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WSTEP

1. WSTEP

1.1 Wrodzone wady rozwojowe

Wrodzona wada rozwojowa definiowana jest jako wewnetrzna lub zewngtrzna
nieprawidlowo$¢ morfologiczna powstajagca w okresie prenatalnym i obecna przy urodzeniu
[Latos-Bielenska 1 wsp., 2002]. Wady rozwojowe stanowia czgsta przyczyng zgonow
niemowlat oraz najczestsza przyczyng niepetnosprawnosci fizycznej u dzieci, sa wigc
istotnym problemem medycznym i spolecznym [Latos-Bielefiska i wsp., 2002]. Zgodnie
z podstawowa klasyfikacjg wrodzonych wad rozwojowych wyrdznia si¢ wady izolowane,
a wigc takie, w ktorych dana anomalia jest jedyng manifestacjg czynnika patogennego oraz
wady mnogie, charakteryzujace si¢ wspotwystepowaniem kilku anomalii jednocze$nie.
Ponadto ze wzgledu na stopien cigzkos$ci wyrdznia si¢ wady duze, czyli uposledzajace
czynnos¢ organizmu oraz wady mate, o nieznacznych nastepstwach klinicznych. Pojedyncza
drobna anomalia rozwojowa wystepuje u ok. 14% noworodkéw, z duzg wada rodzi si¢ ok
3% zywo urodzonych noworodkow, z mnogimi wadami 0,7% [Tobias i wsp., 2011].

Etiologia wrodzonych wad rozwojowych jest najczegéciej wieloczynnikowa.
W najbardziej ogélnym podziale, sposrod czynnikodw patogennych, wyroznia si¢ genetyczne
(endogenne) oraz S$rodowiskowe (egzogenne). Przyczyne genetyczng moze stanowié
aberracja chromosomowa, submikroskopowe zmiany genomowe, mutacja jednogenowa,
a takze mutacje w kilku genach lub regionach. Do grupy czynnikéw $rodowiskowych
o dziataniu teratogennym na ptod zalicza si¢ infekcje, czynniki chemiczne, promieniowanie
rentgenowskie oraz czynniki mechaniczne, czyli takie, ktore poprzez dtugotrwaty ucisk
wewnatrzmaciczny (np. matowodzie) lub zniszczenie struktur ptodu (np. sekwencja pasm
owodniowych, incydent naczyniowy) powoduja odpowiednio, deformacje (np. stopa
konsko-szpotawa) lub przerwania (amputacje konczyn). Do grupy wrodzonych wad
rozwojowych zalicza si¢ rowniez dysplazje, a wigc choroby bedace skutkiem
nieprawidlowosci w roznicowaniu si¢ komoérek w okre$lone tkanki (np. dysplazje
ektodermalne) oraz malformacje, czyli wady wywotane przez pierwotne zaburzenia
prawidlowego rozwoju w okresie zarodkowym (np. hipoplazje, agenezje narzaddéw)

[Korniszewski, 2005; Lupski, 1998].



WSTEP

Do niedawna etiologia wrodzonych wad rozwojowych byla niepoznana az w 50%.
Obecnie, wraz z rozwojem technik molekularnych, odsetek ten si¢ zmniejsza dzigki

dostepnosci nowych testow diagnostycznych.

1.2. Klasyfikacja wrodzonych wad konczyn

Wrodzone wady konczyn sa jednymi z najczestszych wrodzonych wad
rozwojowych. Wystepuja z czgstoscig od 1:500 do 1:1000 Zywo urodzonych noworodkow
[Latos-Bielenska 1 wsp., 2002]. Podstawa monitorowania czestosci wystgpowania wad
wrodzonych, w tym wad konczyn, w populacji polskiej jest Polski Rejestr Wrodzonych Wad
Rozwojowych (PRWWR), ktory dziata na terenie kraju od 1997 roku. Rejestr gromadzi dane
epidemiologiczne dotyczace wad wrodzonych na terenie Polski, wskazujac na rdznice
regionalne oraz poszukuje czynnikéw ryzyka i1 monitoruje stan diagnostyki prenatalne;.
Wedlug danych epidemiologicznych z PRWWR, regionami o najwyzsze] czgstosci
wrodzonych wad konczyn u zywo urodzonych noworodkéw oraz dzieci do 2. roku zycia
byty:

e w latach 1998-1999 — wojewodztwo zachodniopomorskie (czestos¢ 31,4/10 000
zywych urodzen

e w latach 2000-2002 — wojewddztwo lubelskie (czestos¢ 30,1/10 000 zywych
urodzen)

e w latach 2003-2004 — wojewddztwo lubelskie (czestos¢ 34,2/10 000 zywych
urodzen)

e w latach 2005-2006 — wojewddztwo lubelskie (czestos¢ 30,6/10 000 zywych
urodzen) [Latos-Bielenska 1 wsp., 2002; Latos-Bielenska 1 wsp., 2006; Latos-

Bielenska i wsp., 2010; Latos-Bielenska i wsp., 2010a]

Wrodzone wady konczyn sa bardzo heterogenne pod wzgledem genetycznym
i klinicznym. Najczgsciej, bo w 60-70%, wystepuja w formie izolowanej, pozostaty odsetek
(30-40%) to formy zespolowe, wspotwystepujace z innymi wadami wrodzonymi
[Korniszewski, 2005]. Wrodzone wady konczyn moga by¢ skutkiem mutacji
w pojedynczym genie, aberracji chromosomowej lub ekspozycji na teratogen in utero,
a takze uszkodzenia mechanicznego [Jamsheer, 2008]. W ocenie klinicznej, kryterium

genetycznego uwarunkowania wady jest przede wszystkim jej obustronno$¢ oraz
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jednoczesne zajecie konczyn gornych i dolnych, ktore jest czesto spotykane, lecz nie jest

koniecznym warunkiem w identyfikacji wady o podlozu genetycznym [Wilkie, 2003].

Wigkszo§¢ gendéw sterujagca rozwojem embrionalnym zawigzkéw konczyn goérnych

1 dolnych jest wspolna, stad wadzie rak czesto towarzyszy wada stop [Jamsheer, 2008].

Zdecydowana wigkszo$¢ wad konczyn dziedziczy si¢ w sposdb autosomalny dominujacy.

W Klasyfikacji wrodzonych wad konczyn ze wzgledu na ich fenotyp wyrdznia sie:

Polidaktylie (Q69) — palce nadliczbowe, w tym polidaktylie pozaosiowe, przedosiowe
oraz rzadziej polidaktylie promienia srodkowego. W grupie polidaktylii przedosiowych
(PPD) wyroznia si¢ cztery typy (PPD1-PPD4), polidaktylie pozaosiowe (PAP) dzieli si¢
na dwa typy (PAPA 1 PAPB). Niezwykle rzadko identyfikuje si¢ tzw. polidaktylie
skrzyzowang (CP), okreslajaca przypadek jednoczesnego wystepowania odmiennych
typow polidaktylii w stopach i rgkach;
Syndaktylie (Q70) — zrosty palcow, stanowia najczestszg wade rak/stop. Zrost dotyczy
glownie tkanek migkkich (syndaktylia skérna), rzadziej tkanki kostnej. Wyrdznia si¢
5 typow syndaktylii (SD I-SD V). Typ VII (inaczej zespo6t Cenaniego-Lenza) polega na
catkowitym zros$cie wszystkich palcow (tzw. syndaktylia rekawiczkowa);
Brachydaktylie (Q74.8) — skrocenie palcow, wynikajace ze skrdcenia dystalnych,
srodkowych lub proksymalnych paliczkow a takze, w przypadku brachydaktylii typu E
(BDE), ze skrocenia ko$ci $rodrgcza i/lub $rodstopia. Wyrdznia sie¢ 5 typow
brachydaktylii (BDA-BDE). Wadzie tej czgsto towarzyszy hipoplazja lub aplazja
paznokci (przy skroceniu paliczkow dystalnych) oraz inne malformacje, takie jak np.
symfalangizm czy klinodaktylia;
Symfalangizm (Q74.8) — zrost kostny paliczkéw tego samego palca, wynikajacy
z nieprawidtowej segmentacji palcow reki lub stopy. Wyrdznia sig:
- symfalangizm proksymalny (SYMI1), gdzie koS$ciozrostowi ulegaja paliczki
proksymalny i srodkowy;
- symfalangizm dystalny, w przypadku ktorego zrost dotyczy paliczkow srodkowego
i dystalnego;
- zespot mnogich kosciozrostow (SYNS, symfalangizm-brachydaktylia). W tym typie
stwierdza si¢ symfalangizm proksymalny palcow reki oraz skrdécenie paliczkéw
srodkowych i kos$ci $rodrecza.
Oligodaktylie (Q71.89 lub Q72.89) — zmniejszenie liczby palcow. W zaleznos$ci od

lokalizacji wady, wyr6znia sig¢:
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- oligodaktylie promieniowa, ktora polega na braku kciuka i/lub palca wskazujacego;
- oligodaktyli¢ lokciowa, cechujaca si¢ aplazja lub hipoplazja palcow po stronie
tokciowej (5 i/lub 4 palec);

- oligodaktyli¢ centralng, uwarunkowang brakiem $rodkowych palcow. Forma

oligodaktylii centralnej jest rozszczep rak i/lub stop (Q71.6; Q72.7) [Jamsheer, 2008].

1.3. Rozszczep rak i/lub stop (SHFM ang. Split Hand/Foot
Malformation) — informacje ogolne

Mianem rozszczepu rak i/lub stop (SHFM ang. Split Hand/Foot Malformation),
zwanego rowniez ektrodaktylia lub oligodaktyliag centralng, okresla si¢ wrodzong wade
konczyn, charakteryzujaca si¢ ubytkowymi zaburzeniami centralnego promienia r¢ki lub
stopy. Wada polega na catkowitym lub czgsciowym braku lub niedorozwoju palcow reki
i/lub stopy oraz nierzadko odpowiednich kosci $rodrecza/srddstopia.  Czestose
wystepowania rozszczepow rak i/lub stop wynosi ok. 1 na 18000 zywo urodzonych
noworodkow, co stanowi ok. 8-17% wrodzonych malformacji konczyn [Czeizel i wsp.,
1993]. Wada ze spektrum SHFM cechuje si¢ znaczng heterogennoscig kliniczng
1 etiologiczng. Istniejg zarowno formy izolowane rozszczepu rak/stop, jak rowniez
wspotwystepujace z innymi wadami wrodzonymi - formy zespolowe. W klasyfikacji
anatomicznej wady wyroznia si¢ dwa gtéwne typy SHFM: rozszczep typowy (tzw.
rozszczep typu "szczypce homara"), z brakiem centralnego promienia r¢ki lub stopy
w efekcie czego narzad zostaje podzielony na dwie cze$ci oraz rozszczep typu
monodaktylii, gdzie aplazji wulega centralna 1 promieniowa cze$S¢ reki/stopy
z pozostawieniem jedynie pigtego palca. Obydwa typy rozszczepu moga by¢ spowodowane
tym samym czynnikiem genetycznym i wspolwystepowac u tego samego pacjenta w dwoch
réznych konczynach oraz w przypadkach rodzinnych, u réznych cztonkéow rodziny

dotknietej wadg [Temtamy i wsp., 1978].

10
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy dwa gléwne typy ektrodaktylii (a) rozszczep typowy,
(b) rozszczep typu monodaktylii [na podstawie: http://servier.com/Powerpoint-image-bank;
zmodyfikowano].

Ten prosty podziat na dwa gléwne typy anatomiczne wady nie oddaje jej
heterogennos$ci fenotypowej. Rozszczep, ze wzgledu na zmienng ekspresje cechy, moze
manifestowa¢ si¢ w przerdzny sposob. Czesto ektrodaktylii towarzyszy polidaktylia,
syndaktylia, klinodaktylia [Gurrieri 1 wsp., 2002; Temtamy i wsp., 1978]. Wada dziedziczy
si¢ gldwnie autosomalnie dominujaco, czgsto z niepelng penetracja. Przyczyne wystapienia
rozszczepu rak i/lub stop moga stanowi¢ czynniki srodowiskowe oraz, znacznie czgsciej,
czynniki genetyczne. Kryterium genetycznego uwarunkowania wady spetnione jest przy
obustronnym wystgpieniu defektu i/lub w przypadkach rodzinnych [Schwabe i wsp., 2004].

Dotychczas zidentyfikowano 7 /loci chromosomowych, w ktorych mutacje
odpowiadaja za wystgpienie wady ze spektrum rozszczepu rak i/lub stop, tak wigc pod
wzgledem genetycznym SHFM mozna podzieli¢ na 7 typéw. Pomimo znacznego postgpu
wiedzy w genetyce wad kofczyn, w wielu przypadkach (ok. 50%) podloze molekularne

SHFM pozostaje nieokreslone.

11
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1.4. Etiopatogeneza rozszczepow rak i/lub stop

Etiologia rozszczepow rak i/lub stop jest heterogenna. Wada, podobnie jak pozostate
malformacje konczyn, moze by¢ spowodowana zardwno niezaleznymi od siebie, odrgbnymi
zmianami genetycznymi, jak rowniez czynnikami egzogennymi, sSrodowiskowymi. Pomimo
roznorodno$ci  czynnikow  etiologicznych  bedacych  przyczyng  ektrodaktylii,
patomechanizm warunkujacy charakterystyczny obraz wady jest wspdlny na poziomie
biologicznym (komérkowym) dla wszystkich czynnikow sprawczych SHFM. Bezpos$rednia
przyczyna wady jest bowiem apoptoza lub zmniejszona proliferacja komoérek w okreslonych
strefach oraz na okreslonych etapach rozwijajacego si¢ zawigzka konczyny. Istotny jest wiec
zar6wno wymiar przestrzenny jak i czasowy dziatania czynnika patogennego.

Rozwdj ukladu kostnego rozpoczyna si¢ od procesu, w trakcie ktdrego zostaje
ustalona ilo$¢, ksztalt 1 wielko$¢ danego elementu tworzacego szkielet. Nastgpnie
prekursorowe komorki mezenchymalne migrujg do okreslonych miejsc formowania si¢
szkieletu, kondensuja 1 roznicujg si¢. Wzrastanie poszczegolnych czesci szkieletu odbywa
si¢ przede wszystkim w chrzastce nasadowej, tkance chrzgstnej znajdujacej si¢ w poblizu
zakonczen rosngcej kos$ci 1 stanowigce] miejsce wzrastania kosci na dhlugosc.
Po zakonczonym wzroScie chrzgstka nasadowa przeksztatca si¢ w kos¢. Komorki kosci
pozostaja aktywne po ukonczeniu fazy wzrastania aby utrzymac szkielet w homeostazie
w procesie tzw. modelowania. Wedtug Kornaka i wsp. [2003] choroby uktadu kostnego
mozna podzieli¢ na cztery gtowne grupy uwarunkowane zaburzeniami: a) organizacji
przestrzennej elementéw szkieletu, b) réznicowania si¢ kostnych struktur prekursorowych,
¢) wzrastania i d) homeostazy. Wedlug powyzszej klasytikacji ektrodaktylia nalezy do grupy
wad wynikajacych z zaburzen przestrzennej organizacji struktur kostnych konczyn [Kornak
1 wsp., 2003].

Kosciec konczyn powstaje z komérek mezenchymalnych zlokalizowanych w cze$ci
bocznej mezodermy stanowigcej zawigzek konczyny. Tworzy si¢ on w wyniku serii
interakcji pomiedzy mezodermg a otaczajaca ja ektoderma. Komoérki mezenchymalne
rozwijajacego si¢ zawigzka konczyny réznicujg si¢ tworzac poszczegdlne tkanki 1 struktury
konczyny. Organizacja przestrzenna tychze struktur kontrolowana jest przez gradient biatek
sygnalizacyjnych produkowanych przez trzy wyspecjalizowane grupy komorek zawigzka
konczyny, tworzace: strefe wzrastania (PZ ang. progress zone), szczytowy grzebien
ektodermalny (AER ang. apical ectodermal ridge), strefe aktywnos$ci polaryzacyjnej (ZPA

ang. zone of polarizing activity). Interakcja pomiedzy tymi trzema regionami determinuje
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organizacj¢ przestrzenng zawigzka konczyny w wymiarze trzech osi: blizszej-dalszej (ang.
proximo-distal axis — kierunek: ramig-palec), przednio-tylnej (ang. antero-posterior axis —
kierunek: kciuk-maty palec), grzbietowo-brzusznej (ang. dorso-ventral axis — kierunek:
grzbiet-wewnetrzna strona rgki). Strefa AER zbudowana jest z gesto upakowanych komorek
ektodermalnych zlokalizowanych w najdalej wysunigtym skrajnym odcinku zawigzka
konczyny. Komorki te produkuja biatka sygnalizacyjne i czynniki transkrypcyjne takie jak
min.: czynniki wzrostu fibroblastéw (FGF ang. fibroblast growth factor), biatka
morfogenetyczne kosci (BMP ang. bone morphogenic proteins), biatka szlaku WNT 1 MSX.
Biatka z rodziny FGF, w tym FGF4, FGFS, utrzymuja sasiadujagce z AER komorki
mezenchymalne w stanie niezroznicowanym i intensywnych podziatéw dajac poczatek

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

Dactylin?

DSS1

ventral

proximal distal

dorsal

ZPA

Rycina 2. Schemat przedstawiajacy interakcje pomiedzy biatkami sygnalizacyjnymi
w poszczeg6lnych strefach (AER, PZ, ZPA) rozwijajacego si¢ zawigzka konczyny. Kolorem zottym
zaznaczono $rodkowa czgs$¢ strefy AER o nieprawidlowej sygnalizacji komorkowej. Numery 1-5
wskazuja na przyszla lokalizacj¢ palcow w uksztaltowanej konczynie. Kolorem czerwonym
zaznaczono biatka bedace produktami genow kandydujacych lub o znanej roli w etiologii SHFM.
Inhibitorowy oraz stymulujacy efekt dziatania poszczegodlnych biatek zaznaczono odpowiednio
symbolami =i —] AER - szczytowy grzebief ektodermalny, PZ - strefa wzrastania, ZPA - strefa
aktywnosci polaryzacyjnej [na podstawie: Duijfi wsp., 2003].

posterior
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Nieustannie dzielgce si¢ komorki strefy PZ determinujg rozwdj zawigzka konczyny
w osi proksymo-dystalnej. Im dluzej komodrka pozostanie w strefie PZ, tym bardziej
oddalona bedzie jej docelowa lokalizacja w uformowanej konczynie [Gurrieri 1 wsp., 2002].
Przerwanie szlaku sygnalizacyjnego pomiedzy komoédrkami warstw AER 1 PZ powoduje
zahamowanie podziatlow komorkowych 1 w konsekwencji opdznienie wzrastania srodkowe;j
czgsci konczyny, co skutkuje nieprawidtowym formowaniem si¢ struktur reki/stopy (tac.
autopodium). Tym samym bezpos$rednia przyczyng wad ze spektrum rozszczepu rak i/lub
stop jest zaburzone funkcjonowanie AER, tj. apoptoza komorek tej strefy, a co za tym idzie,
obnizona proliferacja komoérek strefy wzrastania. Obok czynnikow genetycznych, roéwniez
czynniki §rodowiskowe moga powodowac apoptoze komorek strefy AER, prowadzac do
wystapienia SHFM. Do takich teratogenéw nalezag min. kwas retinowy, kadm,
hydroksymocznik, metotreksat, cytarabina, etanol, kokaina, kwas walproinowy, kwas

metoksyoctowy.

