supresorowe nie s�

degradowane, co powoduje zahamowanie podziałów komórkowych w strefie AER 

i manifestacj� fenotypu SHFM [Sidow i wps., 1999]. Niemniej jednak jest to hipoteza, która 

wymaga potwierdzenia.  

Zjawisk zachodz�cych w procesie patogenezy SHFM3 u człowieka nie mo�na w 

bezpo�redni sposób przeło�y� na model zwierz�cy reprezentowany przez mysz Dac. 

Mechanizmy patogenne w obydwu przypadkach s� bowiem zupełnie ró�ne. U myszy 

mutacj� przyczynow� s� insercje w genie Fbxw4, u ludzi za� tandemowa duplikacja. Do tej 

pory nie udało si� zidentyfikowa� mutacji w genie FBXW4 u pacjentów z SHFM. Ponadto 

pozostałe geny w regionie krytycznym dla SHFM3, których ortologi u myszy zdaj� si� by�

nienaruszone w przypadku „dactylaplasji”, s� równie� istotne w prawidłowym rozwoju 

ko�czyn i mog� by� potencjalnie zaanga�owane w ekspresj� SHFM u ludzi. Co wi�cej, Lyle 

i wsp. [2006] opisali przypadek ektrodaktylii uwarunkowanej duplikacj� w regionie 

10q24.3, obejmuj�c� jedynie geny BTRC i POLL, a wi�c o zakresie mniejszym ni� typowy, 

oszcz�dzaj�cym gen FBXW4.  

Białko BTRC nale�y do rodziny białek F-box i jest elementem szlaku Wnt/�-

katenina oraz NF��. Zaburzenia w regulacji i aktywacji tych �cie�ek sygnalizacyjnych 

w rozwijaj�cym si� zawi�zku ko�czyny powoduj� degradacj� strefy AER i s� przyczyn�

wad zmniejszaj�cych ko�czyn oraz cech dysplazji ektodermalnej [Bushdid i wsp., 1998]. 

Białko IKK�, równie� kodowane przez gen zawarty w locus SHFM3, jest inhibitorem szlaku 

NF��, a jego st��enie jest utrzymywane na niskim poziomie dzi�ki ubikwitynacji 

prowadzonej przez białko BTRC. Udowodniono, i� delecja genu IKK� u myszy powoduje 

malformacje ko�czyn i skóry [Li i wsp., 1998]. Przypuszcza si�, �e hipotetyczna 

nadekspresja genu BTRC spowodowana duplikacj� w locus SHFM3 mo�e prowadzi� do 

zmniejszonego poziomu �-kateniny oraz IKK�, tym samym zaburze� w strefie AER, 

a ostatecznie - do ektrodaktylii [Lyle i wsp., 2006].  

Gen FGF8 nie jest zlokalizowany w obr�bie typowej duplikacji 10q24.2, lecz jest 

usytuowany w odległo�ci ok. 100-120 kb i mo�e z du�ym prawdopodobie�stwem by�
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zaanga�owany w patogenez� SHFM. Gen ten odgrywa wa�n� rol� w regulacji prawidłowego 

wzrastania i formowania si� ko�czyn poprzez indukcj� białka SHH, które umo�liwia 

interakcj� pomi�dzy komórkami strefy AER i ZPA. Zahamowanie ekspresji Fgf8

w komórkach struktury AER ko�czyn przednich powoduje agenezj� pierwszego i drugiego 

palca wraz z odpowiedni� ko�ci� �ródr�cza oraz agenezj� lub hipoplazj� ko�ci ramiennej 

i hipoplazj� lub fuzj� ko�ci nadgarstka. Niemniej jednak, mutacje germinalne typu utraty 

funkcji Fgf8 s� letalne, co wyklucza udział tych zmian w patogenezie wad ko�czyn [Moon 

i wsp., 2000].  

 Sugeruje si�, i� za mechanizmem prowadz�cym do rozwoju wady uwarunkowanej 

duplikacj� w locus SHFM3 stoi zaburzenie w równowadze pomi�dzy wzajemn� interakcj�

genów i ich sekwencji regulatorowych [Friedli i wsp., 2008]. Badania nad zwi�zkiem 

przyczynowo-skutkowym pomi�dzy stopniem ekspresji wady a wielko�ci� duplikacji 10q24 

nie wykazały istotnych korelacji. Opisany przez Dimitrova i wsp. [2010] proband 

z najwi�kszym zakresem zmiany, obejmuj�cym gen FGF8, nie wykazywał bowiem 

ci��szego fenotypu. 

Drug� co do cz�sto�ci przyczyn� SHFM bez skrócenia ko�ci długich (12%) oraz 

pierwsz� w SHFLD (90%) jest duplikacja w locus 17p13.3 [Klopocki i wsp., 2012]. 

W badaniach własnych pacjenci, u których rozszczepowi r�k i/lub stóp towarzyszyło 

skrócenie ko�ci długich, stanowili 5/11 tj. ok. 50%. U �adnego z probandów poddanych 

rutynowej diagnostyce genetycznej nie zidentyfikowano duplikacji w locus 17p13.3. 

Trzecim czynnikiem etiologicznym analizowanym w toku powy�szych bada� były 

mutacje w genie TP63 odpowiadaj�ce za ok. 10% przypadków izolowanego SHFM oraz a�

90% przypadków zespołu EEC. W badanej grupie był jeden proband z rozpoznanym 

klinicznie zespołem EEC, u którego wykluczono mutacje w sekwencji koduj�cej genu TP63. 

U pozostałych probandów równie� nie wykryto zmian w w/w genie.  

5.2. Sekwencjonowanie genów WNT10B i DLX5

Do tej pory opisano jedynie cztery przypadki o autosomalnym recesywnym 

dziedziczeniu wady, w tym dwa rodzinne i jeden sporadyczny, spowodowane mutacjami 

w genie WNT10B oraz jeden rodzinny przypadek uwarunkowany homozygotyczn� mutacj�

w genie DLX5 [Ugur i wsp. 2008; Blattner i wsp., 2010; Khan i wsp., 2012; Shamseldin i wsp., 

2012]. Pomimo tego, �e wady ze spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp s� niezwykle rzadko 
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uwarunkowane mutacjami recesywnymi, nie mo�na wykluczy�, �e ten rodzaj dziedziczenia 

mo�e zosta� zidentyfikowany u pacjentów badanych w niniejszej pracy.  

Rodzinne przypadki SHFM spowodowane homozygotycznymi mutacjami 

w WNT10B opisane przez Ugura i wsp. [2008] oraz Khana i wsp. [2012] dotyczyły rodzin 

spokrewnionych, w których ryzyko wyst�pienia chorób recesywnych jest wysokie. Wywiad 

rodzinny, przeprowadzony u wszystkich probandów poddanych badaniom genetycznym 

w niniejszej pracy, pozwolił wykluczy� pokrewie�stwo rodziców. U �adnego z probandów 

nie stwierdzono mutacji w genie WNT10B. Wynik ten był zgodny z oczekiwaniami, niemniej 

jednak przyj�ty przez autork� schemat post�powania diagnostycznego nakazywał 

identyfikacj� lub wykluczenie wszystkich znanych przyczyn SHFM. 

Niezwykle interesuj�co przedstawiaj� si� wyniki analizy sekwencji genu DLX5, 

zlokalizowanego w locus 7q21.3-22.1 (SHFM1). Aberracje w tym regionie s� przyczyn�

rozszczepu r�k i/lub stóp, któremu mog� towarzyszy� cechy dysmorfii, niedosłuch typu 

odbiorczego oraz cechy dysplazji ektodermalnej [Tackels-Horne i wsp., 2001]. Gen DLX5, 

wraz ze zlokalizowanym w niedalekim s�siedztwie genem DLX6, pełni wa�n� funkcj�

w procesie rozwoju ko�czyn. Tkankowo-specyficzna ekspresja obydwu genów została 

zidentyfikowana w strukturze AER zawi�zków ko�czyn, osteoblastach rozwijaj�cych si�

ko�ci oraz w przestrzeniach mi�dzyneuronalnych cz��ci podstawnej kresomózgowia 

[Simeone i wsp., 1994; Acampora i wsp., 1999; Lo Iacono i wsp., 2008]. W modelu mysim, 

podwójny lecz nie pojedynczy knock-out genowy Dlx5/Dlx6 wykazuje ektrodaktyli� oraz 

wady twarzoczaszki i ucha wewn�trznego [Robledo i wsp., 2002]. 