AER

1
2

proximal

dorsal
posterior

Rycina 3. Schemat przedstawiajacy fenotypowa manifestacj¢ prawidlowego (gorna czes$¢ ryciny)
oraz nieprawidtowego rozwoju strefy AER zawigzka konczyny. Zaburzenia w strefie AER
(zaznaczono kolorem czerwonym) prowadzg do opodznienia rozwoju $rodkowej czesci konczyny.
Numery 1-5 wskazuja na przyszlg lokalizacje palcow w uksztattowanej konczynie. AER - szczytowy
grzebien ektodermalny, PZ - strefa wzrastania, ZPA - strefa aktywnosci polaryzacyjnej [na
podstawie: Duijf'i wsp., 2003].
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1.4.1. Znane loci SHFM

SHFM1 (7q21)

Rozszczep rak 1 stdp typu pierwszego spowodowany jest rearanzacjami w locus 7q21.3-q22.1.
Zmiany te maja najcze¢sciej charakter mutacji de novo, moga by¢ réwniez dziedziczone
Ww sposob autosomalny dominujacy, jako cechy o niepetnej penetracji i zmiennej ekspresji.
Rearanzacje genomowe w locus SHFM1 zwigzane sg zar6wno z izolowang jak 1 zespotowa
formg wady. U 35% pacjentow z SHFM1 wadzie konczyn towarzyszy niedostuch typu
odbiorczego, rzadziej stwierdza si¢ objawy dysplazji ektodermalnej z rozszczepem
wargi/podniebienia [Tackels-Horne i wsp., 2001]. Najczgstszymi opisywanymi w tym
regionie aberracjami sg delecje. Odnotowuje si¢ réwniez translokacje, inwersje oraz
duplikacje. Typowy region dla SHFM1 obejmuje kilka genéw zwigzanych z rozwojem
konczyn. Naleza do nich DSSI, DLX5 oraz DLX6 [Crackower 1 wsp., 1996; Duijf i wsp.,
2003]. Rola DLX5/DLX6 w morfogenezie konczyn zostala wykazana w badaniach
funkcjonalnych na modelu mysim, gdzie wyciszenie obydwu genow (DIx5/Dix6")
powodowato klasyczng ektrodaktylie, jak rowniez wady twarzoczaszki oraz ucha
wewnetrznego [Robledo 1 wsp., 2002]. Okreslono rowniez tkankowo specyficzng ekspresje
DIx5 1 DiIx6, identyfikujac ja w strefie AER zawigzkow konczyn, osteoblastach
rozwijajacych si¢ kosci oraz w przestrzeniach miedzyneuronalnych cze$ci podstawnej
kresomdzgowia [Simeone 1 wsp., 1994; Acampora i wsp., 1999; Lo Tacono 1 wsp., 2008].
Jednakze dopiero identyfikacja homozygotycznej patogennej mutacji typu missense,
zlokalizowanej w homeodomenie genu DLX5, jednoznacznie potwierdzita rolg genu
w etiopatogenezie rozszczepow rak i/lub stop u ludzi. Mutacje wykryto w spokrewnionej
rodzinie dotknigtej SHFM o autosomalnym recesywnym dziedziczeniu wady [Shamseldin
1 wsp., 2012]. Pozostate geny znajdujace si¢ w obregbie lub niedalekim sasiedztwie locus
SHFM1 maja status genéw kandydujacych. Niektore towarzyszace wadom konczyn cechy
fenotypowe, identyfikowane zaré6wno w przypadkach SHFMI1 jak i SHFM4 (mutacje
w genie TP63), takie jak objawy dysplazji ektodermalnej pozwalaja przypuszczac, iz istnieje
zalezno$¢ pomiedzy czynnikami etiologicznymi w obydwu /loci. Istotnie, wykazano, iz
ekspresja genow DLX5/6 jest regulowana przez czynnik transkrypcyjny TP63, ktory wigze
si¢ do elementéw regulatorowych (SHFM1-BS1) obydwu gendéw [Lo Iacono i wsp., 2008;
Kouwenhoven i wsp., 2010]. Ostatnie badania nad transkrypcyjna regulacjg genow DLX5/6

pozwolity zidentyfikowa¢ eksonowe elementy regulatorowe (eExons) zlokalizowane
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w eksonach 15 1 17 sekwencji kodujacej genu DYNC111 potozonego w odleglosci 907,5 kb
od DLX6 oraz w odlegtosci 922 kb od DLX5 [Birnbaum i wsp., 2012].

SHFM2 (Xq26)

Do chwili obecnej opisano jedng rodzing z SHFM o dziedziczeniu sprz¢zonym
z chromosomem X [Ahmad i wsp., 1987]. Autorzy przedstawili pakistafiska spokrewniong
rodzine, w ktorej 36 cztonkow (33 mezczyzn i 3 kobiety) manifestowato rozszczep rak i/lub
stop. Pacjenci byli dotknieci rozszczepem klasycznym lub typu monodaktylii w rekach oraz
zroznicowang wadg w stopach. W pozniejszych badaniach Faiyaz ul Haque 1 wsp. [1993]
potwierdzili metoda analizy sprzezen dziedziczenie wady sprz¢zone z X oraz
zidentyfikowali locus dla SHFM2 w regionie Xq26. Dwa geny zlokalizowane w tym
regionie, FGF13 oraz TONDU, sa potencjalnymi genami kandydujacymi dla SHFM2,
jednakze do tej pory nie udalo si¢ zidentyfikowa¢ mutacji w tych genach u pacjentéw

z SHFM [Vaudin i wsp., 1999].

SHFM3 (10q24)

Locus dla SHFM3, zlokalizowane w regionie 10q24, zwigzane jest z tandemowa duplikacja
o wielkos$ci 325-570 kb [de Mollerat i wsp., 2003; Dimitrov i wsp., 2010]. Aberracja ta jest
najczestsza przyczyng izolowanych rozszczepdw rak i/lub stop odpowiadajac za ok. 18-25%
przypadkow [Klopocki 1 wsp., 2012; Birnbaum 1 wsp., 2012; de Mollerat 1 wsp., 2003].
Zduplikowany region obejmuje kilka genow potencjalnie zwigzanych z wystapieniem wady,
do ktorych naleza: FBXW4, BTRC, POLL, FGF8 oraz LBXI. Duplikacja wykazuje
autosomalny dominujacy typ dziedziczenia. Wadom uwarunkowanym mutacja w locus
SHFM3 czesto towarzysza wady przedosiowe, takie jak trojpaliczkowe lub zdwojone keiuki
[Everman i1 wsp., 2006; Elliott i wsp., 2007]. Modelem zwierzecym dla SHFM3 jest
naturalnie wystgpujaca mysz, tzw. Dactylaplasia (Dac) mouse. Region odpowiedzialny za
fenotyp rozszczepu rak i/lub stop u ludzi i myszy wykazuje znaczny stopienr homologii. U
myszy Dac obserwuje si¢ brak srodkowych palcow, hipoplazj¢ lub aplazje kosci $rodrecza
i/lub $rédstopia oraz syndaktylie. SHFM u myszy dziedziczony jest w semidominujaco, co
oznacza, ze osobniki heterozygotyczne prezentuja brak srodkowych palcow przedniej
1 tylnej konczyny, natomiast osobniki homozygotyczne manifestuja znacznie ci¢zszg postac

wady — monodaktylie [Sidow 1 wsp., 1999; Johnson i1 wsp., 1995].
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SHFM4 (3q27; TP63)

Czwarte locus dla SHFM zostalo zmapowane w regionie 3q27 i jest bezposrednio
zwigzane z mutacjami w genie TP63 [lanakiev 1 wsp., 1999]. Biatko kodowane przez gen
TP63 jest czynnikiem transkrypcyjnym homologicznym do genu supresorowego 7P53. Gen
TP63 odgrywa kluczowa role w rozwoju embrionalnym, kontrolujac formowanie si¢ strefy
AER. Jest kluczowym regulatorem rozwoju ektodermalnego, dziatajagcym poprzez
podtrzymywanie potencjalu podzialowego komoérek ektodermy. Myszy, u ktérych
wyciszono p63, nie wyksztatcajg prawidtowych struktur ektodermalnych, co przejawia si¢
anomaliami skéry, wlosow, zgbdw, twarzoczaszki, gruczotow sutkowych oraz konczyn
[Mills 1 wsp., 1999 ; Yang i wsp., 1999]. Mutacje w TP63 sa dziedziczone autosomalnie
dominujaco 1 odpowiadajg za 10-16% przypadkow izolowanych form SHFM oraz za 93%
zachorowan na zespot EEC [de Mollerat 1 wsp., 2003a].

SHFMS (2q31)

U pacjentéw z SHFMS opisuje si¢ delecje w locus 2q31. Region ulegajacy delecji obejmuje
caty klaster genow z rodziny HOXD (HOXDI-HOXDI3), ktore ze wzgledu na rolg
w formowaniu si¢ uktadu kostnego, byty typowane jako geny kandydujace w SHFM.
Jednakze Goodman i wsp. [2002] zasugerowali, ze region odpowiedzialny za SHFMS5
zlokalizowany jest powyzej klasteru HOXD 1 stanowi SMb delecj¢ polozong centromerowo
w stosunku do genu EVX2. W obrgbie delecji zlokalizowane sa dwa geny kandydujace
DLXI, DLX?2 o potencjalnie patogennym znaczeniu w rozwoju SHFM. Obydwa geny ulegaja
ekspresji w strefach AER 1 PZ [Goodman i wsp., 2002], jednakze badania funkcjonalne
przeprowadzone na modelu mysim nie potwierdzaja udzialu owych genow
w etiopatogenezie wad konczyn [Qiu i wsp., 1997]. Ponadto u pacjentow z SHFM nie udato
si¢ do tej pory zidentyfikowac patogennych mutacji w zadnym z w/w gendw, dlatego tez ich

rola w etiopatogenezie rozszczepdw rak i/lub stdop pozostaje niepotwierdzona.

SHFM6 (12q13; WNTI10B)

Do tej pory opisano jedynie 3 rodzinne i jeden sporadyczny przypadek SHFM
o0 autosomalnym recesywnym rodzaju dziedziczenia wady [Khan i wsp., 2012; Ugur i wsp.,
2008; Shamseldin i wsp., 2012; Blattner 1 wsp., 2010]. W jednej z rodzin wada
uwarunkowana byla homozygotyczng mutacja w genie DLX5 [Shamseldin 1 wsp., 2012],
natomiast w pozostatych, homozygotycznymi mutacjami w genie WNTI0B,

zlokalizowanym w locus SHFM6. Bialka WNT sa ligandami w szeregu S$ciezek
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sygnalizacyjnych 1 odgrywaja kluczowa role w morfogenezie konczyn [Yang i wsp., 1999].
Patogenna mutacja w genie WNT10B zostala po raz pierwszy opisana przez Ugura i wsp.
[2008], ktorzy identyfikowali homozygotyczng zmian¢ typu missense (p.R332W)
u wszystkich manifestujacych wade cztonkow spokrewnionej tureckiej rodziny. Pozostate
dwa doniesienia opisywaly sporadyczny przypadek SHFM uwarunkowany homozygotyczna
duplikacja w genie WNT10B [Blattner i wsp., 2010] oraz przypadek rodzinnego wystapienia

wady odnotowany w spokrewnionej pakistanskiej rodzinie [Khan i wsp., 2012].

SHFM/SHFLD (17p13.3)

Rozszczep rak i/lub stop ze skroceniem kosci dlugich (ang. Split Hand/Foot
Malformation with Long Bone Deficiency - SHFLD) jest najcze$ciej uwarunkowany
duplikacjg w regionie 17p13.3. Lezirovitz 1 wsp. [2008] zmapowali metodg analizy sprzgzen
locus SHFLD w interwale o wielkosci 814 kb, zlokalizowanym w regionie 17p13.1-17p13.3.
W kolejnych badaniach Klopocki i wsp. [2012] zidentyfikowali w regionie tandemowa
duplikacje oraz okreslili region krytyczny zmiany, ktory u wszystkich pacjentow obejmowat
gen BHLHAY. Autorzy w badaniach nad ekspresja ortologu ludzkiego BHLHA9 u myszy
1 Danio rerio wykazali, 1z ulega on ekspresji wylacznie strefie AER mezenchymy
zawigzkoéw konczyn. W celu dalszego okreslenia roli BHLHAY9 w morfogenezie konczyn,
autorzy przeprowadzili badania modelu Danio rerio, polegajace na wyciszeniu BHLHAY, na
skutek czego dochodzito do skrocenia pletwy brzusznej, potwierdzajac tym samym
bezwzglednie role BHLHA9 w rozwoju konczyn u kregowcodw. Duplikacja w locus 17p13.3
warunkuje ok. 90% przypadkow typowego SHFLD oraz ok. 12% przypadkéw SHFM bez
skrocenia kosci dlugich. Jedna z ciekawszych obserwacji wynikajacych z analizy
nosicielstwa duplikacji u cztonkéw poszczegolnych rodzin dotknigtych wada jest wysoki
odsetek (50%) bezobjawowych nosicieli duplikacji oraz efekt plci, jako czynnika
wplywajacego na stopien penetracji cechy. Bezobjawowymi nosicielkami byly gltéwnie

kobiety [Klopocki i wsp., 2012].

Zmiany genomowe w SHFM

Uwarunkowanie monogenowe wady jest czestsze w niektorych formach
zespolowych SHFM (np. mutacje w genie 7P63 w zespole EEC). Dodatkowo moze ono
wystapi¢ w rzadkich przypadkach SHFM o dziedziczeniu autosomalnym recesywnym

(mutacje w genach WNTI0B, DLX5). Zmiany odpowiedzialne za znaczny odsetek
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przypadkdw  izolowanego rozszczepu rak/stop maja  charakter genomowy,
tj. submikroskopowych wariantow liczby kopii (CNVs ang. Copy-Number Variations)
danego fragmentu genomu (mikrodelecje, mikroduplikacje, insercje). Lagodne CNVs
stanowig o zmiennos$ci mi¢dzyosobniczej, patogenne zas odpowiadaja za choroby, ktére
mozna okresli¢ mianem "choroéb genomowych" [Lupski, 1998].

Zmiany genomowe mogg prowadzi¢ do ekspresji okreslonego fenotypu na drodze
kilku ré6znych mechanizméw molekularnych. Duplikacja lub delecja obejmujaca caly gen
moze, w przypadku genow wrazliwych na dawke, powodowa¢ jego nadekspresje lub
obnizong ekspresj¢. Zjawisko to okresla si¢ mianem ,,efektu dawki”. Mikrorearanzacje
w obrgbie genu, moga prowadzi¢ do jego inmaktywacji, a fenotyp bedzie wowczas
konsekwencja haploinsuficjencji genu. W wyniku translokacji gen moze znalez¢ si¢ pod
dziataniem innych niz natywne sekwencji regulatorowych, ktore beda nadmiernie
wzmacniaty lub wyciszaty jego ekspresjg. Jest to tzw. ,,efekt pozycji” 1 moze on zachodzi¢
réwniez w przypadku wystapienia delecji lub duplikacji w obrgbie genomowego otoczenia
genu. W chorobach recesywnych zmiana CNV moze by¢ drugim czynnikiem (tzw. ang.
»second hit”) odmaskowujacym efekt np. heterozygotycznej mutacji punktowej w danym
genie [Lupski 1 wsp., 2005].

Identyfikacje niezrownowazonych zmian CNVs umozliwia wykorzystywana do
diagnostyki wad 1 choréb wrodzonych technika wysokorozdzielczej poréwnawczej
hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH ang. array Comparative Genomic
Hybridisation). Metoda aCGH pozwala na detekcje¢ mikrorearanzacji chromosomowych
zarowno w obrebie genow jak 1 sekwencji regulatorowych o wielkosci zaleznej od
rozdzielczosci ptytki mikromacierzowej. Metoda pozwala ponadto na identyfikacje
nieopisanych, potencjalnie patogennych zmian, stanowigc tym samym skuteczne narzedzie

w badaniu nowych przyczyn molekularnych wady.

Niepelna penetracja/zmienna ekspresja cechy

W SHFM mozna wyr6zni¢ wszystkie mozliwe rodzaje dziedziczenia: autosomalny
dominujacy (zdecydowana wigkszo$¢ przypadkéw), sprzezony z chromosomem X,
autosomalny recesywny. Jednoczesnie w przypadkach rodzinnych nierzadko identyfikuje
si¢ dziedziczenie odbiegajace od klasycznego mendlowskiego, np. gdy czlonek rodziny
dotknietej wada jest bezobjawowym nosicielem mutacji. Zjawisko to nosi nazw¢ niepelnej

penetracji 1 odnosi si¢ do genotypu, ktéry nie zawsze ulega ekspresji w kierunku
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spodziewane] cechy fenotypowej. W wadach rodzinnych niepetna penetracja moze
skutkowac tym, ze dana anomalia nie ujawni si¢ w okreslonym pokoleniu. Przyczyng moze
by¢ konieczno$¢ wystgpienia dodatkowego czynnika genetycznego (np. zmiana
polimorficzna) lub $rodowiskowego, niezbednego do ,,odmaskowania” patogennego
charakteru pierwszej zmiany. Dopiero jednoczesne zadziatanie obydwu czynnikow skutkuje
manifestacja wady. Mechanizmy prowadzace do zjawiska baraku penetracji lub jej
ograniczenia moga by¢ zwigzane z mutacjami dwu- lub wielogenowymi, epigenetyczng
regulacjg transkrypcji gendw (np. imprinting rodzicielski), ekspresja genu modyfikatora,
ptcig, mutacjami w sekwencjach regulatorowych genow oraz ,,efektem dawki” danego genu
[Cooper 1 wsp., 2013].