U probandów IV i V wykryto t� sam� heterozygotyczn� mutacj� typu nonsense 

(p.E39X) w homeodomenie, w eksonie pierwszym badanego genu. Mutacja ta powoduje 

wprowadzenie przedwczesnego kodonu stop, co skutkuje najprawdopodobniej degradacj�

transkryptu w procesie NMD (ang. nonsense-mediated decay). Do tej pory opisano jedynie 

jeden rodzinny przypadek rozszczepu r�k i/lub stóp uwarunkowany mutacj� w genie DLX5. 

W opisanej rodzinie przyczyn� wyst�pienia wady u dwóch sióstr była homozygotyczna 

mutacja missense p.Q178P w homeodomenie, w eksonie 2 genu DLX5. Bezobjawowi 

rodzice sióstr byli spokrewnieni i byli nosicielami mutacji w układzie heterozygotycznym. 

U jednej z sióstr malformacjom r�k i stóp towarzyszyło skrócenie ko�ci długich, a u drugiej 

niedosłuch. Obie siostry manifestowały nieznaczne cechy dysmorfii [Shamseldin i wsp., 

2012]. Identyfikacja mutacji patogennej w genie DLX5 była pierwszym i do tej pory 

jedynym opisanym dowodem na bezpo�redni udział mutacji punktowych genu 

w patogenezie wad ko�czyn ze spektrum SHFM.  
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W badaniach własnych, proband IV z obustronnym izolowanym typowym 

rozszczepem r�k odziedziczył mutacj� p.E39X od zdrowej matki, co mo�e podwa�a�

patogenno�� zmiany. Jednak�e cz�ste w ektrodaktylii zjawisko niepełnej penetracji oraz 

niepolimorficzny (mutacja typu nonsense) charakter mutacji nie pozwala wykluczy� udziału 

tego wariantu w patogenezie wady u probanda IV. Za patogenno�ci� wykrytego wariantu 

przemawia równie� fakt wykrycia tej samej mutacji w rodzinie V. U probanda 

V wyst�powała izolowana czteroko�czynowa ektrodaktylia. U jego syna stwierdzono du�o 

łagodniejsz� manifestacj� wady, charakteryzuj�c� si� hipoplazj�, syndaktyli� i klinodaktyli�

palców stopy lewej. U probanda IV wykluczono w badaniu qPCR potencjalne zmiany liczby 

kopii na drugim allelu genu DLX5 oraz mutacje punktowe w genie DLX6. Wykryta 

w rodzinach IV i V mutacja w genie DLX5 nie ma jednoznacznie okre�lonego udziału 

w rozwoju wady. Aby udowodni� rol� stwierdzonego wariantu w rozwoju SHFM konieczne 

byłoby zbadanie nosicielstwa zmiany u kolejnych członków obydwu rodzin oraz jej 

identyfikacja w wi�kszej grupie niespokrewnionych probandów. Byłby to pierwszy 

przypadek wyst�pienia izolowanej wady ze spektrum SHFM o niepełnej penetracji, 

uwarunkowanej mutacj� typu nonsense na jednym allelu genu DLX5. 

5.3. Badania technik� porównawczej hybrydyzacji genomowej 

do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH) 

Choroby genomowe uwarunkowane rzadkimi wariantami liczby kopii (CNV) 

o charakterze patogennym zostały po raz pierwszy opisane w zespołach wad wrodzonych 

takich jak: zespół Smitha-Magenis, zespół Sotosa, zespół Wilamsa-Beurena [Girirajan 

i wsp., 2006; Kriek i wsp., 2006]. W okresie ostatnich kilku lat pojawia si� coraz wi�cej 

doniesie� opisuj�cych nowe CNV, stanowi�ce przyczyn� wad wrodzonych, zarówno wad 

izolowanych, jak i zespołów wad mnogich, których podło�e genetyczne było wcze�niej 

nieznane. Wynika to z coraz wi�kszej dost�pno�ci metody aCGH, która jest skutecznym 

narz�dziem umo�liwiaj�cym identyfikacj� niezrównowa�onych zmian genomowych. 

Analiza wyników aCGH przysparza wiele trudno�ci ze wzgl�du na ogrom danych, cz�sto 

trudnych do interpretacji. Odsetek polimorficznych CNV, stanowi�cych o zmienno�ci 

mi�dzyosobniczej, jest w genomie ludzkim zaskakuj�co du�y. Ilo�� CNV wykrywanych 

metod� aCGH zale�y od rozdzielczo�ci mikromacierzy oligonukleotydowej. W niniejszych 

badaniach wykorzystywano mikromacierze o wysokiej rozdzielczo�ci, tj. 1.4 miliona sond 
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na haploidalny genom, które pozwoliły na wyodr�bnienie u pojedynczego probanda �rednio 

70 zmian CNV o wielko�ci powy�ej 3-5 kb. Sporym wyzwaniem jest oddzielenie wariantów 

polimorficznych od patogennych. Umo�liwiaj� to internetowe bazy danych, gromadz�ce 

informacje o wszystkich opisanych wariantach liczby kopii u zdrowych osobników (np. baza 

DGV). Ocena patogenno�ci pozostałych, potencjalnie niepolimorficznych zmian, jest 

jeszcze bardziej wymagaj�ca, zwłaszcza je�li nie znajduj� si� w ich obr�bie lub pobli�u geny 

o znanej funkcji u człowieka lub których funkcja nie została okre�lona w badaniach 

przeprowadzonych na modelach zwierz�cych. W takiej sytuacji nale�y polega� na wyniku 

bada� rodzinnych lub bada� przeprowadzonych na wi�kszej grupie pacjentów. Identyfikacja 

danej zmiany u probanda oraz u chorego krewnego lub niespokrewnionego probanda 

o zbli�onym fenotypie, lub jej wykluczenie u zdrowych rodziców pacjenta, jest silnym 

argumentem przemawiaj�cym za patogenno�ci� wariantu. Analogicznie stwierdzenie 

nosicielstwa zmiany u jednego ze zdrowych rodziców probanda w znacznym stopniu 

podwa�a jej patogenny charakter. Nie mo�na go jednak�e wykluczy� ze wzgl�du na do��

powszechnie wyst�puj�ce w wadach ko�czyn zjawisko niepełnej penetracji cechy.  

Analiza porównawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy 

oligonukleotydowej przeprowadzona u 30 probandów pozwoliła na wykrycie/wykluczenie 

znanych zmian genomowych, odpowiadaj�cych za fenotyp oraz umo�liwiła identyfikacj�

nowych CNV o potencjalnym udziale w patogenezie wady. W wyniku powy�szej analizy 

udało si� jednoznacznie ustali� przyczyn� molekularn� wady u dwóch pacjentów oraz 

wykry� zmiany o niejednoznacznie okre�lonej patogenno�ci u pi�ciu probandów.  

Rodzina VI 

U probanda VI z izolowan� postaci� typowego rozszczepu r�k i stóp 

zidentyfikowano delecj� w locus dla 7q21.3 (SHFM1). Zmiana ta jest jedn� z najmniejszych 

opisanych dotychczas delecji w locus SHFM1. Do niedawna minimalny opisywany region 

delecji, wspólny dla wi�kszo�ci pacjentów z SHFM, obejmował geny DYNC1I1, SLC25A13, 

DSS1, DLX5 oraz DLX6, z których jedynie rola DLX5 i DLX6 została jednoznacznie ustalona 

we wczesnym rozwoju ko�czyn. Udział genów Dlx5/Dlx6 w patogenezie SHFM został 

mianowicie okre�lony w badaniach modelu mysiego [Merlo i wsp., 2002], a identyfikacja 

homozygotycznej mutacji w genie DLX5 u pacjentki z zespołow� form� SHFM 

jednoznacznie potwierdziła jego bezpo�redni� rol� w etiologii wady [Shamseldin i wsp., 

2012]. Kouwenhoven i wsp. [2010] opisali przypadek pacjenta z izolowanym SHFM, 

u którego wada była spowodowana delecj� w locus 7q21.3 o wielko�ci 880 kb, obejmuj�c�
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geny DSS1, SLC25A13 oraz fragment genu DYNC1I1, lecz nie naruszaj�c� DLX5 i DLX6. 