Swiadomos¢ faktu, ze penetracja cechy w chorobach dominujacych nie zawsze
wynosi 100%, jest niezwykle wazna w trakcie rzetelnie prowadzonej konsultacji
genetycznej, zwlaszcza przy szacowaniu ryzyka wystgpienia wady w kolejnych
pokoleniach. Locus dla rozszczepow rak i/lub stop, w ktérym stosunkowo czgsto, bo az
w 50% przypadkéw, obserwuje si¢ niepelng penetracje cechy, jest SHFM/SHFLD
(dup17q13.3). Prawidtowe przeprowadzenie diagnostyki genetycznej danej wady wrodzone;
utrudnia dodatkowo zjawisko zmiennej ekspresji cechy. Oznacza to, ze ten sam czynnik
genetyczny powoduje rozny stopien nasilenia danej cechy, ktéra moze mie¢ postac ciezkie;j,
fagodnej lub w niektérych przypadkach ledwo zauwazalnej anomalii. Przyczyna tego

fenomenu nie jest znana.

1.5. Zespoly wad wrodzonych z typowym rozszczepem rak i/lub stop

Rozszczep rak i stop wstepuje jako jedna z wad towarzyszacych w kilku zespotach. Naleza

do nich m. in.:

e Zespol EEC — ektrodaktylia-dyplazja ektodermalna-rozszczep wargi/podniebienia
(ang. Ectrodactyly-Ectodermal dysplasia-Cleft lip/palate). Zespdt wykazuje znaczna
heterogenno$¢ kliniczng. Dziedziczy si¢ w sposob autosomalny dominujacy, w 95%
przypadkéw spowodowany jest mutacjami w genie 7P63 (locus 3q28) [Celli i wsp.,
1999], moze by¢ rowniez uwarunkowany rearanzacjami w regionie 7q21.3-q22.1 (locus
SHFM1) [Scherer 1 wsp., 1994].

e Zespol EEC bez rozszczepu wargi/podniebienia [Wallis, 1988].
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Zesp6lt LMS - konczynowo-sutkowy (ang. Limb-Mammary Syndrome). Zespot
spowodowany jest mutacjami w genie 7P63 1 dziedziczony autosomalnie dominujaco.
Zespot charakteryzuje sie hypoplazja/aplazja gruczotdw piersiowych i sutkow, wadami
konczyn, w tym ektrodaktyliag oraz innymi anomaliami, do ktérych naleza: atrezja
przewodoéw tzowych, dysplazja paznokci, zmniejszona potliwos¢, hipodontia,
rozszczep podniebienia [van Bokhoven 1 wsp., 1999].

Zespot ADULT (ang. Acro-Dermato-Ungual-Lacrimal-Tooth syndrome). Zespot
w wiekszosci przypadkdéw spowodowany jest mutacjami w genie 7P63 1 dziedziczy si¢
autosomalnie dominujaco [Amiel i wsp., 2001]. Pewna grupa cech towarzyszacych
zespolowi ADULT jest wspolna z zespotami EEC oraz LMS. Do najczestszych
malformacji konczyn nalezy rozszczep rak i/lub stop oraz syndaktylia.

Zesp6t CHARGE — nazwa choroby jest akronimem pochodzacym od angielskich nazw
gléwnych objawow zespotu: C — coloboma, H — wady serca (ang. heart defects),
A — artresia nozdrzy tylnych (ang. choanal atresia), R — opdznienie wzrastania
1 rozwoju psychoruchowego (ang. retardation of growth and development), G — wady
uktadu moczowo-ptciowego (ang. genitourinary defects), E — wady uszu i /lub ghuchota
(ang. ear anomalies). U niektorych pacjentow wyzej wymienionym wadom towarzysza
wady konczyn takie jak: monodaktylia, hipoplazja kosci tokciowej, aplazja kosSci
piszczelowej, rozszczep kosci udowej. Choroba wykazuje autosomalny dominujacy
rodzaj dziedziczenia, a przyczyng sa najcze¢sciej mutacje w genie CHD7 (locus 8q12.1-
ql2.2) [Lalani i wsp., 2006; Jongmans i wsp., 2006]. W dwdch przypadkach przyczyne
zespotu powigzano z mutacjami w genie SEMA3E (locus 7q21.11), [Lalani 1 wsp.,
2004].

Zespol ektrodaktylia-niedostuch spowodowany jest rearanzacjami w locus 7q21.3
(SHFM1) [Tackels-Horne 1 wsp., 2001]. Typowym dla aberracji chromosomowych
w tym regionie jest dziedziczenie autosomalne dominujgce, natomiast wada
uwarunkowana mutacjami homozygotcznymi w genie DLX5 dziedziczy si¢
autosomalnie recesywnie [Shamseldin i wsp., 2012].

Zespol Karscha-Neugebauera. W chorobie rozszczepowi rak i/lub stop towarzyszy
oczoplas, zmiany na dnie oka oraz za¢ma. Zespdt dziedziczy si¢ autosomalnie
dominujaco, lecz nie znana jest jego przyczyna genetyczna [Pilarski i wsp., 1985].
Zesp6lt EEM-cktrodaktylia-dysplazja ektodermalna-zwyrodnienie plamki (ang.
Ectrodactyly-Ectodermal  dysplasia-Macular — dystrophy  syndrome). Glownymi
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objawami choroby sg cechy dysplazji ektodermalnej pod postacig nieprawidiowosci
morfologii skory, zebow, wloséw oraz ektrodaktylia, syndaktylia i zwyrodnienie
plamki. Zesp6t EEM dziedziczy si¢ w sposdb autosomalny recesywny i uwarunkowany

jest mutacjami w genie CDH3 [Kjaer 1 wsp., 2005].

1.6. Zespoly wad wrodzonych z atypowym rozszczepem rak i/lub stop

Atypowy rozszczep rak i/lub stop mozna okresli¢ mianem znieksztatcenia zmniejszajacego

z oligodaktylig. Istnieje kilka zespotow z wrodzonymi nieprawidlowosciami konczyn,

w ktorych wade mozna zaklasyfikowac jako spektrum atypowego SHFM. Naleza do niech

m. in.:

Asocjacja VATER (VACTERL) — akronim tworza pierwsze litery nazw wad
typowych w zespole: V — wady kregow (vertebral), A — wady odcinka odbytniczo-
odbytowego (anal), C — wrodzone wady serca (ang. cardiac), T — przetoka przetykowo-
tchawicza (tracheoesophagal), E — atrezja przetyku (esophagal), R — wady nerek
(renal), L — wady konczyn (limb). Asocjacja nie stanowi odregbnego zespotu, jest
skojarzeniem kilku wad wspotwystepujacych w réznym ukladzie. Ok. 60% pacjentow
wykazuje malformacje konczyn o charakterze wady zmniejszajacej z czego najwigkszy
odsetek stanowi hipoplazja/aplazja kosci piszczelowej, ktorej w ok. 20% przypadkow
towarzyszy skrocenie kosci strzatkowej [Castori 1 wsp., 2008]. Etiologia asocjacji
VATER jest heterogenna, jednakze czeste wystepowanie wad ko$ci dhugich sugeruje
wspolny czynnik patogenny.

SHFLD - Rozszczep rak i/lub stop ze skroceniem kosci dtugich (ang. Split Hand/Foot
Malformation with Long Bone Deficiency). Etiologia wady zostata opisana w rozdziale
1.4.1.

Zespo6l FFU — kos¢ udowa-strzatka-kos¢ tokciowa (ang. Femur-Fibula-Ulna syndrome)
jest wada sporadyczna o nieznanej etiologii. Cechuje si¢ zréznicowanym zestawieniem
wrodzonych wad ko$ci udowe;j, strzatkowej i/lub tokciowej, ktorym moga towarzyszy¢
wady palcow po stronie strzatkowej/tokciowej. Czegste w zespole FFU sg amelia,
hipoplazja ko$ci ramiennej, zrost kosci ramiennej i promieniowej. Istotng cecha
w charakterystyce zespotu jest asymetria wystepowania malformacji poszczegélnych
konczyn. Wada manifestuje si¢ czgsciej 1 w wigkszym nasileniu w konczynach gornych

niz dolnych oraz po prawej niz po lewej stronie ciata [Lenz i wsp., 1993].
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e OLHS - (ang. Oromandibular-Limb-Hypogegesis Syndromes) to grupa wad
wrodzonych charakteryzujacych si¢ malformacjami jezyka, zuchwy, szczeki oraz

konczyn.

1.7. Diagnostyka i poradnictwo genetyczne w SHFM

Diagnostyka u pacjentdw z rozszczepem rak i/lub stép powinna by¢ przeprowadzona
w oparciu o badanie kliniczne oraz testy molekularne (wzglgdnie cytogenetyczne).
W pismiennictwie naukowym wyroznia si¢ co najmniej 7 typdw SHFM, ktére zostaty
szczegotowo opisane w poprzednim rozdziale. Najczestszym rodzajem dziedziczenia wady
jest autosomalny dominujacy o niepetnej penetracji cechy [Duijf i wsp., 2003], jakkolwiek
opisuje si¢ rowniez rzadsze przypadki o dziedziczeniu autosomalnym recesywnym
[Shamseldin 1 wsp., 2012; Blattner 1 wsp., 2010; Elliott i wsp., 2007] oraz sprz¢zonym
z chromosomem X [Ahmad i1 wsp., 1987]. Przypadki sporadyczne izolowanych form
rozszczepu rak i/lub stop sa najczesciej uwarunkowane mutacjami de novo. W takim
wypadku ryzyko powtorzenia si¢ wady u rodzenstwa probanda jest bardzo niskie,
populacyjne, natomiast prawdopodobienstwo, ze wada powtorzy si¢ u potomstwa probanda
wynosi juz od 30% do 50%. Biorac pod uwage niepelng penetracje, zmienng ekspresj¢ oraz
efekt ptei [Klopocki 1 wsp., 2012], poradnictwo genetyczne w SHFM moze stanowi¢
wyzwanie dla lekarza genetyka, konsultujagcego zarowno przypadki sporadyczne jak
1 rodzinne. Ponadto u niektorych pacjentow z SHFM wada moze by¢ uwarunkowana dwu-
lub wielogenowo. W zwiazku z powyzszym, rzetelne poradnictwo genetyczne
w rozszczepach rak i/lub stop powinno opiera¢ si¢ na panelu odpowiednich testow
genetycznych. Pomimo znacznego postepu wiedzy w diagnostyce molekularnej
rozszczepow rak i/lub stop, przyczyna genetyczna ok. 50% przypadkow pozostaje
niewyjasniona, co oznacza, ze nie mozna jej okresli¢ przy wykorzystaniu rutynowych testow
genetycznych. Dla tej grupy pacjentéw okreslenie ryzyka wystgpienia 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¢gpnie wybdr odpowiedniego testu
molekularnego. Czgstos¢ okreslonych mutacji/aberracji jest inna dla SHFM typowego
1 atypowego, izolowanego i zespolowego, sporadycznego i rodzinnego. Wedtug danych

z pi$miennictwa, w tym zebranych przez Klopocki 1 wsp. [2012], ktorym udato si¢ opisaé
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najwieksza do tej pory grupe pacjentéw z SHFM (56 probandow), najczestsza przyczyng
izolowanych form typowego SHFM sg duplikacje w locus 10q24.3 (SFHM3) oraz 17p13.3
(SHFM/SHFLD), stanowiagce odpowiednio 20% i1 16% przypadkow. W oparciu o te dane
oraz badania wtasne autorki, identyfikacja przyczyny molekularnej u pacjenta z typowym
SHFM powinna rozpoczac¢ si¢ od analizy liczby kopii w locus 10q24.3, a nastepnie 17p13.3.
W tym przypadku metoda z wyboru powinna by¢ poréwnawcza hybrydyzacja genomowa
do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH), poniewaz umozliwia ona nie tylko
identyfikacje powyzszych zmian, ale réwniez pozostalych niezréwnowazonych zmian
genomowych (w loci SHFM1, SHFM2, SHFMS5). Ze wzgledu na to, ze wigkszo$¢ zmian
genomowych powodujacych SHFM ma wielko$¢ ok. kilkuset tysigcy par zasad,
rozdzielczo$¢ danej plytki mikromacierzowej nie musi by¢ szczegdlnie duza aby uchwyci¢
dang zmiang. Rutynowo wykorzystywane w diagnostyce macierze o rozdzielczosci ok. 180
tysiecy sond na haploidalny genom wystarcza, aby zidentyfikowaé patogenne CNV.
Alternatywng metoda analizy liczby kopii danego locus SHFM jest technika MLPA
(multipleksowa amplifikacja zalezna od ligacji sond, ang. Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification) oraz qPCR (ilosciowa PCR, ang. quantitative PCR). Niestety na chwile
obecna nie istnieja komercyjnie dostepne zestawy do analizy tych regionow (w tym SHFM3
1 SHFM/SHFLD), dlatego konieczno$¢ projektowania wiasnych, niezwalidowanych
laboratoryjnie testow utrudnia wiarygodna i1 rzetelng diagnostyke.

W niektoérych przypadkach SHFM badanie kariotypu metodg klasyczng
z zastosowaniem techniki pragzkow G moze okaza¢ si¢ wystarczajace dla okreslenia
przyczyny wady. Dotyczy to duzych aberracji chromosomowych, takich jak np. delecje
obejmujace locus 7q21-q22 (SHFM1) [Crackower i wsp., 1996; Duijf i wsp., 2003; Elliott
1wsp., 2006] czy region 2q31 (SHFMS) [Goodman i wsp., 2002; Elliott i wsp., 2005]. Zaleta
tej metody jest przede wszystkim niski koszt oraz mozliwos¢ wykrycia zmian
zrownowazonych (np. translokacji czy inwersji), ktore sa nierzadkie w regionie SHFMI.
Klasyczna ocena chromosoméw z wzorem prazkowym GTG powinna by¢ rutynowo brana
pod uwage w zespolowych typach SHFM, zwlaszcza w przypadkach wspotwystepowania
innych wad wrodzonych czy niepetnosprawnosci intelektualnej, co jest czgste w SHFMS
[Elliott 1 wsp., 2006]. Kolejnym istotnym testem diagnostycznym jest sekwencjonowanie
genu TP63. Mutacje w TP63 stanowia przyczyng ok. 16% izolowanych SHFM oraz az 95%
przypadkéw EEC. Mutacje te moga by¢ zmianami wystgpujacymi de novo lub
dziedziczonymi autosomalnie dominujaco z 50% ryzykiem przekazania wady. Mutacje

w TP63 wykazuja petng penetracje¢ ale zmienng ekspresje cechy [de Mollerat i wsp., 2003a].
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Do tej pory opisano dwa /loci chromosomowe, w ktorych identyfikowano
homozygotyczne lub zlozone heterozygotyczne mutacje w genach WNT10B [Ugur i wsp.,
2008] oraz DLX5 [Shamseldin i wsp., 2012] odpowiadajace za dziedziczenie recesywne.
Poniewaz jednak przypadki wystgpienia wady o autosomalnym recesywnym rodzaju
dziedziczenia sg niezwykle rzadkie, dlatego sekwencjonowanie w/w gendw powinno byc¢
rozpatrywane na koncowych etapach postegpowania diagnostycznego.

Wiele klopotéw interpretacyjnych przysparza wada spowodowana duplikacja
w regionie 17p13.3 (SHFM/SHFLD), ze wzgledu na obnizony ponizej 50% stopien
penetracji zmiany. Oznacza to, ze duplikacja jest czesto odziedziczona po zdrowym rodzicu
probanda. Wskazuje si¢ rowniez na efekt plci, jako czynnika wptywajacego na stopien
penetracji cechy, gdyz ok. 72% pacjentdw stanowig me¢zczyzni, podczas gdy kobiety sa
najczesciej bezobjawowymi nosicielkami duplikacji. Oszacowano, iz ryzyko wystgpienia
wady u potomstwa zdrowych nosicieli duplikacji 17p13.3 wynosi ok. 36% dla chtopcow
1 15% dla dziewczynek [Klopocki i wsp., 2012].

Dostepnos¢ molekularnych testow oraz technik umozliwiajacych identyfikacje
przyczyny molekularnej wady ze spektrum rozszczepu rak i/lub stop przyczynita si¢ do
poprawy jakos$ci diagnostyki genetycznej u pacjentéw dotknigtych tg oraz innymi wadami
wrodzonymi konczyn. Genetyczna i kliniczna heterogennos¢ SHFM, jak réwniez wysoki
odsetek pacjentow o wykluczonych znanych przyczynach wady sprawia, iz poradnictwo
genetyczne jest dla wielu z nich wyjatkowo trudne, zwlaszcza w kontekscie oceny ryzyka
wystgpienia wady w kolejnych pokoleniach. Dlatego tez rzetelnie przeprowadzona
diagnostyka 1 identyfikacja mutacji sprawczej jest niezwykle istotna zarowno dla chorego,
jak 1 dla jego rodziny. Po pierwsze, umozliwia choremu i/lub jego rodzicom zrozumienie
przyczyny wady i charakteru zmiany genetycznej. Po drugie, pozwala okresli¢ rodzaj
dziedziczenia mutacji 1 oszacowac ryzyko wystgpienia wady w nastgpnym pokoleniu, co
umozliwia rodzicom $wiadome ksztaltowanie planéw prokreacyjnych. Po trzecie, po
wykluczeniu  wszystkich znanych zmian molekularnych powodujacych SHFM,
odpowiednio dobrane badania molekularne (np. aCGH, sekwencjonowanie eksomu — WES
ang. whole exome sequencing, sekwencjonowanie genomu — WGS ang. whole genome
sequencing) stwarzaja mozliwo$¢ wykrycia nowych przyczyn molekularnych rozszczepow

rak i/lub stop.
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Tabela 1. Kliniczna i molekularna charakterystyka zananych /oci w wadach ze spektrum rozszczepu rak i/lub stop.

Locus SHFM  Rodzaj mutacji Czestos$¢ mutacji dzigloz(::;gnia Fenotyp konczynowy pf;;ﬁg;:vziixgﬁl PiSmiennictwo
rearanzacje w EEC/
SHEMI locu;272q%1 3- brak danych AD SHEM niedostuch typu Crackower i wsp., 1996
mutacje w DLX5 1 rodzina AR selleriezsge, N Shamseldin i wsp., 2012
SHFM, syndaktylia,
SHFM?2 Xq26 | rodzina XR , ’nledOI‘OZV\./Q] kosci B ND Faiyaz ul Haque i wsp.,
srodrecza, niedorozwdj 1993
kosci palcow
SHFM, trojpaliczkowe .
o ’
SHFM3 dup10q24 20% AD ikt axfteiioms il ND de Mollerat i wsp., 2003
10-16% (formy EEC, ADULT, van Bokhoven i wsp.,
SHFM4 mutacje w TP63 niezespotowe), AD SHFM LADD, CHARGE, 2001;
93% (zespot EEC) VATER/NI de Mollerat i wsp., 2003a
NI, dysplazja
ektodermalne i wady
SHFMS del2q31 brak danych AD SHFM twarzoczaszki, Goodman 1 wsp., 2002
rozszczep
wargi/podniebienia
. . L L Ugur 1 wsp., 2008;
SHFM6 mutacje w 3 rodziny, AR SHFM, skrocenie kosci ND Blattner i wsp., 2010;
WNTI10B 1 przypadek piszczelowych Khan i wsp., 2012
12% (SHFM), SHFM, skrécenie kosci ..
SHFM/SHFLD dupl17p13.3 90% (SHFLD) AD sl ND Klopocki i wsp., 2012

SHFM - rozszczep rak i/lub stop; SHFLD — rozszczep rak i/lub stop ze skrdceniem kosci dtugich
dup10g24 — duplikacja w locus 10q24; del2q31 — delecja w locus 2q31; dup 17p13.3 — duplikacja w locus 17p13.3
AD — autosomalny dominujacy, AR — autosomalny recesywny, XR — sprz¢zony z X recesywny
EEC —zespot EEC; ADULT — zespot ADULT; LADD — zespot LADD; CHARGE — zespét CHARGE; VATER —asocjacja VATER; NI —niepetnosprawno$¢ intelektualna

ND - nie dotyczy
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2. CELE PRACY

Wady ze spektrum rozszczepu rak i/lub stop sa zréznicowane pod wzgledem klinicznym
1 genetycznym. Zmienna ekspresja cechy, niepetna penetracja czynnika patogennego oraz
wysoki odsetek przypadkow o nieokreslonej przyczynie genetycznej wady, mogg stanowic
wyzwanie dla lekarza genetyka w ocenie jej molekularnego podloza. Dostgpne testy
diagnostyczne umozliwiaja identyfikacje wady u ok. 50% pacjentdéw manifestujacych
rozszczep rak i/lub stép. Gloéwnym zalozeniem niniejszej pracy byto poszerzenie zakresu
wiedzy dotyczacej molekularnego podtoza rozszczepow rak i/lub stop. W zwigzku

z powyzszym, sformutowano nastgpujace cele rozprawy doktorskie;j:

1. Identyfikacja oraz analiza podtoza molekularnego wrodzonych wad rozwojowych ze
spektrum rozszczepu rak i/lub stop u pacjentéw zakwalifikowanych do badan.

2. Ocena czgstosci poszczegolnych mutacji w genach/regionach zidentyfikowanych
u pacjentéw dotknigtych typowym i atypowym rozszczepem rak i/lub stop.

3. W przypadku identyfikacji nowych gendéw i/lub regiondéw oraz potwierdzenia ich
udzialu w patogenezie rozszczepu rak i/lub stop opracowanie nowych testow
umozliwiajgcych diagnostyke genetyczng wady o nowo poznanym podiozu
molekularnym.

4. Ocena przydatno$ci technik poréwnawczej hybrydyzacji genomowej do
mikromacierzy oligonukleotydowej oraz sekwencjonowania eksomu w diagnostyce

genetycznej wad konczyn o typie rozszczepu.
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3. PACJENCI 1 METODY
3.1. Pacjenci — rekrutacja oraz kryteria wlaczenia do badan

W badaniach wzi¢li udziat wylacznie pacjenci, ktorych rodzice lub opiekunowie
prawni wyrazili §wiadomg zgod¢ na przeprowadzenie badan molekularnych. Badania
uzyskaty akceptacje Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu.

Analizg objeto grupe 35 probandow ze spektrum rozszczepu rak i/lub stop, z czego
zdecydowang wiekszos¢ (30 przypadkéw) stanowili pacjenci z izolowang formg wady.
W pozostatej grupie (5 pacjentow), ektrodaktylii towarzyszyla przynajmniej jedna
dodatkowa wada wrodzona lub opdznienie rozwoju psychoruchowego/niepetnosprawnos¢
intelektualna.  Sposrod  wszystkich  pacjentow  zakwalifikowanych do  badan,
17 manifestowato typowy SHFM. U pozostatych probandéw wada miata posta¢ atypowa.
W tej grupie, u 12 chorych wadzie rak i/lub stop towarzyszyto skrocenie kosci diugich
(SHFLD). W grupie pacjentow wlaczonych do badan, przypadki sporadyczne o obustronnej
manifestacji wady stanowity 86% (30 pacjentow). Pacjenci, u ktorych wada wystgpowata
rodzinnie stanowili 14% (5 przypadkow). Uznawano, ze wada ma postac rodzinng w sytuacji
wystapienia malformacji konczyn u krewnych I stopnia probanda (rodzice, rodzenstwo,
potomstwo), a takze II lub III stopnia ze wzgledu na mozliwo$¢ niepetnej penetracji cechy
w jednym pokoleniu. W przypadku rodzinnego wystapienia wady dopuszczano réwniez jej
jednostronng manifestacje. Kryterium rodzinnego uwarunkowania wady zostalo ustalone
przez lekarza genetyka konsultujacego pacjentow (Dr n. med. Aleksander Jamsheer).

Do badan genetycznych nie wiaczono pacjentow, u ktorych wada wrodzona wystapita
na skutek uszkodzenia mechanicznego (np. sekwencja pasm owodniowych) lub potencjalnej
ekspozycji na znany teratogen.

Gléwnym zrodtem pacjentow zakwalifikowanych do badan byly poradnie genetyczne,
przede wszystkim NZOZ Centrum Genetyki Medycznej GENESIS w Poznaniu. Pacjentom
proponowano udzial w badaniach genetycznych réwniez za posrednictwem witryny
internetowej organizacji "W naszych rekach" (www.wady-dloni.org.pl), na ktorej
umieszczony jest list informujacy o mozliwosci bezptatnego udziatu w badaniach
genetycznych na zasadach naukowych. Ponadto pacjenci rekrutowani byli z Polskiego

Rejestru Wrodzonych Wad Rozwojowych (PRWWR). Dzigki zawartym w formularzu
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zgtoszeniowym do PRWWR informacjom o rodzaju wady, okreslajagcym m. in. jej jedno- lub
obustronno$¢, obecnos¢ wad u innych czlonkéw rodziny, a takze umieszczonym danym
osobowym 1 adresowym, mozliwe bylo nawigzanie kontaktu z rodzicami dziecka
1 zaproponowanie im badan genetycznych.

Wsrod pacjentéw poddanych badaniom molekularnym mozna wyr6zni¢ dwie grupy:
pacjenci nie objg¢ci wezesniej diagnostyka i poradnictwem genetycznym (20 probandow)
oraz pacjenci, u ktérych najczestsze przyczyny molekularne zostaty wykluczone w toku
uprzednio wykonanych badan (15 probandéw) [Jamsheer, 2011].

W niniejszej pracy przeprowadzono wybrane badania genetyczne na polskiej grupie
kontrolnej liczacej 192 zdrowe doroste osoby (96 mezczyzn i 96 kobiet) bez strukturalnych
wad wrodzonych, wykorzystujac zasoby Katedry Genetyki Medycznej UM w Poznaniu.

3.2. Diagnostyka kliniczna

Diagnostyka kliniczna majaca na celu kwalifikacje poszczegdlnych pacjentéw do
badan molekularnych oraz dobor odpowiednich testow genetycznych, zostata
przeprowadzona przez wspotpracujacego z autorkg lekarza, specjaliste w zakresie genetyki
klinicznej, z doswiadczeniem w zakresie diagnostyki klinicznej 1 molekularnej wrodzonych
wad konczyn (Dr n. med. Aleksander Jamsheer). W zwiazku z powyzszym, gromadzona do
badan grupa pacjentow podlegata rzetelnej ocenie klinicznej. Wspoipracujacy z autorka
lekarz genetyk osobiScie konsultowat wszystkich probandow zgtaszajacych si¢ do poradni
genetycznej w Poznaniu 1 jej oddzialu w Zielonej Gorze oraz zdalnie, pacjentow bedacych

pod opieka innych poradni.

Badania kliniczne obejmowaly |[na podstawie: Jamsheer, 2011]:

1) Wywiad, przeprowadzony przez lekarza genetyka w rozmowie z pacjentem lub jego
rodzicem (rodzicami)/ opiekunem prawnym. Wywiad obejmowat:

e wywiad rodzinny (ze szczegdlnym uwzglednieniem wystapienia w rodzinie
przypadkdw wrodzonych wad konczyn, innych wad wrodzonych, opo6znienia
rozwoju psychoruchowego/niepelnosprawnosci intelektualne;j);

e pokrewienstwo rodzicOw probanda;

e przebieg cigzy z probandem (w tym ekspozycj¢ na czynniki teratogenne, stosowanie

lekow oraz infekcje przebyte przez matke w czasie cigzy);
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e przebieg porodu;
e rozwdj psychoruchowy;
e obecnos¢ innych wrodzonych wad rozwojowych;

e aktualng opieke specjalistyczng nad probandem;

2) Przeglad dotychczasowej dokumentacji medycznej pacjenta, w tym: zdje¢ konczyn
dotknigtych wada, wykonanych przed ewentualng interwencja chirurgiczng, zdje¢ RTG
konczyn oraz wynikéw przeprowadzonych badan obrazowych narzadéw wewnetrznych

(w przypadku zespotdw wrodzonych wad mnogich).

3) Badanie przedmiotowe pacjenta, ktore stuzylo dokltadnej ocenie fenotypu i lokalizacji
wady konczyn, ocenie etiologii wady (czynniki genetyczne/ srodowiskowe), identyfikacji
ewentualnych wad towarzyszacych, nieprawidlowosci w budowie ciata, asymetrii konczyn,
zaburzen proporcji poszczegolnych segmentdéw ciata, dysmorfii.

Ze wzgledu na to, ze wiek pacjentow nie byl istotnym czynnikiem w ocenie typu

malformacji koficzyn, nie zostat on uwzgledniony w opisie klinicznym pacjentow.

3.3. Material do badan

3.3.1. Izolacja genomowego DNA

Materiat do badan stanowit DNA wyizolowany z limfocytéw 5-10 ml krwi obwodowe;j
(1-2 ml - w przypadku noworodkdéw i niemowlat), pobranej do jalowych proboéwek
z antykoagulantem EDTA. Krew pobierana byta od probanda i obojga jego rodzicow oraz,
w przypadkach rodzinnego uwarunkowania wady, od pozostatych dostgpnych krewnych
probanda. W dwoch przypadkach autorka nie dysponowala materiatem biologicznym
rodzicow pacjenta, co uniemozliwilo ocen¢ pochodzenia rodzicielskiego stwierdzonej
zmiany.

Izolacj¢ DNA przeprowadzono z 1-10 ml krwi obwodowej metoda wysalania biatek

[Sambrook i wsp. 2001].
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Protokol izolacji:

1.

10.

1.

12.

3.3.2.

Przeprowadzono liz¢ erytrocytoéw poprzez dodanie do krwi 20 ml buforu lizujacego.
Probe mieszano przez odwracanie probowki 1 inkubowano przez 10 min. w temp.

pokojowe;j.

Prébe wirowano w 4°C przy 2600 rpm przez 30 min. Supernatant zlewano znad

osadu.

. Osad leukocytow przemywano trzykrotnie 20 ml 1x TKM, kazdorazowo wirujac

probe w 4°C przy 2600 rpm przez 30 min.

. Osad zawieszano w 750 pl buforu TKM, rozbijano i przenoszono do probowki 2 ml.

. Do zawiesiny komoérek dodawano 400 ul 10% SDS i mieszano przez odwracanie.

Probe inkubowano w 60°C z wytrzasaniem (650 rpm) przez 20 min.

Do proby dodawano 800 pl SM NaCl 1 wytrzagsano na mieszadle typu vortex przez okoto
20 sek.

. Préby wirowano w temp. pokojowej przez 30 min. przy 11800 rpm.

Supernatant przenoszono do probowki o pojemnosci 15 ml i dodawano 3 obj. 96%

etanolu, celem wytrgcenia DNA.

Préby inkubowano 15 min. w temp. pokojowej, a nastgpnie wytracano DNA poprzez

delikatne obracanie probowki.

Wytrgcone DNA przenoszono do probowki 1,5 ml i dwukrotnie plukano 70%
etanolem (-20°C) kazdorazowo wirujac probe w temp. pokojowej przez 5 min. przy

9200 rpm.

Supernatant doktadnie usuwano i suszono osad w 37°C. Wysuszony osad

rozpuszczano w ok. 500 pl wody przez minimum 16 godz. w temp 37°C.

Ocena ilosciowa i jakoSciowa wyizolowanego DNA

Wyizolowany DNA poddawano analizie ilo§ciowej i jakoSciowej poprzez pomiar jego

stezenia oraz rozdziat elektroforetyczny. Stezenie proby DNA mierzono przy pomocy

spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientitic) przy dlugosci fali 260 nm, 280 nm

1 320 nm. Stosunek absorbancji Azs0/A280 pozwala na ocen¢ stopnia czystosci DNA
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(A260 - maksimum absorbancji dla kwaséw nukleinowych, Azgo - maksimum absorbancji dla
bialek). Graniczna warto$¢ stosunku absorbancji A260/A280 wynosi 1,8-2,0. Odstgpstwa od
tych warto$ci $§wiadcza o zanieczyszczeniu proby DNA biatkami lub solami. Stopien
integralno$ci wysokoczasteczkowego DNA oceniano przy pomocy rozdziatu roztworu DNA
na 1% zelu agarozowym (z dodatkiem bromku etydyny o stezeniu koncowym 0,1 pg/ml),
wzgledem standardu wielko$ci (Lambda DNA/Hind III). Elektroforeze prowadzono
w buforze TAE, przy nat¢zeniu 110 V przez 45 min. Rozdzielone DNA wizualizowano

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

3.4. Metody badawcze

Informacje uzyskane w toku badan klinicznych przeprowadzonych przez lekarza
genetyka pozwolily na wykluczenie badz zakwalifikowanie pacjenta do badan
genetycznych, majacych na celu ustalenie przyczyny molekularnej wady. Ze wzgledu na
wynikajagcy z  oceny  klinicznej rodzaj wady (SHFM  typowy/atypowy,
1izolowany/zespotowy), dobierany byt odpowiedni algorytm diagnostyczny, ustalajacy
kolejnos¢ wykonywania okre§lonych testow genetycznych u danego pacjenta.

Opracowany przez autorke¢ ogdlny schemat postepowania diagnostycznego zaktadat
przeprowadzenie nastepujacych po sobie etapéw badan genetycznych w zaleznosci od
uzyskania pozytywnego lub negatywnego wyniku analizy poprzedzajacej. Zgodnie z tym
zatozeniem, identyfikacj¢ przyczyny molekularnej wady u pacjentow ze spektrum SHFM
prowadzono poczawszy od najczestszych zmian typowych dla danego typu ektrodaktylii
przez zmiany rzadziej stwierdzane (np. w recesywnym uwarunkowaniu wady), zmiany
genomowe, mutacje w genach kandydujacych, az po sekwencjonowanie eksomu.

Pierwszym etapem badan byla diagnostyka genetyczna przeprowadzona w kierunku
identyfikacji najczestszych zmian odpowiadajacych za fenotyp rozszczepu rak i/lub stop,
czyli duplikacji w regionach 10q24.31-32 (SHFM3), 17q13.3 (SHFM/SHFLD) oraz mutacji
punktowych w sekwencji kodujacej genu 7P63 (SHFM4). Badania te wykonano w grupie
pacjentdw nie objetych wczesniej diagnostyka i poradnictwem genetycznym. Nastepnie,
u pacjentdw z negatywnym wynikiem niniejszych badan, wykonano analiz¢ sekwencyjna
gendw odpowiadajacych za recesywnie uwarunkowane typy wady (WNTI10B, DLX5).
Kolejnym etapem byto przeprowadzenie badania porownawczej hybrydyzacji genomowej

do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH). Badanie to umozliwiato identyfikacje
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pozostatych znanych, cho¢ rzadszych, niezrownowazonych submikroskopowych zmian
genomowych stanowigcych przyczyng SHFM (np. w locus 7q21) oraz nowych
(nieopisanych), potencjalnie patogennych zmian. Wszystkie zmiany strukturalne wykryte
w badaniu aCGH byty oceniane pod wzgledem polimorficznosci lub patogennosci w trakcie
analizy bioinformatycznej. Obecno$¢ wytypowanych zmian byta nastepnie weryfikowana
niezalezng metoda (qPCR) u probanda, jak rowniez sprawdzano nosicielstwo rearanzacji
u dostgpnych krewnych probanda. W przypadku identyfikacji nieopisanej dotad
W pismiennictwie patogennej aberracji, mapowano doktadne punkty ztaman. U pacjentéw
z negatywnym wynikiem badan aCGH wykonano sekwencjonowanie genow
kandydujacych, potencjalnie zaangazowanych w patogeneze SHFM (BHLHAY, BHLABS,
DYNClIIlel5 i el7). Dodatkowo u pacjentow z typowym SHFM przeprowadzono badanie
qPCR, w celu oceny liczby kopii eksonow 15 1 17 genu DYNCIII. U 10 probandow
z negatywnym wynikiem w/w badan przeprowadzono sekwencjonowanie eksomu, w celu
identyfikacji mutacji punktowych w catej sekwencji kodujacej genomu. Potencjalnie
patogenne zmiany u probanda oraz w badaniach rodzinnych weryfikowano

sekwencjonowaniem metodg Sangera.