Skłoniło to autorów do bada� nad identyfikacj� sekwencji regulatorowych kontroluj�cych 

ekspresj� DLX5/DLX6 w regionie zmiany. Ekspresja obydwu genów jest regulowana przez 

białko TP63, co jednocze�nie tłumaczy podobny fenotyp u pacjentów z SHFM1 i SHFM4 

[Lo Iacono i wsp., 2008]. Kouwenhoven i wsp. [2010] zlokalizowali miejsce wi�zania TP63 

w odległo�ci 300 kb w kierunku 5’od genów DLX5 i DLX6 (SHFM1-BS1) oraz dowiedli 

regulatorow� rol� tej sekwencji w kontroli ekspresji obydwu genów. Wykazano, i� ekspresja 

genów Dlx5/Dlx6 zostaje zredukowana zarówno na skutek inaktywacji białka p63, jak 

i sekwencji regulatorowych kontrolowanych przez p63 [Kouwenhoven i wsp., 2010]. 

Ostatnie badania modelu myszy i zebrafish nad transkrypcyjn� regulacj� DLX5/6 pozwoliły 

zidentyfikowa� dodatkowe tkankowo-specyficzne enhancery, których inaktywacja 

zwi�zana była z wadami ko�czyn, twarzoczaszki oraz utrat� słuchu, a wi�c fenotypami 

cz�sto obserwowanymi u pacjentów z rearan�acjami w locus 7q21. Dwa z po�ród 

eksonowych enhancerów (eExons), zlokalizowane s� w eksonach 15 i 17 sekwencji 

koduj�cej genu DYNC1I1 w odległo�ci 900 kb w kierunku 5’ od genów DLX5/DLX6. Gen 

DYNC1I1 koduje ła�cuch I podjednostki cytoplazmatycznego kompleksu białek 

motorycznych z rodziny dynein, odpowiedzialnych za wsteczny transport aksonalny 

w neuronach. Gen DYNC1I1 nie ulega ekspresji w rozwijaj�cych si� ko�czynach, w zwi�zku 

z czym jego inaktywacja spowodowana cz��ciow� delecj� nie jest prawdopodobnie 

przyczyn� wad ko�czyn ze spektrum SHFM [Birnbaum i wsp., 2012a; Birnbaum i wsp., 

2012].  

W odniesieniu do powy�ej przytoczonych danych, wynik uzyskany w badaniach 

własnych w rodzinie VI przedstawia si� niezwykle ciekawie, bowiem zakres stwierdzonej 

delecji jest znacznie mniejszy ni� typowy. Zmiana o wielko�ci 205 kb nie obejmowała 

genów DLX5, DLX6 i DSS1, w jej obr�bie były natomiast zmapowane enhancery w eksonie 

15 i 17 genu DYNC1I1 (eExons 15 i 17) (ryc. 50). Wada w opisywanej rodzinie 

spowodowana była delecj� sekwencji regulatorowych kontroluj�cych ekspresj� genów 

DLX5/6.  
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Rycina 50. Genomowa lokalizacja delecji w locus 7q21.3 zidentyfikowanej w rodzinie VI. Ramk�

zaznaczono zakres zmiany. Delecja obejmuje fragmenty genów DYNC1I1 oraz SLC25A2.

Zgodnie z najnowszym doniesieniem ze stycznia 2014 roku, najmniejsza delecja 

w locus 7q21, spo�ród opisanych do tej pory, ma wielko�� 106 kb i obejmuje wył�cznie 

eksony 11-18 genu SLC25A13 oraz eksony 14-17 genu DYNC1I1, nie naruszaj�c tym samym 

genów DLX5/6. Identyfikacja w/w zmiany pozwoliła ustali� minimalny region krytyczny 

dla SHFM1. Delecja została stwierdzona u dwóch pacjentów (proband i jego wujek) 

manifestuj�cych izolowany rozszczep r�k i stóp oraz u czterech zdrowych członków tej 

samej rodziny. Wynik potwierdza poprzednie doniesienia na temat roli sekwencji 

regulatorowych w eksonach 15 i 17 genu DYNC1I1 w kontroli ekspresji genów DLX5/6 oraz 

wskazuje na niepełn� penetracj� zmiany zlokalizowanej w locus 7q21 [Lango i wsp., 2014]. 

Van Silfhout i wsp. [2009] opisali przypadek czteroko�czynowej typowej ektrodaktylii 

uwarunkowanej inwersj� o wielko�ci 190 kb. Zmiana ta, tak samo jak u pacjenta VI oraz 

probanda opisanego przez Lango i wsp. [2014] oszcz�dzała geny DLX5, DLX6 i DSS1 oraz 

obejmowała fragment genu DYNC1I1, w tym enhancery zlokalizowane w eksonach 15 i 17. 

Wynik bada� własnych w odniesieniu do przypadków opisanych powy�ej dowodzi, i�

manifestacja wady ze spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp wynika nie tylko z inaktywacji 

genów DLX5/DLX6, lecz równie� z inaktywacji ich sekwencji regulatorowych. Wynik ten 

ma du�� warto�� poznawcz� i stanowi istotny wkład w badania nad mechanizmem 

patogenezy wad ko�czyn. 

Proband VII 

Bardzo interesuj�co przedstawiaj� si� wyniki analizy aCGH u probanda VII, 

u którego zidentyfikowano duplikacj� w locus Xp22.31 o wielko�ci 108,316 kb. Mutacja 

odziedziczona od zdrowej matki probanda obejmowała cał� sekwencj� koduj�c� genu KAL1 

(ryc. 51).  
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Rycina 51. Genomowa lokalizacja duplikacji w locus Xp22.31 zidentyfikowanej u probanda VII. 

Ramk� zaznaczono zakres zmiany. Duplikacja obejmuje gen KAL1. 

W trakcie rozwoju embrionalnego, gen KAL1 ulega ekspresji w rdzeniu kr�gowym, 

nerkach, opuszce w�chowej oraz siatkówce. Produkt genu – anosmina-1 jest wydzielnicz�

glikoprotein� adhezyjn�, która kontroluje rozwój neuronów w�chowych oraz migracj�

neuronów produkuj�cych gonadoliberyn� (GnRH ang. gonadotropin-releasing hormone). 

Fibronektynowe domeny typu III w strukturze anosminy-1 wykazuj� zdolno�� wi�zania 

siarczanu heparanu (HS, ang. heparine sulfate) [Cariboni i wsp., 2004]. 

Mutacje typu utraty funkcji w genie KAL1, w tym delecje oraz mutacje punktowe, 

odpowiadaj� za form� zespołu Kallmanna sprz��on� z chromosomem X i stanowi�c�

przyczyn� 10-12% wszystkich przypadków tej anomalii. Zespół Kallmanna (KS, ang. 

Kallmann Syndrome) jest heterogennym zaburzeniem, w którym wyst�puje hipogonadyzm 

hipogonadotropowy wynikaj�cy z niedoboru gonadoliberyny w skojarzeniu z hiposmi� lub 

anosmi�, spowodowan� dysgenezj� opuszki w�chowej. Głównym cechom fenotypowym KS 

cz�sto towarzysz� wady dodatkowe, w tym: niedosłuch typu odbiorczego, aplazja nerek, 

rozszczep wargi/podniebienia oraz wady kostne [Dodé i wsp., 2003]. U probanda VII 

stwierdzono wad� ko�czyn dolnych ze spektrum rozszczepu, atypow� wad� lewej r�ki, wad�

kr�gosłupa, cechy dysmorfii, niedosłuch, wn�trostwo, małe pr�cie oraz opó
niony rozwój 

mowy. Wykluczono natomiast hipogonadyzm hipogonadotropowy. Pacjent nie wykazywał 

równie� anosmii, co zostanie zweryfikowane w planowanych badaniach w�chu. Ponadto 

duplikacje genu KAL1 nie były do tej pory opisywane u pacjentów z KS, tak wi�c zarówno 

fenotyp, jak i genotyp probanda nie odpowiadały klinicznemu rozpoznaniu zespołu 

Kallmanna. 