Badania rodzinne

Wszystkie potencjalnie patogenne mutacje byly weryfikowane w badaniach
rodzinnych w celu wykluczenia nosicielstwa wykrytej zmiany u rodzicéw pacjenta lub jej
potwierdzenia u obcigzonych wadg krewnych probanda (przypadki rodzinne). W analizie
wynikow badania rodzinnego przyjeto zasade, iz wykluczenie nosicielstwa wykrytej zmiany
u zdrowych rodzicéw pacjenta lub potwierdzenie jej kosegregacji z fenotypem u krewnego
dotknigtego wada, jest silnym argumentem przemawiajagcym za patogennoscia wykrytej
zmiany. Dopuszczano jednakze mozliwo$¢ niepetnej penetracji, co w okreslonych
przypadkach moze tlumaczy¢ bezobjawowe nosicielstwo patogennej zmiany u zdrowego

krewnego probanda.
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wynik + )
gPCR Jocus 10924.31 SHFM3 » diagnoza
wynik -
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A 4
Sekwencjonowanie eksomu (WES ang. Whole Exome Sequencing)

Rycina 4. Przyjety w pracy og6lny algorytm postepowania diagnostycznego w wadach ze spektrum
rozszczepu rak i/lub stop.

3.4.1. Sekwencjonowanie metoda Sangera oraz sposob analizy wynikow

Sekwencjonowanie znanych oraz potencjalnie patogennych genow/regionow.

W celu identyfikacji u pacjentow mutacji w znanych genach zaangazowanych
w patogenez¢ SHFM (TP63, WNT10B, DLXS5) oraz genach kandydujacych o potencjalnym
znaczeniu patogennym (BHLHAY9, BHLABS5, DYNCI1II, ROBOI, ODZ4, DLX6, DSSI),
zaprojektowano startery obejmujace eksony, ztagcza ekson-intron oraz fragmenty intronow

przylegajace do eksonow. Analizie sekwencji kodujacej poddano wszystkie eksony genow
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TP63, WNT10B, DLX5, BHLHAY, BHLABS5. W przypadku genéw DYNCIII, ROBOI,
ODZ4, sekwencjonowano wybrane fragmenty. Sekwencje starterow (F — forward;
R — reverse) specyficznych do danych fragmentéw DNA projektowano przy uzyciu
programu Primer3, a nastgpnie sprawdzano pod wzgledem specyficznosci przy uzyciu
programu BLAST (dostgpnego na witrynie internetowej Ensembl). PCR amplifikacyjna

przeprowadzano w objetosci 10 pl na matrycy DNA pacjenta, w mieszaninie reakcyjnej

o nastgpujacym sktadzie:
- FailSafe™ Premix J -5,0ul
- startery F+R (10 pmol/ul) - 1,0 ul
- matryca DNA (100-200 ng/ pul) - 0,5 ul
- Polimeraza DNA HiFiTaq -0,1 pul
- H20 -3,4ul

Do amplifikacji fragmentéw genu 7P63 uzywano programu multi-step PCR:

95°C 2 min.

94°C 30 sek.

61°C 45 sek. x 2 cykle
72°C 45 sek.

94°C 30 sek.

59°C 45 sek. x 2 cykle
72°C 45 sek.

94°C 30 sek.

57°C 45 sek. x 2 cykle
72°C 45 sek.

94°C 30 sek.

55°C 45 sek. x 31 cykli
72°C 45 sek.

72°C 10min.

4°C )

Do amplifikacji pozostalych genow/fragmentéw gendw uzywano programu touch-down PCR :

95°C 3 min.

94°C 15 sek.

63°C 30 sek. (-0,2) x 40 cykli
72°C 45 sek.

72°C 10min.

4°C )

Zamplifikowane produkty DNA sprawdzano pod wzgledem specyficzno$ci w trakcie

rozdziatlu elektroforetycznego na 1,5% zelu agarozowym (z dodatkiem bromku etydyny
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o stezeniu koncowym 0,1 pg/ml), wobec standardu wielkosci (GeneRuler™ 100 bp DNA
Ladder). Elektroforez¢ prowadzono w buforze TAE, przy nat¢zeniu 140 V przez 35 min.
Produkty PCR wizualizowano w systemie do dokumentacji zeli Ge/ Doc 2000 (BIO-RAD).

Wszystkie otrzymane w wyniku PCR produkty oczyszczano enzymatycznie, trawiac
jednoniciowe fragmenty DNA w reakcji z wykorzystaniem enzymu Exol (Eksonukleaza I)
oraz defosforylujac niezuzyte w PCR ddDNTPy z wykorzystaniem enzymu SAP (fosfataza

alkaliczna pochodzaca z krewetek, ang. shrimp alkaline phosphatase)

Oczyszczanie prowadzono w 10 pl mieszaniny reakcyjnej o nastepujacym skladzie:

- produkt PCR -8 ul

- SAP (500U) -0,3 ul
- Exol (4000U) - 0,08 pul
- H.O - 1,62 ul

Reakcje prowadzono w warunkach:

37°C 15 min.
72°C 15 min.
4°C o

W drugim etapie badan, na matrycy otrzymanych produktéw wykonano PCR

sekwencyjng (ustuga zlecona) przy uzyciu zestawu BigDyeTerm v3.1 (Applied Biosystems).

Sktad mieszaniny reakcyjnej byt nastepujacy:

- Big Dye Terminator -1,5ul
- BigDye v3.1 - 1,0 ul
-starter F Iub R (10 pmol/ul)- 0,5 pul
-produkt PCR (matryca) - 1,0 ul
- 0 -6,0 ul

Reakcje prowadzono w warunkach:

96°C 1 min.

96°C 30 sek.

50°C 30 sek. 25 cykli
60°C 4 min.

4-8°C oo

Rozdziat produktow sekwencjonowania przeprowadzano na 48-kapilarnym sekwenatorze

3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems).
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Wyniki sekwencjonowania analizowano w programie BioEdit, poroOwnujac
sekwencj¢ proby badanej do sekwencji referencyjnej. Aby okresli¢ patogennos$¢ wykrytej
zmiany, w pierwsze]j kolejnosci prowadzono analiz¢ bioinformatyczng z wykorzystaniem
internetowych baz danych (Ensembl, HGMD, Exome Variant Server) oraz internetowych
programoéw (PolyPhen2, SIFT, MutationTaster). Nast¢gpnie w badaniach rodzinnych
okreslano nosicielstwo zidentyfikowanej, potencjalnie patogennej zmiany u krewnych

pacjenta.

Charakterystyka programow internetowych i baz danych, wykorzystywanych do oceny
stopnia patogennosci mutacji typu missense (adresy internetowe — patrz Tabela 5).

W przypadku identyfikacji nowych, nieopisanych mutacji typu missense w badanych
genach, niezwykle istotne jest okreslenie czy dana zmiana niesynonimiczna (powodujaca
zamian¢ aminokwasu) ma charakter polimorficzny, czy potencjalnie patogenny. Analizy tej
mozna dokona¢ w oparciu o internetowe programy komputerowe umozliwiajace oceng
in silico wptywu danej mutacji na strukture 1 wlasciwosci fizykochemiczne biatka. W tym

celu autorka korzystata z nastgpujacych programéow:

SIFT (ang. Sorting Intolerant From Tolerant) — program przewiduje, czy zamiana
aminokwasu wplywa na funkcje biatka na podstawie oceny stopnia zakonserwowania
ewolucyjnego danej reszty aminokwasowej w bialku. Substytucje aminokwasowe
w regionach niehomologicznych nie maja najczesciej negatywnego wpltywu na funkcje
biatek, podczas gdy zmiana w regionie o wysokim stopniu zakonserwowania ewolucyjnego
moze z duzym prawdopodobienstwem wykazywac charakter patogenny. Program okresla
stopien, w jakim dana zmiana wywiera efekt na bialko, w oparciu o wyliczony wspotczynnik
SIFT (SIFT score), ktérego graniczna warto$¢ wynosi 0,05. Wynik ponizej 0,05 wskazuje
na patogenny charakter zmiany, okreslanej jako ,,uszkadzajaca (ang. Damaging)”. Wartos¢
réwna lub powyzej 0,05 §wiadczy o znikomym wplywie mutacji na wtasciwosci biatka, co

okreslane jest mianem ,,tolerowana (ang. Tolerated)” [Kumar i wsp. 2009].

PolyPhen2 (ang. Polymorphism Phenotyping v2) — przewiduje wplyw mutacji typu
missense na strukture i funkcje biatka w oparciu o cechy strukturalne nowego wariantu oraz
stopien zakonserwowania ewolucyjnego sekwencji aminokwasowej. Program okresla
prawdopodobienstwo patogennego charakteru zmiany w skali 0-1, postugujac sie

wspotczynnikiem (PolyPhen2 score). Nowy wariant zostaje sklasyfikowany jako
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prawdopodobnie patogenny, jesli wspotczynnik ma wartos¢ powyzej 0,85. Zmiana jest
dodatkowo definiowana przy pomocy okreslen: ,,Probably damaging” — prawdopodobnie
patogenna, ,,Possibly damaging” — mozliwa patogennos¢, ,,Benign” — najprawdopodobniej
fagodna. Analiz¢ wynikow przeprowadza si¢ w oparciu o dwa zestawy danych: HumDiv
1 HumVar. Pierwszy model jest sporzadzony na podstawie 3155 patogennych alleli z bazy
UniProt, odpowiadajacych za ludzkie choroby jednogenowe i wplywajacych na stabilnos¢
1 funkcj¢ bialek oraz na podstawie 6321 niepatogennych wariantdow wykazujacych
homologi¢ pomiedzy allelami ludzkimi i innych ssakow. Model ten powinien by¢ uzywany
do oceny patogennos$ci rzadkich alleli w /oci dla choréb wieloczynnikowych, w ktorych
warianty o nieznacznym wplywie na biatko powinny by¢ traktowane jako patogenne. Drugi
model HumVar zestawia wszystkie (13032) allele patogenne z bazy UniProt razem z 8946
ludzkimi niesynonimicznymi SNP, wystepujacymi z czestoscig powyzej 1%, o nieopisanym
znaczeniu patogennym. Model powinien by¢ stosowany w badaniach nad chorobami
jednogenowymi, wymagajacymi rozroznienia pomi¢dzy mutacjg o znaczacym wplywie na

biatko, a pozostalymi wariantami, w tym zmianami o niskiej szkodliwosci [ Adzhubei i wsp. 2010].

MutationTaster — program przewiduje patogenny charakter zmiany poslugujac sig
klasyfikatorem Bayesa. Wyliczenia majace na celu okreslenie czy dany wariant jest
patogenng mutacja, czy fagodnym polimorfizmem opieraja si¢ na danych z bazy HGMD
Professional, zawierajacej ponad 390000 opisanych mutacji patogennych oraz bazy /000
Genomes Project (TGP), zawierajacej ponad 6,8 miliona tagodnych polimorfizmow typu

SNP 1 Indel.

Do oceny patogenno$ci znanych (opisanych) zmian stosowano nast¢pujace programy i bazy

danych:

HGMD Professional (ang. Human Gene Mutation Database) — internetowa baza
zawierajaca zbidr znanych (opisanych) zmian w genomie (mutacje missense/nonsense,
mutacje splicingowe, mutacje regulatorowe, mate i duze delecje i duplikacje, zmiany typu
indel, zlozone rearanzacje, mutacje powtdrzeniowe), odpowiedzialnych za wystapienie

ludzkich choréb dziedzicznych.

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

zawierajacy zbidr polimorficznych wariantow z analizy 6,5 tysigca eksomow ludzkich.
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Mapowanie punktow zlaman

Doktadng lokalizacje¢ punktow ztaman zmiany w locus 7q21, zidentyfikowanej
u pacjentow w badaniu qPCR, oznaczono metoda sekwencjonowania Sangera. Startery do

tej analizy zaprojektowano korzystajac z internetowego programu Primer3.

Warunki reakcji amplifikacji dla delecji w locus 7921 byty nastgpujace :

e Reakcje PCR prowadzono w 10 pl. Sktad mieszaniny reakcyjne;j :

- FailSafe™ Premix J (2x) -5,0 ul
- startery F+R (10 pmol/ul) - 1,0 ul
- matryca DNA (100-200 ng/ul) -0,5ul
- Polimeraza DNA HiFiTaq -0,1 pul
- H.0 -3,4ul

e Program amplifikacji :

95°C 3 min.

94°C 15 sek.

60°C 30 sek. x 40 cykli
72°C 45 sek.

72°C 10 min.

4°C oo

Warunki reakcji amplifikacji dla delecji w locus Xp22.31 byly nastepujace :

e Reakcje PCR prowadzono w 10 pl. Sktad mieszaniny reakcyjnej :

- Bufor I (10x) - 1,0 ul
- startery F+R (10 pmol/ul) -0,6 ul
- dNTP Mix (10 mM) -0,35 ul
- matryca DNA (150 ng/ul) - 1,0 ul
- Polimeraza DNA -0,15 ul
- H.O -6,9 ul

Odczynniki pochodzity z zestawu do reakcji PCR Expand Long Template PCR System v.24
(Roche)

e Program amplifikacji :

94°C 2 min.

94°C 10 sek.

60°C 30 sek. x 10 cykli
68°C 2 min.

94°C 15 sek.

60°C 30 sek. x 25 cykli
68°C 140 sek.

68°C 7 min.

4°C )
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Otrzymany produkt PCR sprawdzano pod wzgledem jako$ciowym (wielko$§¢ produktu PCR
dla locus Xp22.31 oceniano wobec standardu wielko$ci Quick-Load® 1kb DNA Ladder),

oczyszczano 1 sekwencjonowano w warunkach opisanych powyze;j.

Tabela 2. Zestawienie starterow wykorzystanych do PCR i sekwencjonowania.

Nazwa . Wielkos¢
Ekson | Sekwencja startera 5°-3°
startera produktu
TP63 GenBank: NM 001114978

TP63 elF TCCCGGCTTTATATCTATATATAC

ekson 1 211 pz
TP63 elR GACACATTCATAATACACAAGGCAC
TP63_e2F TCCACTTGGGTTTTCATGATAGAG

ekson 2 300 pz
TP63 e2R GTAAGCAATATTTTGACCACCCAC
TP63 e3F GCTTGTTGTTAACAACAGCATG

ekson 3 281 pz
TP63 e3R GAAAAGACAGGTTTAACAGAGC
TP63_e4F GTGAAGTGCTTCCGACGTG

ekson 4 488 pz
TP63 _e4R TCCACCATGAACATGGAATC
TP63_eSF GTTGGTTCTCTCCTTCCTTTC

ekson 5 291 pz
TP63 e5R GCCCACAGAATCTTGACCTTC
TP63 e6F CCACCAACATCCTGTTCATGC

ekson 6 267 pz
TP63_e6R GTTCTCTCAAGTCTACTCAGTCC
TP63_e7F GGGAAGAACTGAGAAGGAACAAC

ekson 7 253 pz
TP63 e7R CAGCCACGATTTCACTTTGCC
TP63 e8F CAAGTGCTTTTGGGTCCATT

ekson 8 401 pz
TP63 e8R CACTTGCTGCTGAAGGTCAC
TP63_e9F ATGCATTAGTGCTTTAGAAGT

ekson 9 184 pz
TP63_e9R GAAGGTTAAAATGAAGCAACC
TP63 el0F TGAGGATTGACCACACTTCTAAC

ekson 10 287 pz
TP63 el0R CATCAATCACCCTATTGCTGATC
TP63 ellF TGAACATCATTTCCATGTTTGTC

ekson 11 254 pz
TP63 ellR TCACAGAGTCTTGTCCTAAGC
TP63_el2F GGACTATAACAGTATCCGCCC

ekson 12 294 pz
TP63 el2R CAAGATGGACCACTGGGATG
TP63 el3F ekson 13 CTTATCTCGCCAATGCAGTTGG 240 pz
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TP63 el3R AACTACAAGGCGGTTGTCATCAG
TP63 el4F GGGAATGATAGGATGCTGTGG
ekson 14 449 pz
TP63 el4R AAGATTAAGCAGGAGTGCTT
DLXS GenBank: NM_005221
DLXS5 elF CTTAGACCAGAGCAGCCCC
ekson 1 514 pz
DLX5 elR ATCTACCACCCCATCTCGC
DLXS5 e2F TCTATTTGAGGCCCTTCCG
ekson 2 339 pz
DLX5 e2R AGTCCCATCGAGACTGAACC
DLX5 e3F GTCCGAAGATGCCTCCAGTC
ekson 3 519 pz
DLX5 e3R CAGTTTTCCGAACTTCCCC
WNT10B GenBank: NM_ 003394
WNT10B_e2F GTGTCTGATTGGGCAAGGTT
ekson 1 491 pz
WNTI10B_e2R CTCATTGCTTAGAGCCCTGG
WNT10B_e3F GGAGAGTTGGAGGGGTCTG
ekson 2 405 pz
WNTI10B_e3R GAAACCATCCCTTCCCGC
WNT10B_e4F TGCCTGTCAACCTTACCTCC
ekson 3 470 pz
WNTI10B_e4R TAACCAGGCCTCAAAAGCTG
WNT10B_eSF TGTGCCTCTGTGTTCTGTCC
ekson 4 598 pz
WNTI10B_e5R GAAATCAGAGCAAAGGGCTG
BHLHAY GenBank: NM_001164405
BHLHA9 elaF ATAAAGCCCAGCTGGAAGG
ekson 1 561 pz
BHLHA9 elaR CGTGGCACTCCAGGTGTC
BHLHA9 elbF CTACAACGAGGCCTTCAACG
ekson 1 540 pz
BHLHA9 elbR TGCAGTCCCGGGTTTTATAG
BHLHBS (BHLHE22) GenBank: NM_152414
BHLHBS5 elaF GGGAAGGCGAAAAAGAAAAA
ekson 1 505 pz
BHLHBS5 elaR GCCGGCTGAACCTACTAGC
BHLHBS5 elbF GACGACCTCTTCCTGCACAA
ekson 1 598 pz
BHLHBS5 elbR CACTGCTACCGCTGCTGCTA
BHLHBS5 elcF CTGCTCCAATGCCCACCT
ekson 1 634 pz
BHLHBS5 elcR GATTTTGGGTCGGTCTTGTG
DYNCI1I1 GenBank: NM_004411
DYNCIII el5F TAAAGCTCCGGTTCACCTTC
ekson 15 380 pz
DYNCIII el5R AAAGGCCGTTTTGGAGAAAG
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DYNCII1 el7F TTCCAAGGGAAACATCTGCT
ekson 17 298 pz
DYNCII1 el7R GACTTGACTGCAGACGCTGA
ODZ4 GenBank: NM 130969
ODZ4 e9F CTTCTGCACCACATCACCAG
ekson 9 354 pz
ODZ4 e9R GGGTGCAGACTGTCCAGAAC
ROBO1 GenBank: NM_133631
ROBOI1 e23F TGATGACTCGCAAAGCTACG
ekson 23 493 pz
ROBOI1 e23R TTTCAACATCTAGTCGAGGTGC
DLX6 GenBank: NM_005222
DLX6 elaF GAGCTAAGGTGGCTGCAGAG 425 pz
ekson 1
DLX6 elaR GGTTGTAGGAGTTCCCTCCG
DLX6 elbF ATCCGCCTTCATGGAGTTC
ekson 1 657 pz
DLX6 elbR CTAACTCGTCGAACGAAGCC
DLX6 e2F GGGGCATCATAGGGATTTTT
ekson 2 435 pz
DLX6 e2R CTCCTTCCATCCTTGGTTGA
DLX6 e3F CCCTGAGTGACGTTAGAGGC
ekson 3 388 pz
DLX6 e3R CAGATACAAGCAGGTCCCG
DSS1 GenBank: NM_006304
DSS1 _elF GTAGTGACGGTGGCGTTTC
ekson 1 216 pz
DSS1 elR CACGGAGGCCTGAGTCAC
DSS1 _e2F TGAGTGTTCAGTAGCAAGCTTTTC
ekson 2 342 pz
DSS1 e2R AATCACAGGAGATGAAGACAATATG
DSS1_e3F CAAGCAGCCCACAGATCAC
ekson 3 237 pz
DSS1 _e3R CTCTCCAATCCTGTGCATCC
region 7q21
7q21 F ND GCCTGCAGACGTCATGTAAA
1138 pz
7921 R ND TATCTGGGGCTGAGAAGCAT
region Xp22.31
Xp22 F ND TTCAGGCAGGAATGAGGTGT
1104 pz
Xp22 R ND CTTGCAGTGGCAAGAGTGTC
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3.4.3. Badania ilosciowej PCR (qPCR ang. quantitative PCR)