Intryguj�cy jest mechanizm ekspresji zespołu wad u pacjenta VII na skutek 

duplikacji genu KAL1. Badania prowadzone nad molekularnymi przyczynami KS wykazały 

interakcj� pomi�dzy anosmin�-1, a białkiem FGFR1 [González-Martínez i wsp., 2004]. 

Mutacje typu utraty funkcji w genie FGFR1 s� drug� opisan� przyczyn� zespołu Kallmanna 

dziedziczonego  autosomalnie dominuj�co o niepełnej penetracji i odpowiadaj� za ok. 10% 

przypadków [Dodé i wsp., 2003]. Na szczególn� uwag� zasługuje fakt, i� mutacje w FGFR1
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warunkuj� wady ko�czyn wyst�puj�ce u cz��ci pacjentów z zespołem Kallmanna, m.in. 

zrost IV i V ko�ci �ródr�cza, klinodaktyli� oraz oligodaktyli� [Dodé i wsp., 2003, Jarzabek 

i wsp., 2012]. Co ciekawe, wi�kszo�� cech stwierdzonych u probanda VII identyfikuje si�

równie� u pacjentów z zespołem Hartsfielda, uwarunkowanym mutacjami w FGFR1

i charakteryzuj�cym si� współwyst�powaniem holoprosencefalii i ektrodaktylii [Simonis 

i wsp., 2013]. Do wspólnych objawów nale��: ektrodaktylia, opó
nienie rozwoju w stopniu 

lekkim, małe pr�cie, wn�trostwo oraz cechy dysmorficzne twarzy. Holoprosencefalia została 

wykluczona w obrazowaniu głowy metod� rezonansu magnetycznego, dlatego diagnoza 

w kierunku zespołu Hartsfielda nie została potwierdzona. Fenotyp pacjentów z t� anomali�

jest rezultatem utraty aktywno�ci sygnalizacyjnej białka FGFR1. Proteina ta jest receptorem 

typu 1 czynnika wzrostu fibroblastów, którego domena cytoplazmatyczna wykazuje 

aktywno�� kinazy tyrozynowej.  

Gen FGFR1 ulega ekspresji w wielu tkankach embrionalnych i bierze udział 

w ró�norodnych procesach rozwojowych. Wykazano, i� swoista tkankowo inaktywacja 

Fgfr1 powoduje u myszy wady mózgowia wynikaj�ce z zaburze� w formowania si� dróg 

spoidłowych oraz wady ko�czyn polegaj�ce na syndaktylii III i IV palca, a tak�e na agenezji 

palców i ko�ci �ródr�cza/�ródstopia w centralnej oraz przedosiowej cz��ci ko�czyny [Tole 

i wsp., 2006, Li i wsp., 2005, Verheyden i wsp., 2005, Yu i wsp., 2008]. Niew�tpliwie, 

receptor FGFR1 pełni niezwykle istotn� funkcj� w morfogenezie układu kostnego oraz 

mózgu u kr�gowców. W odniesieniu do powy�ej przytoczonych danych, wi�kszo�� cech 

fenotypowych stwierdzonych u pacjenta VII (wady kostne, opó
nienie rozwoju, 

wn�trostwo, małe pr�cie, cechy dysmorfii) mo�na przypisa� zaburzeniom w sygnalizacji 

indukowanej przez FGFR1.  

Anosmina-1 stymuluje aktywno�� sygnalizacyjn� białka FGFR1 poprzez interakcj�

zale�n� od HS. Receptor wi��e si� z ligandem FGF2 w obecno�ci siarczanu heparanu, co 

skutkuje dimeryzacj� receptora i aktywacj� kinazy tyrozynowej. Anosmina-1 działa jako 

donor HS do kompleksu FGFR1-FGF2. Hu i wsp. [2009] badaj�c migracj� neuroblastów 

GnRH przy obni�onym poziomie ekspresji genu Kal1 u myszy wysun�li hipotez�, i�

stymulacja FGFR1 jest zale�na od dawki anosminy-1. W warunkach fizjologicznych 

aktywacja receptora zachodzi przy niskim st��eniu anosminy-1, podczas gdy wysoki poziom 

białka hamuje aktywno�� FGFR1. Zdaniem autorów zjawisko to wynika ze zdolno�ci 

niezwi�zanej z HS anosminy-1 do ł�czenia si� z receptorem FGFR1, co uniemo�liwia 

utworzenie aktywnego kompleksu FGFR1-FGF2-HS [Hu i wsp., 2009]. Dzieje si� tak przy 

podwy�szonym st��eniu anosminy-1, której nadmiar niezwi�zany z siarczanem heparanu, 
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blokuje receptor FGFR1. Opozycyjne efekty biologiczne wynikaj�ce ze zdolno�ci 

anosminy-1 do przył�czania HS b�d
 wi�zania si� z receptorem FGFR1, s�

odzwierciedleniem zaburzenia równowagi w ekspresji genu KAL-1, co mo�e stanowi�

przyczyn� anomalii opisanych powy�ej.  

W odniesieniu do przytoczonych danych, mo�na hipotetycznie zało�y�, �e cechy 

kliniczne stwierdzone u pacjenta VII wynikaj� z obni�enia aktywno�ci sygnalizacyjnej 

FGFR1 na skutek nadekspresji genu KAL1, b�d�cej nast�pstwem hemizygotycznej 

duplikacji w locus Xp22.31. Nosicielstwo mutacji u bezobjawowych matki oraz ciotki 

pacjenta, wskazuje na recesywny rodzaj dziedziczenia. Niemniej jednak, jednoznaczne 

powi�zanie niniejszej aberracji z okre�lonym zespołem wad wymaga bada�

przeprowadzonych na wi�kszej grupie pacjentów o zbli�onych cechach klinicznych. 

Probandka VIII 

U probandki VIII zidentyfikowano delecj� w locus o wielko�ci 270 kb, która 

usytuowana jest w odległo�ci 158 kb w kierunku 3’ od genu SMOC2 oraz w odległo�ci 500 

kb od genu DACT2 (ryc. 52). Mutacja została odziedziczona od zdrowego ojca pacjentki.  

Rycina 52. Genomowa lokalizacja duplikacji w locus 6q27 zidentyfikowanej u probandki VIII. 

Ramk� zaznaczono zakres zmiany. Duplikacja zlokalizowana jest w odległo�ci ok. 158 kb od genu 

SMOC2 oraz ok. 500 kb od genu DACT2. 

Obydwa geny zaanga�owane s� w rozwój uz�bienia. U pacjentów z oligodoncj�

identyfikuje si� homozygotyczne mutacje w genie SMOC2, natomiast rola genu DACT2

w odontogenezie polega na inhibicji szlaku Wnt/�-katenina, kluczowego w procesie rozwoju 

zawi�zków z�bów [Bloch-Zupan i wsp., 2011; Li i wsp., 2013]. U pacjentki nie stwierdzono 

wad uz�bienia. Wadom ko�czyn towarzyszyły natomiast barwnikowe zmiany skórne w 

postaci plamek w kolorze kawy z mlekiem. W odniesieniu do powy�szych danych, rola genu 

SMOC2 w patogenezie fenotypu u probandki jest mało prawdopodobna. Gen DACT2 zdaje 

si� by� lepszym kandydatem. W ostatnich doniesieniach udowodniono bowiem, �e ortolog 

genu u kury ulega silnej ekspresji w rozwijaj�cych si� ko�czynach na ró�nych etapach 
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embriogenezy oraz we wczesnych etapach kostnienia. Wysoki poziom ekspresji 

identyfikowany był m. in. w prechondrogennych komórkach mezenchymy oraz w blastemie 

palców. Mechanizm, który mo�e prowadzi� do nieprawidłowo�ci w morfogenezie ko�czyn 

w zwi�zku z nieprawidłow� ekspresj� genu DACT2, mo�e wynika� z roli białka w kontroli 

sygnalizacji szlaków Wnt i TGF-� [Sensiate i wsp., 2013]. Białko DACT2 jest inhibitorem 

szlaku TGF-�, a jego nadekspresja cz��ciowo hamuje zale�ne od TGF-� formowanie si�

mezodermy, co udowodniono w badaniach modelu Danio rerio [Zhang i wsp., 2004]. 

Zidentyfikowana u pacjentki zmiana nie obejmuje omawianego genu, ale nie mo�na 

wykluczy�, �e w obr�bie zduplikowanej sekwencji znajduj� si� elementy regulatorowe dla 

genu DACT2. Do chwili obecnej nie ma na ten temat �adnych doniesie� w pi�miennictwie. 