Technika qPCR zostala wykorzystana w niniejszej pracy w celu identyfikacji
najczestszych zmian genomowych powodujacych SHFM (duplikacji w loci 10q24.3,
17p13.3) oraz do weryfikacji zidentyfikowanych w badaniu aCGH rearanzacji
genomowych. Startery projektowano w programie internetowym Primer3. Dla kazdej
zmiany zaprojektowano trzy pary starterow wewnatrz zmiany oraz dwie pary flankujace
(w regionach niezmienionych), jedng w kierunku centromerowym, druga w kierunku
telomerowym od zmiany. DNA pacjentow przygotowywano w odpowiedni sposob. W dzien
poprzedzajacy nastawienie reakcji qPCR, stezong probe DNA rozcieficzano pigciokrotnie.
Po catlonocnym rozpuszczaniu mierzono stgzenie roztworu DNA, ktory nastepnie
rozcienczano do wartosci 2ng/ul. Reakcja qPCR byla prowadzona na sprzecie ViidA™ 7

(Applied Biosystems) na ptytkach 96 lub 384-dotkowych.

Warunki qPCR byty nastgpujace:

e PCR prowadzono w 12 pl. Sktad mieszaniny reakcyjne; :

- Power SYBR® Green PCR Master Mix 6 ul
- Startery (F+R) 5 pmol/pl 1 pl
- DNA (2 ng/pul) Sul

e Program amplifikacji :

95°C 3 min.

95°C 30 sek.

65°C 30 sek. x 40 cykli
72°C 60 sek.

72°C 10min.

4°C )

W celu okreslenia specyficznosci produktow otrzymanych w reakcji PCR, wyznaczano

krzywa topnienia produktu w warunkach:

95°C 15 sek.
60°C 60 sek.
90°C 15 sek.

Ocena iloSciowa zostala przeprowadzona w oparciu o metode AAC; zawartg

w oprogramowaniu do analizy wynikéw qPCR, dostarczonym przez producenta ViiA7 vI.2
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(Life Technologies). Jako kalibratora uzywano DNA kontrolnego, w ktérym wykluczono,
metoda aCGH, obecnos$¢ delecji lub duplikacji w badanym regionie. Pierwsza kontrole
wewnetrzng stanowit gen ALB (albumina), wystepujacy u czlowieka zawsze w dwoch
kopiach. Druga kontrola wewngtrzng, amplifikowang w jednej kopii u mezczyzn, byt
fragment genu F§ (czynnik VIII ukladu krzepnigcia krwi), ktory zlokalizowany jest

w chromosomie X. Kazda préba byta amplifikowana w trzykrotnym powtorzeniu.

Tabela 3. Zestawienie starterow wykorzystanych do analizy qPCR.

. mo s Pozycja amplikonu wg Pozycja
Nazwa startera Sekwencja 5°-3 HGI19 starteréw
WEWNERZNA KONTROLA
ALB F TTTCCATTCAACACCTCAGTCGT | |54997898- 15422778 Region
ALB R GCCTTGGCTTAGCGATGTTG prawidtowy
F8 F TGAAATGGCTGACTGCTGTG Region
74274367- 74274386 %ﬂ
F8 R GGAGGTTTGGGTTGTCATCT prawidiowy
REGION 17p13.3 (locus SHFM/SHFLD) wg Klopocki i wsp. 2012 - DUPLIKACJA
17p13.3A_F CACAGAAATCACACCTCCAC Reeion
861123- 861211 q kg.
17p13.3A R ACGTTCTGTGAGGAAAACAG ankujacy
17p13.3B_F GGGAACTCATTCATGGCAAG Region
1175230- 1175314 d 1.1%
17p13.3B_ R GGAGGGGTCTCTGGATGTCT zduplkowany
17p13.3C _F TGTGTAGCCTCCGTTACGTG Region
1177408- 1177489 4 1'1%
17p13.3C_R ATGGACACGATCTTGGGAAG zdupltkowany
17p13.3D_F AGAAGCCCCCAGAGATTACC Region
1183589- 1183672 q 1'1g<
17p13.3D_R ATGATGAGGGGGATGAGGTT zdupltkowany
17p13.3E F AACCATTCCGCCATTTATCC Reeion
1240778- 1240846 a nlf.
17p13.3E R | CCATGACAAATAAAGCACCTGT ankujgcy
REGION 10q24.31-32 (locus SHFM3) - DUPLIKACJA
SHFM3P1_F CACACACCACAGTCCAAAGG Region
102890158-102890237 | 4 lf.
SHFM3P1 R TTCAACCAGATTGCATTCCA ankujacy
SHFM3A_F TGAAGGGATAGGGGCTTCTT Reeion
103055079~ 103055163 | _ 1.1%
SHFM3A R GGAACAGTCCAGCTTTCAGC zduplrkowany
SHFM3B_F TTAGTGCTGCCCCAAAATCT Region
103210440- 103210527 |, 1.1%
SHFM3B_R TGGCCACACATATCACCTTG zduplikowany
SHFM3D1 F AGCGGTGTTAACCATCACCT Reeion
103329132-103329219 | 1.1%
SHFM3DI1 R TCATCCTGGTGCCTTTCACT zduplrkowany
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REGION 17q25.1 (gen MFSDI11) - DELECJA

17q25A_F ATGGCTTCATTTTTCGTTCG Region
74562278~ 74562357 flankr
17q25A R CCAGGTCAGTGCCTATGGAT ankujacy
17q25B_F CCTGCCCAAGTCTGTGATTT Region
74748772-74748852 q lgt
17q25B R TGCTGAGAGAGGTGGGTCTT wydeletowany
17q25C_F GCCCCCTTAGCGTAAACTTC Region
74767298- 74767385 q lgt
17q25C R AGGCCTGGAATTTCCTCAGT wydeletowany
17q25D F TCTGATCTGGTGTCCGTGAG Region
74767298- 74767385 q 1gt
17q25D R ATCAAAGGCGACTTCTTCCA wydeletowany
17q25E_F GATTTGAGACACCGGGAAGA Region
75440499- 75440588 q kg.
17q25E_R ACTCAAGCTCCCACTCTCCA ankujacy
REGION 6q27 - DUPLIKACJA
6q27A F CGGGTCAAGCGTCACTATTT Region
168862357-168862441 a nlf.
6q27A R GCCTCATCTGCATGGGTATT ankujgcy
6q27B_F ACTAGTGGGAAAAGGCACCA Reeion
169307850~ 169307932 | 1.1%
6q27B R CAGGGAGAGAACCATCTGGA zduplikowany
6q27C_F CAAAGGGAGTTCCATCCTCA Reeion
169439857- 169439942 | _ 1'1g<
6q27C R TCCAGAAAGTCTGGGTCTCC zduplrkowany
6q27D F TGCCTCTCCTAAGCACCTTC Region
169485841- 169485925 | 1.1%
6q27D R TTGTGTGGCTCTCACTACGG zduplixowany
6q27E_F GTCAGTCACGCACACTTTGG Region
169485841- 169967390 | kg.
6q27E R ACCTGGACTCCTCACACCTG ankujacy
REGION Xp22.31 (gen KAL) - DUPLIKACJA
Xp22A F GGAGAAAATAAGCCCCACAA Reeion
8589850- 8589932 a nlf.
Xp22A R ATAATGTGCCCTGCAGTTTG anxujacy
Xp22B_F TTATGGGCATCCTTTGGAGT Region
8593717- 8593799 a lf.
Xp22B R TTATGGGCATCCTTTGGAGT ankujgcy
Xp221 F TGCTTGTTGGATGTTTCTTGA Reeion
8594231-8594315 a nlf.
Xp221 R TGGTCTAGGGATTGTTCACG ankujgcy
Xp22E_F TTCTTCCTCAAGACCATTTGAA Reeion
8595089-8595177 q 1'1%
Xp22E R TGTTGGGTGTTTCTTGAGTGA zduplikowany
Xp22F F AATCCAGAAGCTCTGCCAAG Reeion
8595504-8595587 d 1.1%
Xp22F R TGGATCTGAAGCAGGAATGC zduplrkowany

Xp22G_F

8596592-8596679

TCCACGAGAGGAGTGATTATGA
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Xp22G R CATGGCGCCTATAGGAGTTT Region
zduplikowany
Xp22C F TAGCACATGTGATGGCCTCT Reeion
8706029-8706114 q kg.
Xp22C_R TTTCAAAAACCCACCCTCCT ankujacy
Xp22H_F AAAGTCAAATGTGGGAGGCTA Region
8706309-8706397 a nkg.
Xp22H R TAGGGGCAAGCCAGTAACAT anxujacy
Xp22D F GGAAAGCACAGAACCGTCTC Region
8706859-8706948 q kg.
Xp22D R GGCATGATTACCCCAGTCAG ankujacy
REGION 7q21.3 (locus SHFM1) - DELECJA
7q21A_F CCTTTCCAAGCATCTGGTGT Region
95437373-95437460 a nkg.
7q21A R GTGACAGTGGCCAGTCGATA anxujacy
7q21F_F TCAAAATAACTGATGACGGTGA Reeion
95666713-95666799 q kg.
7q21F R TCTATGCCTCTCATGCCACTT ankujacy
7q21] _F TTGCTTTACATTGGTCCATCC Reeion
95667107- 95667186 q lg
7q21] R ACAAAGCCAATGCCTGCTAC wydeletowany
7q21G_F CACTGCCACACTTTGCTCAT Region
95667475- 95667555 4 lgt
7921G R TAAAACATTTGGGCCTCTGG wydeletowany
7q21B_F GGGCCTACATCAATTCTCCA Reeion
95716467- 95716546 q lgt
7921B R TTTCGTATGCCCACTTCCTC wydeletowany
7q21C F GCCAACCAGAACAAATGCTT Region
95762432- 95762518 q 1gt
7q21C R GAGGCATGCTTACACATCCA wydeletowany
7q21D_F TGGTGAACCAGTGAGAGCAG Region
95807475- 95807562 q lgt
7q21D_R GGGTTACAGTAGCCGCTCAG wydeletowany
7q21H_F CGGACAACCTCCAGTTCTTC Reeion
95871169- 95871248 q 1gt
7q21H R AGGGATCACATGGGGTCTAA wydeletowany
7q21K_F TTCAGGCAACCAAGCTGTAA Reeion
95871716- 95871797 q lgt
7q21K_R TTTGAAGAGTGCCTTGGCTA wydeletowany
7q21L_F AGATGGGTGGAGGATGAGC Region
95872706- 95872792 a lf.
7q21L R TCCAAGGCGTTGCTCTATTT ankujacy
7921M_F GCAGTCACAGGCACAGACTC Reeion
95873549- 95873630 " nlf.
7921M_R GGAGCATCCTCTTCATCTGC ankujgcy
7q211_F ATTCCCTGGAGTGCATGTGT Region
95873994- 95874074 a kg.
7q211_R CACTGCAGCGAGATTTGAAC ankujgcy
7q21E_F CTGGATGGTCAGCAACAGAA Reeion
96132376- 96132461 " nlf.
7921E R ATTTTGGAGAGCCTGCATGT ankujgcy
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GEN DYNCI111 (locus 7q21.3) eksony 15i 17

DYNCIII elSF TGTGTACGATGTCATGTGGTC

95705410- 95705497 | Region badany
DYNCI1II _el5R GTTGAGGTTCCAGAGGTCCA

DYNCII1 el7F CAGTTCCCCACAATGATGAA

95726799- 95726881 | Region badany
DYNCI1I1 el7R TTCCTCCTCGCTATCAGCTC

GEN DLXS5 (locus 7q21.3) eksony 1-3

gDLX5el F AACTTTGCCCGAGTCTTCAG

96653812- 96653762 | Region badany
gDLX5Sel R AAGCCGAGGTAGGAGAGCAG
qDLX5e2 F GACTCAGTACCTCGCCTTGC

96651544- 96651503 | Region badany
gDLX5e2 R GCGCCGTATTTACCTGTGTT
qDLX5e3 F CTCCGACCTCCAACCAGTC

96650178- 96650126 | Region badany
gDLX5e3 R GGTGGGAATTGATTGAGCTG

3.4.4. Badanie technika porownawczej hybrydyzacji genomowej do
mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH ang. array based Comparative
Genomic Hybrydyzation)

Badanie aCGH przeprowadzone zostato na platformie Roche Nimblegen z uzyciem
mikromacierzy oligonukleotydowej o rozdzielczosci 1,4 miliona sond na haploidalny genom
Human CGH 3x1.4M WG-T v1.0 4Pk tirmy Roche Nimblegen. DNA pacjentow badano
wzgledem DNA kontrolnego firmy Promega.

Protokol reakcji:

e Przygotowanie barwnikow Cy3 i Cy5

Liofilizowane barwniki Cy3 oraz Cy5 byly rozpuszczane w 2200 ul Random Primer

Buffer z dodatkiem 4 pl B-markaptoetanolu.

e Znakowanie DNA

1. Przed przystgpieniem do procedury znakowania, DNA proby badanej i kontrolne;j
poddawany byt 45 min. inkubacji w temp. 55°C.
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10.

1.

Do 500 ng DNA proby badanej i kontrolnej, przygotowanych w objetosci 20 ul,
dodawano 20 pl znacznika Cy3 (proba badana) oraz 20 pl znacznika Cy5 (proba

kontrolna).

Préby denaturowano przez 10 min. w temp. 98°C i natychmiast schtadzano na lodzie

przez minimum 2 min.

Do zdenaturowanych préb dodawano 10 pl mieszaniny reakcyjnej o sktadzie:

- dNTP Mix 10mM Sul
- fragment Klenowa (50 U/ul) 0,7 ul
- H,O 53 ul

Reakcje znakowania prowadzono przez 4 godz. w temp. 37°C.

Po skonczonej inkubacji, reakcja byla zatrzymywana poprzez dodanie 10,8 ul

odczynnika Stop Solution.

Wyznakowane DNA stragcano poprzez dodanie 55 pl izopropanolu oraz 10 min.

wirowanie przy obrotach 10000 rcf.
Osad DNA przeptukiwano jednokrotnie 80% schtodzonym etanolem.
Osad suszono, a nastgpnie rozpuszczano w 15 pl dejonizowanej wody.

Stezenie wyznakowanego DNA proby badanej i kontroli mierzono przy pomocy

spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientitic).

31 ug préby badanej oraz 31 pg proby kontrolnej faczono ze soba, a nastepnie

suszono az do uzyskania osadu.

Odczynniki do znakowania pochodzity z zestawu NimbleGen Dual-Colour DNA
Labeling Kit (Roche NimbleGen).

e Hybrydyzacja

I.

Uzyskany w poprzednim etapie osad DNA rozpuszczano w 5,6 ul dejonizowanej

wody i taczono z 14,4 pl mieszaniny hybrydyzacyjnej o sktadzie:

- Hybrydization Buffer 2x 35 ul
- Hybrydization Component A 14 pl
- Alignment Oligo 1,4 pl
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Odczynniki do hybrydyzacji pochodzilty z zestawu NimbleGen Hybridization Kit
(Roche NimbleGen)

. Préby denaturowano w temp. 95°C przez 5 min.

. Proby naktadano na ptytka mikromacierzowa za posrednictwem miksera

nakrywkowego NimbleGen HX3 Mixer (Roche NimbleGen). Precyzyjne
przymocowanie miksera do plytki mikromacierzowej byto mozliwe przy pomocy

kasety PMAT Precision Mixer Alignment Tool (Roche NimbleGen).

. Proby hybrydyzowano do ptytki mikromacierzowej w stacji hybrydyzacyjnej

NimbleGen Hybridization System 4 (Roche NimbleGen) w temp. 42°C przez 72
godz.

¢ Plukanie plytki

1.

Po skofczonej hybrydyzacji odptukiwano nadmiar niezhybrydyzowanego DNA
z wykorzystaniem zestawu do ptukania szkietek mikromacierzowych NimbleGen
Wash Buffer Kit (Roche NimbleGen), zawierajacego zestaw 3 buforéw. Plukanie

przeprowadzono wedlug nastepujacej procedury:

- Bufor [ 2 min. 1 15 sek.
- Bufor II 1 min.
- Bufor III 15 sek.

Ptytk¢ suszono poprzez wirowanie w wirdwce Arraylt Microarray High-Speed

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

e Skanowanie plytki

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

dhugosci fali 2 pm.

e Stripowanie plytki

Plytki jednokrotnie poddawano procedurze odptukiwania zhybrydyzowanego DNA

genomowego w celu ponownego ich uzycia bezposrednio po skanowaniu lub w przeciagu

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

byta nastgpujaca [Ronowicz i wsp. 2012]:
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Plytke ptukano w wodzie dejonizowanej przez 1 min., a nast¢pnie inkubowano przez

4 min. w temp. pokojowe;j.