Potencjalnie patogenny charakter stwierdzonej zmiany osłabia dodatkowo fakt identyfikacji 

jej nosicielstwa u zdrowego ojca pacjentki, jednak�e w takim przypadku nale�y wzi�� pod 

uwag� mo�liwo�� niepełnej penetracji zmiany lub obecno�� innego czynnika 

uszkadzaj�cego drug� kopi� genu.  

 U pozostałych pacjentów z nieprawidłowym wynikiem bada� aCGH (pacjenci IX-

XII) nie udało si� zidentyfikowa� jednoznacznej przyczyny wady, przede wszystkim ze 

wzgl�du na brak jakichkolwiek doniesie� �wiadcz�cych o patogenno�ci wykrywanych 

zmian oraz ze wzgl�du na brak w ich obr�bie lub otoczeniu genów o ustalonej funkcji w 

formowaniu si� układu kostnego. Wyj�tek stanowi pacjent XII, u którego zidentyfikowano 

niewielk� delecj� (33,4 kb) w locus 8q22.1, zlokalizowan� w odległo�ci 560 kb w kierunku 

5’ od genu GDF6 (ryc. 53).  

Rycina 53. Genomowa lokalizacja delecji w locus 8q22.1 zidentyfikowanej u probanda XII. Ramk�

zaznaczono zakres zmiany. Delecja zlokalizowana jest w odległo�ci ok. 560 kb od genu GDF6.

Białko GDF6 nale�y do rodziny białek morfogenetycznych ko�ci oraz białek szlaku 

TGF-� i jest wymagane do prawidłowego formowania si� ko�ci i stawów w ko�czynach, 

czaszce i kr�gosłupie. Mutacje w genie Gdf6 powoduj� u myszy brachypodyzm, cechuj�cy 

si� skróceniem oraz zmniejszeniem liczby ko�ci w obr�bie szkieletu obwodowego [Storm i 
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wsp., 1994]. Stwierdzona delecja nie obejmuje jednak genu, lecz znajduje si� w pewnej 

odległo�ci od niego, przy czym do chwili obecnej nie ma �adnych doniesie� na temat 

istnienia w tym regionie sekwencji regulatorowych, kontroluj�cych ekspresj� genu GDF6. 

Ponadto bior�c pod uwag� fakt identyfikacji powy�szej zmiany u zdrowego ojca probanda, 

jej zwi�zek z fenotypem jest niejasny. Bezobjawowe nosicielstwo stwierdzonych zmian 

genomowych u jednego z rodziców zostało okre�lone równie� dla probandów IX i X i jest 

powodem podobnych trudno�ci interpretacyjnych. Ponadto niewielki rozmiar zmian (33-92 

kb) dodatkowo zmniejsza prawdopodobie�stwo patogenno�ci. Niemniej jednak nale�y 

dopu�ci� mo�liwo�� udziału powy�szych aberracji w procesie powstawania malformacji 

ko�czyn, gdy� zidentyfikowane CNV nie były dotychczas opisywane w bazach danych jako 

łagodne polimorfizmy, a funkcje le��cych w ich obr�bie genów, je�li nie zostały do tej pory 

poznane, mog� zosta� okre�lone w przyszłych badaniach. Powi�zanie wykrytych zmian 

genomowych z malformacjami ko�czyn wymaga identyfikacji podobnych CNV u kolejnych 

pacjentów ze zbli�onym fenotypem. 

5.4. Sekwencjonowanie genów kandyduj�cych 

W niniejszej pracy wykonano sekwencjonowanie dwóch genów kandyduj�cych:

BHLHA9 oraz BHLHB5 u wszystkich 27 probandów, u których wykluczono patogenne 

zmiany. Analizie sekwencyjnej poddano równie� eksony 15 i 17 genu DYNC1I1

u 9 pacjentów manifestuj�cych klasyczny izolowany rozszczep r�k i/lub stóp. Badanie to 

miało na celu:  

• w przypadku genu BHLHA9, potwierdzenie jego bezpo�redniej roli w patogenezie 

wad ko�czyn o typie rozszczepu,  

• w przypadku genu DYNC1I1, identyfikacj� mutacji w enhancerach,

zlokalizowanych w eksonach 15 i 17 u pacjentów z typowym rozszczepem, u których 

na podstawie fenotypu mo�na było przypuszcza�, i� wada zwi�zana jest z locus

SHFM1, 

• w przypadku genu BHLHB5, okre�lenie jego potencjalnego znaczenia w patogenezie 

wad ze spektrum SHFM 

Gen BHLHB5 zmapowany został w delecji w locus 8q22.3 zidentyfikowanej 

u pacjentki z zespołow� form� obustronnego rozszczepu stóp, któremu towarzyszyła 
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niepełnosprawno�� intelektualna, niedosłuch lewostronny, hipotonia mi��niowa, odstaj�ce 

łopatki, szeroka klatka piersiowa [Mayer, 2007]. Zasugerowano udział genu w manifestacji 

fenotypu u pacjentki, ze wzgl�du na to, �e ulega on ekspresji w wi�kszo�ci tkanek mózgu 

[Xu i wsp., 2002], co mo�na było powi�za� z niepełnosprawno�ci� intelektualn� stwierdzon�

u probanda. Nieznana jest rola genu w rozwoju ko�czyn, jednak�e zdiagnozowany 

u pacjenta rozszczep stóp nie pozwala wykluczy� jego potencjalnego udziału w patogenezie 

wad ko�czyn. U �adnego z badanych probandów nie stwierdzono mutacji w genie BHLHB5.  

Sekwencjonowanie eksonów 15 i 17 w genie DYNC1I1 zostało wykonane ze 

wzgl�du na potwierdzony w pi�miennictwie oraz badaniach własnych, patogenny charakter 

aberracji chromosomowych w tym regionie. Zlokalizowane s� tam bowiem sekwencje 

regulatorowe kotroluj�ce ekspresj� genów DLX5 i DLX6 i w zwi�zku z tym mo�na było 

przypuszcza�, i� ewentualne mutacje punktowe b�d� miały podobny efekt. U �adnego 

z poddanych analizie pacjentów nie stwierdzono zmian w analizowanym zakresie.  

Region krytyczny dla duplikacji w locus 17p13.3 u pacjentów z SHFM/SHFLD 

ograniczony jest jedynie do genu BHLHA9. Wykazano, �e ekspresja ortologu ludzkiego 

genu BHLHA9 u myszy i Danio rerio identyfikowana jest w strefie AER mezenchymy 

zawi�zków ko�czyn, a wyciszenie genu skutkuje skróceniem płetwy brzusznej u Danio rerio 

[Klopocki i wsp., 2012]. Badania te jednoznacznie potwierdziły udział genu w procesie 

morfogenezy ko�czyn u kr�gowców oraz zwi�zek przyczynowo-skutkowy duplikacji genu 

BHLHA9 z SHFLD/SHFM. Do tej pory nie opisano patogennych mutacji punktowych 

w genie BHLHA9. W badaniach własnych u pacjentki VIII wykryto heterozygotyczn�

mutacj� p.R187G w eksonie 1 genu, której nosicielstwo potwierdzono u zdrowej matki 

probandki i wykluczono u zdrowego ojca. Analiza bioinformatyczna przeprowadzona przy 

pomocy programu PolyPhen wykazała potencjalnie patogenny charakter zmiany. Program 

SIFT sklasyfikował wariant jako tolerowany, program Mutation Taster jako polimorfizm. 

Wynik tej analizy nie powinien by� traktowany jako bezwzgl�dny, jednak�e mo�na 

stwierdzi� z du�ym prawdopodobie�stwem, �e wariant nie jest patogenny.  

 Mutacja w genie BHLHA9 jest drug�, obok duplikacji w locus 6q27, zmian�

zidentyfikowan� u probandki. Omówienie pierwszej aberracji zostało przedstawione 

w rozdziale 5.3. W przypadku obydwu zmian ich zwi�zek z fenotypem pacjentki jest 

dyskusyjny, przede wszystkim ze wzgl�du na nosicielstwo zmian u zdrowych rodziców. 

Mutacja w genie BHLHA9 została odziedziczona od matki, duplikacja w locus 6q27 od ojca. 

W tym przypadku mo�na ewentualnie rozwa�y� model dziedziczenia dwuczynnikowego, 

w którym manifestacja fenotypu uzale�niona byłaby wył�cznie od jednoczesnego 
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wyst�pienia dwóch zmian, w tym przypadku duplikacji w locus 6q27 oraz mutacji w genie 

BHLHA9. Teoria ta nie wyja�nia jednak w�tpliwo�ci interpretacyjnych w powy�szym 

przypadku, ze wzgl�du na to, �e obie mutacje zlokalizowane s� w odr�bnych loci 

genomowych.  

5.5. Sekwencjonowanie eksomu  

W ostatnich latach nast�pił znaczny post�p techniki sekwencjonowania. Dzi�ki 

rozwijaj�cym si� technikom wysokowydajnego sekwencjonowania nast�pnej generacji 

(ang. next generation sequencing) mo�liwe jest jednoczasowe okre�lenie u probanda 

sekwencji wszystkich koduj�cych odcinków w genomie, które stanowi� ok 1,5-2% całej 

sekwencji genomu człowieka. Sekwencjonowanie eksomu generuje ogromn� ilo�� danych, 

których analiza nie byłaby mo�liwa gdyby nie programy bioinformatyczne, słu��ce do 

filtrowania danych, a wi�c wyodr�bniania artefaktów oraz zmian potencjalnie patogennych 

i polimorficznych. Metoda ta umo�liwia identyfikacj� nowych wariantów, które mog� by�

zaanga�owane w manifestacj� danego fenotypu. 

Sekwencjonowanie eksomu przeprowadzono u 10 probandów, z czego u dwóch 

udało si� zidentyfikowa� mutacje, które mog� potencjalnie odpowiada� za wyst�powanie 

wady.  

Proband XIII 

U probanda XIII stwierdzono homozygotyczn� mutacj� p.G1061E w eksonie 23 

genu ROBO1. Nosicielstwo mutacji w układzie heterozygotycznym wykryto u zdrowych 

rodziców probanda oraz wykluczono u zdrowego brata probanda. W celu wykluczenia 

polimorficznego charakteru zmiany, zsekwencjonowano badany region u 192 osób 

z polskiej grupy kontrolnej, nie znajduj�c heterozygotycznej mutacji w �adnej z prób. 

Zmiany nie stwierdzono równie� w�ród polimorficznych wariantów zgromadzonych 

w bazie danych EVS. 

Rycina 54. Lokalizacja mutacji p.G1061E w białku ROBO1. IG – domeny immunoglobulinopodobne, 

FN3 – moduły fibronektyny, ró�owe figury – regiony o niskiej zło�ono�ci. 
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Białka ROBO (ang. Roundabout) nale�� do nadrodziny immunoglobulin i s�

transbłonowymi receptorami dla białek SLIT. Kompleks ligand-receptor kontroluje proces 

migracji komórek - w tym mioblastów, reguluje przewodnictwo aksonalne oraz uczestniczy 

w projekcji aksonów do ró�nych regionów o�rodkowego układu nerwowego (OUN). 

Główn� funkcj� białek ROBO jest kierowanie sto�ków wzrostu aksonów i dendrytów na 

zewn�trz od linii po�rodkowej w trakcie rozwoju OUN [Seeger i wsp., 1993; Kidd i wsp., 

1998]. Białko ROBO1 wykazuje wysoki stopie� zakonserwowania ewolucyjnego i jest 

jednym z czterech białek z rodziny Robo, identyfikowanych u kr�gowców (Robo1-4). 

Ektodomena wszystkich receptorów Robo, z wyj�tkiem Robo4, jest zbudowana z pi�ciu 

domen immunoglobulinopodobnych (IG) oraz trzech powtarzaj�cych si� modułów 

fibronektyny typu 3 (FN3) (ryc. 54). Domeny cytoplazmatyczne wykazuj� niski stopie�

zakonserwowania ewolucyjnego, wyj�tek stanowi� cztery motywy CC (ang. conserved 

cytoplasmic) (CC0-CC3), które wyst�puj� w ró�nych kombinacjach w białkach Robo 

[Dickson i wsp., 2006]. U bezkr�gowców i kr�gowców mechanizm interakcji ligandu SLIT 

z receptorem ROBO jest wspólny i polega na poł�czeniu si� domeny D2 białka SLIT 

z domen� IG1 receptora ROBO (ryc. 55), w obecno�ci siarczanu heparanu [Morlot i wsp., 

2007; Lee i wsp., 2004]. Utworzenie si� kompleksu SLIT-ROBO powoduje zmian�

konformacji receptora ROBO, na drodze mechanizmu, który nie jest do ko�ca poznany, lecz 

prawdopodobnie polega na przemianie białka ze stanu dimerycznego do monomerycznego 

lub odwrotnie. Powoduje to zwi�kszenie dost�pno�ci cytozolowych, bogatych w prolin�

domen C3 i C2 dla białek adaptorowych, które nast�pnie inaktywuj� GTPazy z grupy Rho, 

co prowadzi do zmiany dynamiki cytoszkieletu komórki [Hussain i wsp., 2006; Wong i wsp., 2001].  

Rycina 55. Schemat przedstawiaj�cy interakcj� domeny D2 ligandu Slit z domen� IG1 receptora 

Robo [na podstawie: Hohenester, 2008; zmodyfikowano]. 
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Aktywno�� kompleksu SLIT-ROBO nie jest ograniczona do układu nerwowego. 

U kr�gowców białka te pełni� inne wa�ne funkcje, m. in. w rozwoju embrionalnym płuc, 

nerek, gruczołów sutkowych oraz ko�czyn [Hinck, 2004; Holmes i wsp., 1998]. Ekspresj�

genów z rodziny Slit oraz genów Robo1 i Robo2 opisano w ko�czynach u myszy i kury 

[Vargesson i wsp., 2001; Holmes i wsp., 1998]. Profil ekspresji badanych genów oznaczono 

w poszczególnych cz��ciach mezenchymy rozwijaj�cych si� zawi�zków ko�czyn, na 

ró�nych etapach rozwoju embrionalnego. Na najwcze�niejszych etapach ekspresj� Robo1

identyfikowano w strefie AER oraz w �rodkowej, proksymalnej cz��ci mezenchymy. Na 

pó
niejszych etapach ekspresj� oznaczano dodatkowo w bocznych cz��ciach mezenchymy 

oraz w komórkach chondrogenicznych. W kolejnych stadiach rozwoju zawi�zków ko�czyn 

poziom ekspresji genu Robo1 zwi�kszał si� w dystalnej i obwodowej cz��ci. Na etapie 

formowania si� palców, gen Robo1 ulegał ekspresji w ka�dym z rozwijaj�cych si� palców 

wzdłu� przestrzeni mi�dzypalcowych i wzdłu� obszarów granicznych palców (ryc. 56) 

[Vargesson i wsp., 2001].  

Rycina 56. Profil ekspresji genu Robo1 oznaczony na ró�nych etapach embriogenezy na modelu 

kury (cRobo1) oraz myszy (rRobo1). Grot strzałki - ekspresja w dystalnej cz��ci mezenchymy, 

gwiazdka – ekspresja wzdłu� palców [na podstawie: Vargesson i wsp., 2001; zmodyfikowano]. 

Na podstawie powy�szych danych mo�na stwierdzi�, �e białko ROBO1 odgrywa 

bardzo wa�n� rol� w procesie morfogenezy ko�czyn u kr�gowców, ze szczególnym 

uwzgl�dnieniem formowania si� dystalnych cz��ci ko�czyn - w tym palców. 
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Wykryta u probanda XIII homozygotyczna mutacja w genie ROBO1 zlokalizowana 

jest w domenie cytoplazmatycznej białka. Analiza patogenno�ci stwierdzonego wariantu 

przeprowadzona przy pomocy programów internetowych wykazała prawdopodobnie 

patogenny charakter zmiany (PolyPhen: „prawdopodobnie patogenny”, warto�� score – 

0,85; Mutation Taster: „patogenny”). Program SIFT okre�lił zmian� jako „tolerowan�” co, 

w odniesieniu do wyników pozostałych dwóch programów podobnego typu, nie wyklucza 

jej patogennego charakteru.  