Piytk¢ umieszczano w 9M roztworze 1,3-dimetylomocznika o temp. 45°C

1 wytrzasano przez 1 min.

Plytke inkubowano w tych samych warunkach przez 4 godz., wytrzasajac co godzing

przez 1 min.

Ptytke ptukano w wodzie przez 1 min., a nastgpnie inkubowano przez 4 min. w temp.

pokojowej. Procedurg ptukania powtarzano jednokrotnie.

Pytke suszono w wirdwcee Arraylt Microarray High-Speed (Telechem International)

przez 20 sek. przy obrotach 6000 rpm.

e Analiza danych

1.

Pierwszy etap analizy polegat na wygenerowaniu plikow tekstowych 1 graficznych
oraz ocenie jakosciowej obrazu uzyskanego po zeskanowaniu macierzy, co stanowito
wstepng informacje¢ o efektywnosci znakowania 1 hybrydyzacji. W tym celu

postuzono si¢ oprogramowaniem DEVA (Roche NimbleGen).

Nastepnie pliki graficzne oraz tekstowe analizowano jednoczasowo odpowiednio w
programach Signa/Map (Roche NimbleGen) oraz Excel (Microsoft Office v.2013).
Pliki zapisane w programie FExcel zawieraly wykaz wszystkich zmian
(delecji/duplikacji) w poszczegdlnych chromosomach. Kazdej z wyszczeg6lnionych
zmian przypisana byla pozycja chromosomowa (wedlug sekwencji ludzkiego
genomu referencyjnego HG19), wielko$¢ zmiany, liczba sond wewnatrz zmiany (co
najmniej 5) oraz warto$¢ $redniej logarytmow binarnych (logz) ze stosunku sygnatu
proby badanej do referencyjnej. Dalszej analizie poddawano wytacznie zmiany
o wartos$ci $redniej logz rownej lub wiekszej od 0,4 (duplikacja) oraz rownej lub
mniejszej od -0,4 (delecja). Wytypowane zmiany lokalizowano na podstawie ich
pozycji genomowej w okreslonych regionach chromosomowych, korzystajac
z plikow graficznych w programie SignalMap. Program ten powigzany jest z bazami
danych, zawierajagcymi informacje charakteryzujace wybrane geny oraz zmiany
strukturalne (Database of Genomic Variants, UCSC Genome Browser, NimbelGen

CNV Regions). Celem niniejszej analizy byto oddzielenie polimorficznych CNV od
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potencjalnie patogennych, korzystajac dodatkowo z internetowej bazy danych

GCAD (ang. Genoglyphix Chromosome Aberration Database).

3. Wszystkie wytypowane CNV byly oceniane w kierunku obecnosci w ich obrebie lub
sasiedztwie genow lub regionéw regulatorowych, przy pomocy internetowych baz
danych (UCSC Genome Browser, Ensemble, Evolutionary Conserved Regions
Browser, Map Viewer). Analizowano wszystkie geny znajdujace si¢ w obrebie lub w
poblizu zmiany genomowej pod wzgledem ich potencjalnej roli w morfogenezie
uktadu kostnego. W tym celu poslugiwano si¢ bazami danych zawierajacymi
informacje o tkankowo specyficznej ekspresji danego genu u myszy (Mouse Genome
Informatics, Eurexpress, FEmage) oraz danymi z baz PubMed, OMIM,
GeneDistiller?2.

Krotka charakterystyka wybranych baz danych (adresy internetowe — patrz Tabela 5):

- DGV (ang. Database of Genomic Variants) — internetowa baza danych zawierajgca
obszerne zestawienie polimorficznych, strukturalnych (wigkszych niz 50 pz) wariantow
w ludzkim genomie, ktore zidentyfikowane zostaly u zdrowych oséb z grupy kontrolne;.
DGV stanowi dobre narzedzie do korelacji identyfikowanych zmian z danymi

fenotypowymi.

- GCAD (ang. Genoglyphix Chromosome Aberration Database) — internetowa baza danych
zawierajaca zestawienie ponad 7700 zmian CNV, zidentyfikowanych u ponad 6600 osob,

z ktorych ponad 5400 to probandzi.

- Map Viewer — internetowe narz¢dzie do przeszukiwania genomu danego organizmu,
zawierajace mapy chromosomowe i umozliwiajace analize¢ od poziomu chromosomu, przez
informacje o genach zlokalizowanych w danej pozycji, az po sekwencje nukleotydowa

badanego regionu.

- MGI (ang. Mouse Genome Informatics) — internetowa baza zawierajaca zintegrowane dane
genetyczne oraz biologiczne, dotyczace genomu myszy i stanowigce narzgdzie badan

w chorobach diagnozowanych u czlowieka.
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- Eurexpress — baza zawierajgca dane o tkankowo specyficznej ekspresji genow, okreslonej
metoda hybrydyzacji RNA in situ (ISH) na modelu mysim. Projekt ma na celu ustalenie

atlasu transkryptomu w zarodku myszy dla ponad 20 tys. genow.

- EMAGE - baza tkankowo specyficznej ekspresji gendw in situ w zarodku mysim,
oznaczonej w oparciu o metode hybrydyzacji RNA in situ, immunohistochemiczng

1 ekspresji gend6w reporterowych.

- GeneDistiller2 — stanowi narzedzie do analizy najistotniejszych informacji o danym

bialku, w tym dotyczacych wzajemnych oddzialywan z innymi biatkami.

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

Ze wzgledu na brak dostgpnosci odpowiedniej aparatury w Katedrze 1 Zakladzie
Genetyki Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, sekwencjonowanie eksomu
u wybranych pacjentow przeprowadzone zostalo w Instytucie Genetyki Medycznej
1 Genetyki Czlowieka na Uniwersytecie Medycznym w Berlinie (Charitée -
Universititsmedizin Berlin).

Sekwencjonowanie eksomu byto wykonywane jednoczasowo u probanda i1 dwdjki
rodzicodw (tzw. trio). Wszystkie poddane analizie proby DNA byly wzbogacane z uzyciem
SureSelect Human All Exon Kit V2 (Agilent). Sekwencjonowanie odcinkéw DNA o dtugosci
100 pz oraz odczyt sekwencji wykonano w sekwenatorze HiSeq 2000 ({llumina). Odczytana
sekwencje przyrownywano do sekwencji ludzkiego genomu referencyjnego HG19
z wykorzystaniem programu Novoalign (Novocraft Technologies). Wszystkie SNP oraz
niewielkie insercje 1 delecje (tzw. indels) byty wyodrebniane przy zastosowaniu programu
SAMtools [Li 1 wsp., 2009]. Znaczenie funkcjonalne wszystkich zidentyfikowanych
wariantow bylo okreslane przy zastosowaniu programu Annovar [Wang i wsp. 2010], ktory
umozliwia m. in.:

- ocen¢ wpltywu wykrytej zmiany SNP/SNV na sekwencje aminokwasowg biatka;
- lokalizacje¢ wariantu w specyficznych regionach genomowych, np. o duzym stopniu
zakonserwowania  ewolucyjnego, w  miejscach  wigzania  czynnikoéw

transkrypcyjnych i w regionach polimorficznych.

Filtrowanie zmian o charakterze polimorficznym (znajdujacych si¢ w bazach

danych: EVS, dbSNP132 oraz /000 Genomes Database), artefaktoéw, zmian wynikajacych
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z niskiej jakosci sekwencjonowania oraz wariantéw identyfikowanych w przynajmniej
4 kontrolach z wewng¢trznej bazy, przeprowadzone zostato przy uzyciu oprogramowania
wlasnego, napisanego w jezyku Perl.

Wyodrebnione zmiany byty analizowane w programie GeneTalk, ktéry umozliwia
m. in. segregacje wynikdw w oparciu o zastosowanie filtrow autosomalnych dominujacych
(filtr de mnovo), homozygotycznych recesywnych, heterozygotycznych recesywnych
(ztozone heterozygoty). Schemat analizy wyodrebnionych wariantéw byt nastgpujacy:

1. Analiza pokrycia danego wariantu (ilos¢ odczytow na poszczegolng zmiang).

2. Ocena charakteru zmiany w programach MutationTaster, Polyphen-2, SIFT. Zmiany

o polimorficznym charakterze nie byty poddawane dalszej analizie.

3. Przeszukiwanie bazy danych Exome Variant Server (EVS) - warianty o potencjalnie
patogennym charakterze byly sprawdzane w bazie danych EVS pod wzgledem
czestosci wystepowania w zdrowej populacji kontrolnej. Zmiany polimorficzne nie

byly poddawane dalszej analizie.
4. Charakterystyka genow w bazach danych OMIM/PubMed.

5. Ocena tkankowo specyficznej ekspresji gendéw na modelu mysim w bazach danych

MG]J, Eurexpress, Emage.

Potwierdzenie wyselekcjonowanych wariantow z zastosowaniem sekwencjonowania

metodg Sangera u probanda, a nast¢gpnie w badaniu rodzinnym.
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Tabela 4. Spis odczynnikdéw uzytych 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
[zopropanol POCH Gliwice
KCl POCH Gliwice
KHCOs3 POCH Gliwice
Kwas octowy POCH Gliwice
MgCl 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-HCI Sigma-Aldrich
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Tabela 5. Spis podstawowych buforéw uzytych w pracy.

BUFOR

SKLAD

Bufor do lizy erytrocytow

bufor TKM (962,5 ml)
Nonidet™ (37,5 ml)

TAE 50x

50mM EDTA
5,71% v/v kwas octowy
2M Tris-HCI

TE 1x

10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 7,0

TKM Ix

10 Mm Tris-HCL pH 7.6
10 Mm KCL

10 Mm MgClz

2 mM EDTA

Tabela 6. Zestawienie internetowych baz danych oraz internetowych programow.

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

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

Men)
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 1 wsp. 2010
Bioedit v7.2.0 Tom Hall dla NCBI
DEVA v1.0 Roche NimbleGen
NimbleScan v2.6 Roche NimbleGen

Novoalign Novocraft Technologies
SAMtools Liiwsp. 2009
SignalMap v1.9 Roche NimbleGen
Viia7 v1.2 Life Technologies

Tabela 8. Aparatura wykorzystywana w pracy.

NAZWA PRODUCENT
Arraylt Microarray High-Speed Telechem International
Eppendorf vapo.protect Mastercycler pro Eppendorf
Gel Doc 2000 BIO-RAD
HiSeq 2000 [llumina
Mix Eppenderf Thermomixer comfort Eppenderf
MJ Research Programmable Thermal Controller PTC- MJ Research
™
Il\gglbleGen Hybridization System 4 Roche NimbleGen
NimbleGen MS 200 Microarray Scanner Roche NimbleGen
Tabela 9. Ustugi obce.
RODZAJ USLUGI MIEJCSE

Sekwencjonowanie produktow PCR

Miedzywydziatowa Pracownia Technik
Biologii Molekularnej, UAM w Poznaniu

Synteza starterow

Pracownia Sekwencjonowania DNA
1 Syntezy Oligonukleotydow, IBB PAN

56



WY NIKI

4. WYNIKI

4.1. Rutynowa diagnostyka genetyczna

W wyniku przeprowadzonych u 19 probandéw badan molekularnych w kierunku
najczestszych zmian genetycznych identyfikowanych w rozszczepach rak i/lub stop, udato
si¢ ustali¢ przyczyne malformacji u 3 pacjentdow z izolowang postacig wady, z czego
u dwoch wystepowata ona sporadycznie, a u jednego rodzinnie. U wszystkich probandow
stwierdzono charakterystyczng dla klasycznego SHFM duplikacje w locus 10q24.31-32
(SHFM3).

Probandka I (ID: K58)

U probandki I (Ryc. 5) wystepowat sporadyczny izolowany obustronny rozszczep
rak typu monodaktylii z pozostawieniem jedynie 5 palca. U pacjentki w wyniku rutynowe;j
diagnostyki genetycznej, przeprowadzonej metoda qPCR, stwierdzono obecnos¢

zwielokrotnionej do 3 liczby kopii badanego regionu 10q24.3. Rodzice pacjentki nie byli

dostepni do badan genetycznych.

Rycina 5. Obraz kliniczny rozszczepu typu monodaktylii w koficzynach gornych u probandki I.

Probandka II (ID: 2568)

U probandki II (Ryc. 6) stwierdzono sporadyczne wystgpienie izolowanej
czterokonczynowej monodaktylii z pozostawieniem 5 palca. Wykryto duplikacje w locus
10924.31-32 oraz wykluczono jej obecnos¢ u zdrowej matki pacjentki (ID: 2569). Ojciec
nie byl dostepny do badan genetycznych.

1AS Y e d? X

Rycina 6. Obraz kliniczny i radiologiczny rak (a, b) oraz stop (c, d) u probandki II, przedstawiajacy
czterokonczynowa monodaktylig.
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Przeprowadzone dodatkowo badanie aCGH pozwolito okresli¢ doktadng wielko$¢ oraz
region duplikacji. W wyniku analizy stwierdzono zmiane¢ o wielkos$ci 419 kb, zlokalizowana
w pozycji genomowej 102975274-103413516 (wg HG19). Duplikacja obejmowata geny: LBX1,
BTRC, POLL, DPCD, FBXW4 (ryc. 7).
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Rycina 7. Obraz interstycjalnej duplikacji stwierdzonej u probandki II w locus 10q24.31-32 oraz
gendw wewnatrz zmiany i w jej poblizu; 1) gen LBXI1 2) gen BTRC, 3) gen POLL, 4) gen DPCD, 5)
gen FBXW4, 6) gen FGF8. Badanie metoda poréwnawczej hybrydyzacji genomowej do
mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH).

Rodzina II1

W rodzinie III (ryc. 8) stwierdzono izolowang czterokonczynowg ektrodaktylie
u probanda III (ID: K223) i jego corki (ID: K317). U ojca stwierdzono rozszczep typu
monodaktylii w rgkach (ryc. 9 a, e) oraz rozszczep typowy w stopach (ryc. 9 b, f). Corka
probanda manifestowata rozszczep typowy w rekach, z pozostawionymi kos¢mi $rodrgcza
(ryc. 9 ¢, g) oraz rozszczep typowy w stopach (ryc. 9 d, h). Metoda qPCR umozliwila
wykrycie u probanda duplikacji w locus 10q24 oraz potwierdzenie jej obecnosci u corki

pacjenta.

¥ 7
o
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e

Rycina 8. Rodowod rodziny I11.
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)P

Rycina 9. Obraz kliniczny i radiologiczny czterokonczynowej ektrodaktylii w rodzinie I11; rozszczep
typu monodaktylii rak (a, e) oraz rozszczep typowy stop (b, f) u probanda; rozszczep typowy rak (c,
g) 1 stop (g, h) u corki.

Przeprowadzone dodatkowo badanie aCGH pozwolito okresli¢ doktadng wielko$¢ oraz
region duplikacji. W wyniku analizy stwierdzono zmiane¢ o wielkos$ci 438 kb, zlokalizowana
w pozycji genomowej 102969795-103407994 (wg HG19). Duplikacja obejmowata geny: LBX1,
BTRC, POLL, DPCD, FBXW4 (ryc. 10).
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Rycina 10. Obraz interstycjalnej duplikacji stwierdzonej u probanda III w /ocus 10q24.31-32 oraz
gendw wewnatrz zmiany i w jej poblizu; 1) gen LBXT1 2) gen BTRC, 3) gen POLL, 4) gen DPCD, 5)
gen FBXW4, 6) gen FGF8. Badanie metoda poréwnawczej hybrydyzacji genomowej do
mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH).

U pozostalych 16 pacjentow, w toku rutynowej diagnostyki genetycznej,
wykluczono duplikacje w loci 10q24.3 (SHFM3) oraz 17p13.3 (SHFM/SFHLD), a takze
mutacj¢ w genie 7P63.
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4.2. Sekwencjonowanie genow WNTI10B oraz DLX5

Sekwencjonowanie gendéw WNTIOB oraz DLX5 wykonano u 16 probandow
znegatywnym wynikiem rutynowej diagnostyki genetycznej przeprowadzonej w toku badan
wlasnych. Dodatkowo geny sekwencjonowano u 15 pacjentdw, u ktérych najczestsze
przyczyny molekularne zostalty wykluczone w ramach uprzednio wykonanych badan
[Jamsheer, 2011]. W wyniku sekwencjonowania w/w genow, udato si¢ wykry¢
prawdopodobng przyczyne wystapienia wady u jednego probanda bedacego przypadkiem
sporadycznym oraz w jednej rodzinie manifestujacej SHFM. W obydwu przypadkach
zidentyfikowano heterozygotyczng mutacje ¢.G115T(p.E39X) typu nonsense w eksonie
1 genu DLXS.

Proband IV (ID: 2303)

U probanda IV (ryc. 11) zdiagnozowano sporadyczny przypadek izolowanego,
typowego obustronnego rozszczepu rak . W prawej 1 lewej rece stwierdzono agenezj¢ 3 palca
oraz odpowiedniej kosci $roédrecza. W lewej rece wadzie towarzyszyt przykurcz 2, 4 1 5
palca. Po wykluczeniu zmian w ramach rutynowej diagnostyki genetycznej oraz mutacji
w genie WNTI10B, wykonano sekwencjonowanie genu DLX5. Heterozygotyczng mutacje¢
c.GI115T(p.E39X) w genie DLXS5 stwierdzong u probanda, wykryto rowniez u jego zdrowej
matki (ID: 2304) oraz wykluczono u zdrowego ojca (ID: 2302) (ryc. 12).

Rycina 11. Obraz kliniczny rak probanda IV z typowa obustronng ektrodaktylia.

a GIT b G/IT G GIG
CC C R AGT C CC NAG T €C CC @ A G T
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Rycina 12. Wynik analizy genu DLX35; heterozygotyczna mutacja c.G115T(p.E39X) u probanda v
(a); heterozygotyczna mutacja u matki (b); sekwencja prawidtowa u ojca (c).
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Rodzina V

W rodzinie V (ryc. 13) stwierdzono izolowany czterokonczynowy rozszczep rak
1 stop u probanda oraz wadg¢ lewej stopy u jego syna. Wada prawej 1 lewej r¢ki u probanda
charakteryzowala si¢ agenezja 3 palca oraz przykurczem 1 skréceniem 4 1 5 palca (ryc. 14 a,
b). W prawej i lewej stopie stwierdzono brak 3 1 4 palca oraz odpowiednich kosci §rédstopia.
Wada lewej stopy u syna polegata na poszerzeniu palucha, hipoplazji 2 palca, syndaktylii
3 1 4 palca oraz klinodaktylii 5 palca (ryc. 14 e). U probanda (ID: K61) w wyniku
sekwencjonowania genu DLX5 stwierdzono obecno$¢ heterozygotyczne] mutacji
c.G115T(p.E39X), ktorg zidentyfikowano réwniez u jego syna (ID: K60) (ryc. 15).
Z wywiadu rodzinnego wynika, ze bratanek probanda rdéwniez manifestuje wade ze
spektrum SHFM (ryc. 13). Bratanek i brat probanda nie byli dostepni do badan
genetycznych.