Na podstawie wyników bada� własnych oraz danych z pi�miennictwa na temat 

profilu ekspresji genu Robo1 u kr�gowców mo�na wysun�� nast�puj�ce wnioski: 

• inaktywacja genu ROBO1 mo�e powodowa� wady ko�czyn ze spektrum SHFM lub 

oligodaktylii łokciowej, 

• do ekspresji cechy wymagana jest zmiana patogenna na obydwu allelach genu, 

• stwierdzona u probanda mutacja homozygotyczna w genie ROBO1 jest 

najprawdopodobniej patogenna i przyczynia si� do manifestacji wady dziedziczonej 

autosomalnie recesywnie. 

Potwierdzenie powy�szych hipotez wymaga identyfikacji podobnych zmian u innych 

pacjentów ze zbli�onymi fenotypami.  

Proband XIV 

Ciekawie przedstawia si� wynik sekwencjonowania eksomu u probanda XIV, 

u którego wykryto heterozygotyczn� mutacj� p.V354F w eksonie 9 genu ODZ4 (TENM4). 

Mutacja ta została wykluczona u zdrowych rodziców pacjenta, powstała wi�c de novo.  

Zmiany nie stwierdzono w�ród polimorficznych wariantów zgromadzonych w bazie 

danych EVS, co jest silnym argumentem przeciwko jej polimorficznemu charakterowi. 

Analiza patogenno�ci mutacji przeprowadzona w internetowych programach wykazała jej 

potencjalnie patogenny charakter (PolyPhen: „prawdopodobnie patogenny”, warto�� score 

– 0.779; SIFT: „patogenny” warto�� score – 0; Mutation Taster: „patogenny”). Mutacja 

zlokalizowana jest w domenie transbłonowej białka. 

Rycina 57. Lokalizacja mutacji p.V354F w białku ODZ4. Niebieski prostok�t – domena 

transbłonowa, zielone figury – domeny EGF, ró�owe figury – regiony o niskiej zło�ono�ci [na 

podstawie: http://smart.embl-heidelberg.de/; zmodyfikowano]. 
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Białko ODZ4 (TENM4) nale�y do rodziny transbłonowych białek z grupy teneuryn

o wysokim stopniu zakonserwowania ewolucyjnego. Białka te uczestnicz� w sygnalizacji 

mi�dzykomórkowej i pełni� funkcj� transbłonowych receptorów typu II oraz, po oddzieleniu 

si� od błony komórkowej, czynników transkrypcyjnych. Geny koduj�ce białka z rodziny 

teneuryn wykazuj� najsilniejsz� ekspresj� w rozwijaj�cym si� układzie nerwowym, ale 

równie�, cho� w mniejszym stopniu, w komórkach pozanerwowych. Teneuryny pełni�

istotne funkcje w podstawowych mechanizmach sygnalizacyjnych, uwarunkowanych 

adhezj� mi�dzykomórkow�. S� to białka o du�ej masie cz�steczkowej (ok. 300 kDa). 

W strukturze cz��ci zewn�trzkomórkowej białek wyró�nia si� osiem domen EGF-

podobnych o wysokim stopniu zakonserwowania ewolucyjnego oraz 26 powtórzonych 

motywów YD (ryc. 57). Domena cytozolowa równie� wykazuje wysoki stopie� homologii 

pomi�dzy poszczególnymi ortologami oraz paralogami. U myszy gen Odz4 ulega ekspresji 

w najwcze�niejszych etapach embriogenezy, a nast�pnie w neuroektodermie oraz 

zawi�zkach ogona i ko�czyn. Wykazano, �e ekspresja mysiego genu Odz4 zachodzi jeszcze 

przed etapem gastrulacji, a podwójny knock-out genowy Odz4 uniemo�liwia inicjacj�

gastrulacji i powstawanie mezodermy. Ponadto zahamowana zostaje ekspresja genów, które 

w normalnych warunkach s� aktywne w mezodermie, w tym genów determinuj�cych rozwój 

w osi przednio-tylnej (np. Wnt). W konsekwencji tych zdarze� w transgenicznych zarodkach 

myszy nie wykształcały si� �adne zró�nicowane tkanki [Nakamura i wsp., 2013]. Ponadto 

w eksperymentach przeprowadzonych na transgenicznych myszach, u których wyciszono 

cały klaster genów Hoxd, wykazano podwy�szon� ekspresj� Odz4 w dystalnej cz��ci 

ko�czyn przednich (ryc. 58). Wynik sugeruje udział kluczowych w rozwoju ko�czyn genów 

Hoxd w kontroli ekspresji Odz4 [Cobb i wsp., 2005].  

Rycina 58. Profil ekspresji genu Odz4 oznaczony w ko�czynach myszy typu dzikiego (Wild type) 

oraz myszy transgenicznej (HoxDDel1-13) [na podstawie: Cobb i wsp., 2005; zmodyfikowano].
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Przytoczone powy�ej doniesienia literaturowe wskazuj� na istotn� rol� genu ODZ4 

w procesie embriogenezy, a patogenne mutacje w jego sekwencji mog� w istotny sposób 

zaburza� prawidłowy rozwój.  

Mutacja stwierdzona u probanda XIV najprawdopodobniej potwierdza t� hipotez�

i jest przyczyn� obserwowanego fenotypu, dziedziczonego autosomalnie dominuj�co. 

Podobnie jak w przypadku wykrycia mutacji w genie ROBO1, aby jednoznacznie powi�za�

obecno�� wady ko�czyn z mutacj� w genie ODZ4, konieczne jest stwierdzenie podobnej 

zmiany u kolejnych pacjentów ze zbli�onym fenotypem.  

  

5.6. Podsumowanie 

W toku wszystkich wykonanych analiz w grupie 35 probandów udało si� ustali�

przyczyn� molekularn� wady u czterech pacjentów. U pi�ciu probandów stwierdzono 

prawdopodobn� przyczyn� malformacji ko�czyn oraz wskazano nowe, nieopisywane do tej 

pory loci genetyczne dla wad ze spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp. U pi�ciu probandów 

stwierdzono zmiany o potencjalnym udziale w patogenezie wad ko�czyn oraz zasugerowano 

geny kandyduj�ce. 

 W pozostałej grupie wykluczono znane mutacje i nie wykazano obecno�ci zmian 

mog�cych stanowi� przyczyn� obserwowanego u pacjentów fenotypu. U o�miu probandów 

z tej grupy, w wyniku sekwencjonowania eksomu, wykluczono patogenne mutacje w całej 

sekwencji koduj�cej w genomie, co sugeruje, �e przyczyn� wady mo�e by� mutacja 

punktowa w sekwencji niekoduj�cej lub bardziej zło�ony mechanizm, np. dziedziczenie 

dwuczynnikowe. U pozostałych pacjentów planowane jest przeprowadzenie 

sekwencjonowania eksomu. 

Uzyskane wyniki stały si� podstaw� do opracowania nowych testów genetycznych 

opartych na: 

1) sekwencjonowaniu genów DLX5, ROBO1, ODZ4, DYNC1I1 (ekson 15 i 17), 

2) analizie liczby kopii regionu Xp22.31 oraz genu DYNC1I1 (ekson 15 i 17). 

Testy te mog� w przyszło�ci znale
� zastosowanie w diagnostyce wad ze spektrum 

rozszczepu r�k i/lub stóp. 
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6. WNIOSKI 

1. Rutynowe badania genetyczne w kierunku znanych przyczyn molekularnych 

rozszczepu r�k i/lub stóp s� niezb�dnym lecz niewystarczaj�cym etapem diagnostyki 

tej grupy wad.  

2. W przypadkach sporadycznych, identyfikacja nowej przyczyny molekularnej wady 

wrodzonej jest trudna. Wiele spo�ród zidentyfikowanych zmian genomowych było 

odziedziczonych od jednego ze zdrowych rodziców pacjenta, co mo�e mie� zwi�zek 

z niepełn� penetracj� czynnika patogennego lub �wiadczy� o polimorficznym 

charakterze zamiany. Aby potwierdzi� zaanga�owanie genu/regionu w chorob�

potrzebne s� badania wieloo�rodkowe, zwi�kszaj�ce szans� na identyfikacj� danej 

zmiany w liczniejszej grupie niespokrewnionych pacjentów manifestuj�cych 

podobny fenotyp. Pojedyncze zmiany wykryte u probandów w niniejszych 

badaniach pozwoliły sformułowa� nast�puj�ce wnioski szczegółowe: 

a) Patogenna delecja w regionie 7q21.3 mo�e mie� rozmiar znacznie mniejszy 

od typowo identyfikowanych zmian w locus SHFM1, a manifestacja 

fenotypu mo�e wynika� z inaktywacji elementów regulatorowych dla genu 

DLX5.

b) Rozszczep r�k i/lub stóp uwarunkowany mutacjami typu nonsense w genie 

DLX5 mo�e by� dziedziczony dominuj�co z niepełn� penetracj�. 

c) Duplikacja genu KAL1 mo�e by� przyczyn� zespołu wad wrodzonych, 

któremu towarzysz� wady ko�czyn o typie rozszczepu r�k i/lub stóp. 

d) Wady ko�czyn ze spektrum ektrodaktylii lub oligodaktylii łokciowej mog�

by�, z du�ym prawdopodobie�stwem, spowodowane inaktywacj� obydwu 

alleli genu ROBO1.

e) Prawdopodobn� przyczyn� agenezji ko�ci długich z oligodaktyli� jest 

heterozygotyczna mutacja w genie ODZ4.

3. Sekwencjonowanie eksomu i technika porównawczej hybrydyzacji genomowej do 

mikromacierzy oligonukleotydowej s� skutecznymi i wiarygodnymi narz�dziami 

diagnostycznymi umo�liwiaj�cymi identyfikacj� przyczyn genetycznych wad ze 

spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp. 67% wykrytych zmian miało charakter 

genomowy, w zwi�zku z tym metoda porównawczej hybrydyzacji genomowej do 
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mikromacierzy oligonukleotydowej powinna by� technik� z wyboru w diagnostyce 

wad ze spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp. 

4. Identyfikacja nowych zmian o potwierdzonej lub wysoce prawdopodobnej 

patogenno�ci ma du�� warto�� poznawcz� i przyczyniła si� do poprawy stanu wiedzy 

z zakresu genetycznego podło�a ektrodaktylii oraz opracowania nowych testów 

genetycznych, które mog� w przyszło�ci znale
� zastosowanie w diagnostyce 

molekularnej wad ze spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp. Pomimo kompleksowej 

diagnostyki molekularnej, w 74% przypadków nie udało si� ustali� znanego lub 

nowego podło�a molekularnego wady, co oznacza, �e patogenne zmiany nie mog� by�

zidentyfikowane z zastosowaniem obecnie dost�pnych technik.
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7. STRESZCZENIE 
  

Rozszczep r�k i/lub stóp (SHFM – ang. Split Hand/Foot Malformation) jest powa�n�

wad� rozwojow� prowadz�c� do niepełnosprawno�ci fizycznej i stanowi�c� dyskomfort 

psychiczny dla chorego. Wada ta polega na całkowitym lub cz��ciowym braku lub 

niedorozwoju palców r�k i/lub stóp oraz nierzadko odpowiednich ko�ci �ródr�cza/�ródstopia 

i jest bardzo zró�nicowana pod wzgl�dem genetycznym i etiologicznym, a najcz��ciej jej 

przyczyn� s� czynniki genetyczne. 

 Podło�e molekularne zmian ze spektrum rozszczepu r�k i/lub stóp jest w ok. 50% 

przypadków niepoznane. Znaczny post�p technologiczny, który dokonał si� w rozwoju 

nowoczesnych metod diagnostycznych, daje mo�liwo�� identyfikacji zarówno znanych jak 

i nowych, nieopisanych przyczyn genetycznych w tej grupie wad.  

 Głównym zało�eniem rozprawy doktorskiej była identyfikacja przyczyn 

genetycznych odpowiedzialnych za powstawanie wrodzonych wad ko�czyn ze spektrum 

rozszczepu r�k i/lub stóp, w tym nowych zmian o potwierdzonym lub potencjalnym 

znaczeniu w patologii wady. W tym celu autorka opracowała algorytm diagnostyki 

genetycznej. Identyfikacj� przyczyny molekularnej wady u pacjentów ze spektrum 

ektrodaktylii prowadzono pocz�wszy od najcz�stszych zmian typowych dla danego typu 

ektrodaktylii, przez zmiany rzadziej stwierdzane (np. w recesywnym uwarunkowaniu 

wady), zmiany genomowe, mutacje w genach kandyduj�cych, a� po sekwencjonowanie 

eksomu.  

 Do bada� zakwalifikowano 35 pacjentów z izolowan� oraz zespołow� form� wady, 

wyst�puj�c� zarówno rodzinnie jak i sporadycznie. Na etapie rutynowej diagnostyki 

genetycznej w 15% przypadków stwierdzono przyczyn� molekularn� malformacji, któr�

stanowiła duplikacja w locus 10q24.31-32. Była to jednocze�nie najcz�stsza zmiana 

patogenna spo�ród wszystkich wykazanych w niniejszej pracy. Sekwencjonowanie genów, 

w których mutacje s� rzadko identyfikowane w rozszczepach r�k i/lub stóp pozwoliło 

wykry� now� mutacj� typu nonsense w genie DLX5 u dwóch niespokrewnionych ze sob�

probandów o prawdopodobnie patogennym charakterze. W wyniku badania aCGH 

u jednego probanda wykryto patogenn� delecj� w locus 7q21.3 o zakresie znacznie 

mniejszym od typowo identyfikowanych zmian w tym regionie. U probanda z zespołow�

form� ektrodaktylii stwierdzono nieopisywan� do tej pory duplikacj� genu KAL1

o prawdopodobnym udziale w manifestacji wady. U 10 probandów przeprowadzono 
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sekwencjonowanie eksomu, które u dwóch probandów pozwoliło na identyfikacj� mutacji 

punktowych w dwóch genach (ROBO1 i ODZ4) o nieznanym dotychczas zaanga�owaniu 

w patogenez� wad ko�czyn u człowieka. Stwierdzone warianty maj� z du�ym 

prawdopodobie�stwem zwi�zek przyczynowo-skutkowy z fenotypem obydwu pacjentów. 

  

�
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8. SUMMARY 
  

Split-hand/foot malformation (SHFM) is a severe congenital limb malformation that 

leads to physical disability and in some cases results in mental discomfort of a patient. The 

condition is characterized by a median cleft caused by the absence or hypoplasia of the 

central digits often including metacarpal and/or metatarsal bones. The malformation is 

clinically and etiologically heterogeneous and is caused predominantly by genetic factors.  

 The genetic background of approximately 50% cases is unknown. Development and 

dissemination of the molecular diagnostic testing allowed for the identification of both 

known and novel causative mutations in various groups of patients with split hand/foot 

malformation.  

 The main objective of this thesis was to identify the molecular background of split 

hand/foot malformations including novel genes and/or genomic regions involved in the 

pathogenesis of this condition. Therefore, the author has proposed a diagnostic flow-chart 

aimed at identifying disease causing mutation, starting from the most frequently annotated 

genetic lesions, through rarer changes (f. e. in recessive etiology), as well as genomic 

rearrangements, mutations in candidate genes, and exome sequencing. 

A group of 35 familial and sporadic cases with non-syndromic and syndromic split hand/foot 

malformation was recruited for this study. Molecular screening of known genes and loci 

involved in the pathogenesis of split hand/foot malformation has revealed the genetic cause 

of the condition in 15% cases. All these patients harbored the same duplication in locus 

10q24.31-23, which was also the most frequent mutation of all described herein. Sequencing 

of DLX5 gene revealed a novel possibly pathogenic mutation in two unrelated patients. 

Results of array based comparative genomic hybridization (aCGH) in a proband with 

isolated ectrodactyly showed a pathogenic deletion in locus 7q21.3, much smaller than 

typically identified changes in this region. In a patient with syndromic ectrodactyly 

a duplication of KAL1 gene was identified with use of aCGH, which strongly suggests its 

involvement in the pathogenesis of split hand/foot malformation. In 10 patients whole exome 

sequencing was performed. In 2 sporadic cases from this group, mutations in novel genes 

(ROBO1 and ODZ4) of unknown function in humans have been identified. The detected 

variants are most probably involved in the pathogenesis of limb malformation diagnosed in 

both patients. 
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