"0 O
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X

Rycina 13. Rodowod rodziny V. Szarym kolorem zaznaczono pacjentéw, u ktorych wykonywano
badania genetyczne z innego niz wada konczyn powodu.

Rycina 14. Obraz kliniczny czterokonczynowej 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 DLX35; heterozygotyczna mutacja ¢.G115T(p.E39X) u probanda (a)
oraz jego syna (b) (Rodzina V).

U pozostatych 29 pacjentéw wykluczono mutacje w genach WNT10B oraz DLX5.

4.3. Porownawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy
oligonukleotydowej (aCGH)

Badanie aCGH przeprowadzono u 30 pacjentow, u ktorych stwierdzono wade¢ ze
spektrum SHFM. W wyniku powyzszej analizy udalo si¢ ustali¢ przyczyne molekularng
wady u 2 probandow. U 5 pacjentow wykryto zmiany o potencjalnie patogennym

charakterze. Ogoétem przeprowadzono oceng bioinformatyczng 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 ktorych stwierdzono izolowana ektrodaktyli¢ rak
1 stop. Dodatkowo analize genetyczng przeprowadzono u dotknig¢tej SHFM babki probanda
ze strony ojca oraz zdrowego dziadka probanda ze strony ojca probanda. Ponizej
przedstawiono opis kliniczny malformacji zdiagnozowanych u pacjentéw (ryc. 17):

e Proband — klasyczny, obustronny rozszczep rak (ryc. 17 a), (r¢ka prawa —
dwupalczasta; reka lewa — zachowany szeroki, prawdopodobnie zdwojony kciuk,
4 1 5 palec), klasyczny obustronny rozszczep stop (ryc. 17 b) (stopa prawa —
dwupalczasta z hipoplazja palucha; stopa lewa - zachowany paluch, 4 i 5 palec).

e Ojciec — klasyczny, obustronny rozszczep rak (ryc. 17 c), (reka prawa — zachowany
kciuk, 2, 4 i 5 palec, zachowane kos$ci $rodrecza; rgka lewa — wyksztatcone dwa
promienie reki, agenezja prawdopodobnie 3 i 4 promienia, obecny szczatkowy trzeci
promien w postaci nieprawidlowo wyksztalconego, hipoplastycznego palca),
klasyczny rozszczep prawej stopy cechujacy si¢ agenezja 2 palca, hipoplazja 3,415
palca (ryc. 17 d).
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e Siostra ojca — rozszczep prawej reki polegajacy na agenezji 3 palca i odpowiedniej
kosci srodrecza; wada ze spektrum rozszczepu lewej reki polegajaca na hipoplazji
4 1 3 palca (ryc. 17 e). Wada ze spektrum rozszczepu w prawej i lewej stopie
polegajaca na braku 4. palca w prawej stopie i hipoplazji 4. palca w lewej stopie oraz

syndaktylii 1 hipoplazji 2. 1 3. palca (ryc. 17 f).
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Rycina 17. Obraz kliniczny izolowanej ektrodaktylii rak i stop w rodzinie VI. Rozszczep typowy
prawej 1 lewej reki (a) oraz prawej i lewej stopy (b) u probanda; rozszczep typowy prawej i lewej
reki (¢), rozszczep typowy prawej stopy u ojca (d); rozszezep typowy prawej reki (e) oraz wada ze
spektrum rozszczepu lewej reki u siostry ojca (f).

W badaniu aCGH u probanda VI wykryto interstycjalna delecj¢ w locus SHFM1,
w regionie 7q21.3 o wielkosci 202,213 kb (pozycja genomowa wg HG19: 95667926-
95870138; ryc. 18). Zmiana obejmowata fragmenty sekwencji kodujacej genéw DYNCI111
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oraz SLC25A413. Delecj¢ potwierdzono w badaniu qPCR u probanda, u ojca, matki ojca

1 siostry ojca oraz wykluczono u matki probanda (ID: K84).
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Rycina 18. Obraz interstycjalnej delecji stwierdzonej u probanda VI w locus 7q21.3, obejmujacej
fragmenty genéw DYNCII] oraz SLC25A413. Badanie metoda poréwnawczej hybrydyzacji
genomowej do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH).

Ze wzgledu na znacznie mniejszy od typowo identyfikowanych zmian w locus
SHFM1 rozmiar delecji, zmapowano punkty ztaman aberracji. W tym celu w pierwszej
kolejnosci zawezono u probanda region delecji wykonujac seri¢ reakcji qPCR, a nastgpnie
zsekwencjonowano punkty zlaman ustalajagc pozycje genomowa w HGI19: 95667046-

95872044 oraz doktadng wielkos$¢ na 204,998 kb (ryc. 20).

Rycina 19. Wizualizacja produktu amplifikacji fragmentu DNA flankujacego delecje w locus 7q21.3
u probanda VI. Produkt o di. 1138 pz, rozdzielony na 1,5% zelu agarozowym, oceniony wobec
standardu wielko$ci GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder.
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95667045 | 95872045
95667046-95872044

Rycina 20. Wynik analizy miejsca delecji w locus 7q21.3 u probanda VI. Strzatkami oznaczono
nukleotydy flankujace delecje; ponizej podano ich pozycje genomowe (wg HG19); niebieska
czcionka podano wielkos$¢ oraz pozycje genomowsq (wg HG19) fragmentu, ktory ulegh delec;ji.

Proband VII (ID: 11198)

U probanda VII (przypadek sporadyczny) (ryc. 21) stwierdzono wystapienie
obustronnej wady konczyn dolnych oraz wady lewej reki, wade kregostupa, niedostuch
odbiorczy stopnia glebokiego (lewostronny), wnetrostwo, mate pracie, torbiel przegrody
przezroczystej, torbiel lewego tuku skrzelowego, opdzniony rozwdj mowy oraz cechy
dysmorfii (ryc. 22 c). Nie stwierdzono hipogonadyzmu hipogonadotropowego. Atypowa
wada konczyn dolnych wykazywata spektrum rozszczepu rak i/lub stop z syndaktylig

1 hipoplazja palcow oraz kosci $rodstopia (ryc. 22 d, e). Wada lewej reki manifestowala si¢
przykurczem 2, 3 1 4 palca (ryc. 22 a).

5

” o=
-

Rycina 21. Rodowdd rodziny VII; 1) wytrzewienie; 2) wrodzona tamliwo$¢ kosci (osteogenesis
imperfecta) — postac letaltna, 3) zespot Downa.

1) 2)
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Rycina 22. Obraz kliniczny i radiologiczny wad konczyn u probanda VII; wada lewej reki (a, b),
obustronna wada stop (d, e), cechy dysmorfii (c).

Ze wzgledu na podejrzenie mikroaberracji chromosomowej, u pacjenta VII nie
wykonano rutynowej diagnostyki genetycznej oraz sekwencjonowania genéw WNTI10B
1 DLX5. W pierwsze] kolejnosci przeprowadzono badanie aCGH, w ktorym wykryto
interstycjalng duplikacje w locus Xp22.31 o wielkosci 108,316 kb (pozycja genomowa wg
HG19: 8596840-8705155; ryc. 23). Duplikacja obejmowata catg sekwencje kodujaca genu
KALI. W badaniu aCGH potwierdzono réwniez nosicielstwo zmiany u zdrowych: matki

(ID: 11196) oraz siostry matki pacjenta (ID: K204).
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Rycina 23. Obraz interstycjalnej duplikacji wykrytej u probanda VII w locus Xp22.31, obejmujace;j
fragment genu KALI, w tym cala sekwencj¢ kodujaca genu. Badanie metoda porownawczej
hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH).

W celu doktadnego okreslenia miejsca aberracji, w pierwszej kolejnosci zawezono

region duplikacji w badaniu qPCR, a nastgpnie zmapowano punkty ztaman w reakcji
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sekwencjonowania, ustalajac region duplikacji w pozycji HG19: 8594879-8705846 oraz
doktadng wielkos$¢ na: 110,967 kb.

Rycina 24. Wizualizacja produktu amplifikacji fragmentu zduplikowanej sekwencji DNA w locus
Xp22.31 u probanda VII. Produkt o dt. 1104 pz, rozdzielony na 1,5% zelu agarozowym, oceniony
wobec standardu wielko$ci Quick-Load® 1kb DNA Ladder .

C CA & €C C T 6 G C G ACAG AG
8705846 | 8594879
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Rycina 25. Wynik analizy miejsca duplikacji w locus Xp22.31 u probanda VII. Strzatkami
oznaczono punkty ztaman; ponizej podano ich pozycje genomowe (wg HG19); niebieskg czcionkg
podano wielko$¢ oraz pozycje genomowa (wg HG19) zduplikowanego fragmentu.

Probandka VIII (ID: 12135)

U probandki VIII stwierdzono sporadyczny przypadek obustronnej, wrodzonej wady
konczyn gornych ze spektrum rozszczepu rak oraz wadg lewej stopy. Wada obydwu rak
manifestowata si¢ agenezjg 3 palca oraz przykurczem 4 palca prawej i 2 palca lewej reki
(ryc. 26 a, b). Wada lewej stopy cechowala si¢ zrostem 3 i 4 palca z niedorozwojem jednego
z palcéw (ryc. 26 c, d). U pacjentki stwierdzono dodatkowo zmiany barwnikowe na skorze

— plamki typu kawy z mlekiem.

67



WY NIKI

Rycina 26. Obraz kliniczny i radiologiczny wad konczyn u probandki VIII, charakteryzujacy si¢
ektrodaktylig prawej i lewej reki (a, b) oraz syndaktylig palcow lewej stopy (c, d).

W badaniu aCGH wykryto interstycjalng duplikacje w locus 6927 o wielkosci
270,324 kb (pozycja genomowa wg HG19: 169226530-169496853; ryc. 27). W kierunku
centromerowym od zmiany, w odleglosci ok. 158 kb, zlokalizowany jest gen SMOC?2,
natomiast w odlegtosci ok. 500 kb umiejscowiony jest gen DACT2 . Duplikacja zostala
potwierdzona u pacjentki w badaniu qPCR, ktore wykazato takze nosicielstwo zmiany u jej

zdrowego ojca (ID: 12216). Wykluczono obecnos¢ zmiany u zdrowej matki pacjentki (ID: 12218).
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Rycina 27. Obraz interstycjalnej duplikacji wykrytej u probandki VIII w locus 6q27 oraz gendw
SMOC2 1 DACT2, zlokalizowanych w kierunku centromerowym od zmiany. Badanie metoda
porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH).

Proband IX (ID: 9040)

Proband IX byl sporadycznym przypadkiem izolowanego obustronnego, atypowego
rozszczepu rak oraz oligodaktylii w prawej stopie. Wada w prawej 1 lewej rece
charakteryzowata si¢ catkowita agenezja 5 palca oraz syndaktylia 2, 3 14 palca (ryc. 28 a, b).

Wada w stopie prawej manifestowata si¢ catkowita agenezja promieni palcow 4 1 5 (ryc. 28 ¢).
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Rycina 28. Obraz kliniczny wady ze spektrum SHFM u probanda IX; wada prawej reki (a), lewej
reki (b) oraz prawej stopy (c).

W badaniu aCGH u probanda IX wykryto interstycjalng delecje w locus 17q25.1
o wielkosci 92,321 kb (pozycja genomowa wg HG19: 74735044-74827364; ryc. 29), ktora
obejmowata gen MFSDI1. Badanie qPCR potwierdzito obecno$¢ delecji u probanda oraz
nosicielstwo zmiany u zdrowego ojca pacjenta (ID: 9131). Wykluczono obecno$¢ zmiany

u zdrowej matki pacjenta (ID: 9130).
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Rycina 29. Obraz interstycjalnej delecji wykrytej u probanda IX w locus 17q25.1, obejmujacej gen
MFSDI1. Badanie metoda porownawcze] hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy
oligonukleotydowej (aCGH).

Probandka X (ID: K19)

U probandki X (ryc. 30) wystgpowata sporadyczna ektrodaktylia ze skroceniem kosci
dhugich. Fenotyp odpowiadal klasyfikacyjnie FFU. Wada manifestowata sig:
e w konczynach dolnych - hipoplazja panewek stawu biodrowego, agenezja obu kosci
strzatkowych, ektrodaktylig stop,

e w konczynach goérnych — agenezja prawego przedramienia, ektrodaktylig lewej reki.
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Rycina 30. Obraz radiologiczny wady o fenotypie zblizonym do SHFM (a, e) ze skroceniem kos$ci
dhtugich (b, ¢) i1 hipoplazja panewek stawu biodrowego (d).

W badaniu aCGH wykryto interstycjalng delecje w locus 1p33 o wielkosci 81,4 kb
(pozycja genomowa wg HG19: 49916096- 49997501; ryc. 31), obejmujaca fragment genu
AGBL4. Ze wzgledu na brak dostepnosci DNA rodzicow probandki, nie mozna bylo

przeprowadzi¢ badania rodzinnego.
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Rycina 31. Obraz interstycjalnej delecji w locus 1p33 obejmujacej fragment genu AGBL4
u probandki X. Badanie metoda porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy
oligonukleotydowej (aCGH).

Proband XI (ID: K191)

U probanda XI (ryc. 32) zdiagnozowano sporadyczny przypadek obustronnej
izolowanej wady konczyn gornych pod postacig atypowej ektrodaktylii ze skroceniem ko$ci
dhugich. W konczynach gornych prawej i lewej wada manifestowata si¢ niedorozwojem
ko$ci przedramienia. Prawa i lewa rgka charakteryzowaly si¢ agenezja 2 1 3 palca,
syndaktylia 4 1 5 palca, hipoplazja palcow, kosci $rodrgcza i nadgarstka oraz koslawoscia

kciuka w lewej rece.
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Rycina 32. Obraz kliniczny wady zmniejszajacej ze spektrum rozszczepu rak u probanda XI.
Konczyna prawa (a, b), konczyna lewa (c, d).

Badanie aCGH wykazalo obecno$¢ interstycjalnej delecji w locus 3q27.1 o wielkosci
37 kb (pozycja genomowa wg HGI19: 183269836- 183306873; ryc. 33), obejmujacej
fragment genu KLHL6. Ze wzglgdu na brak dostgpnosci DNA rodzicéw probanda, nie

mozna bylo przeprowadzi¢ badania rodzinnego.
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Rycina 33. Obraz przedstawiajacy interstycjalng delecj¢ w locus 3g27.1, obejmujaca fragment genu
KLHL6, wykryta u probanda XI. Badanie metoda porownawczej hybrydyzacji genomowej do
mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH).

Proband XII (ID: 5781)

U probanda XII wystepowala sporadyczna izolowana wada konczyn gornych ze
spektrum SHFM lub oligodaktylii tokciowej. W konczynie gornej prawej wada
charakteryzowata si¢ agenezja kosci tokciowej, hipoplazja i tukowatym wygieciem kos$ci
promieniowej, hipoplazja kosci $rodrgcza 1 nadgarstka oraz wada rak, manifestujaca sie
agenezja palcow 4 1 5 1 odpowiednich kosci srodrecza (ryc. 34 a, ¢). Konczyna gorna lewa
ulegta skréceniu na skutek hipoplazji kosci promieniowej i tokciowej, ktore dodatkowo
zro$nigte byly z koscig ramienng. Wada lewej reki charakteryzowata si¢ catkowitym

brakiem trzech palcow oraz odpowiednich kosci $rodrecza (ryc. 34 b, d) W uprzednio
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wykonanych badaniach u probanda wykluczono mutacje¢ w genach 7BX3 1 TP63 oraz
duplikacje w loci 1024 1 17p13.3 [Jamsheer, 2011]. W badaniach wlasnych, w wyniku
analizy aCGH, u probanda wykryto interstycjalng delecj¢ w locus 8q22.1 o wielkosci 33,8
kb (pozycja genomowa wg HG19: 96562420-96596204; ryc. 35). W odleglosci ok. 560 kb
w kierunku telomerowym od zmiany, zlokalizowany jest gen GDF6. W badaniu qPCR
potwierdzono obecno$¢ delecji u probanda, a takze jej nosicielstwo u zdrowego ojca (ID:

#3323) pacjenta. Wykluczono obecnos$¢ zmiany u zdrowej matki pacjenta (ID: #3322).

Rycina 34. Obraz kliniczny i radiologiczny wady konczyn gérnych u probanda XII; oligodaktylia
reki prawej i lewej (a, b), wada skracajaca kosci przedramienia konczyny gornej prawej i lewej (c, d).
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Rycina 35. Obraz interstycjalnej delecji w locus 8q22.1 wykrytej u probanda XII oraz genu GDF6,
znajdujacego si¢ w odleglosci ok. 560 kb w kierunku telomerowym od zmiany. Badanie metoda
poréownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH).

4.4. Sekwencjonowanie genow kandydujacych

Sekwencjonowanie genow BHLHA9 oraz BHLHBS5 przeprowadzono u 27
probandéw, u ktorych nie stwierdzono mutacji w ramach rutynowej diagnostyki
genetycznej, w genach WNTI0B i DLX5 oraz w badaniu aCGH, a takze u pacjentow,
u ktorych wykryto zmiany genomowe o niejednoznacznie okreslonej patogennosci.
W wyniku powyzszej analizy wykryto heterozygotyczna mutacje ¢.C559G(p.R187G)
w sekwencji kodujacej genu BHLHA9 u probandki VIII (opisanej powyzej) 1 u jej zdrowej

matki oraz wykluczono nosicielstwo mutacji u zdrowego ojca (ryc. 36).
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Rycina 36. Analiza sekwencji genu BHLHAY; heterozygotyczna mutacja ¢.C559G(p.R187G)
w genie BHLHA9 u probandki (a) i jej matki (b) oraz sekwencja prawidtowa u ojca (c).

Ocena stopnia patogenno$ci stwierdzonego wariantu zostata przeprowadzona przy
pomocy programoéw internetowych. Wartosci wspotczynnikéw score wynosity: PolyPhen?2
—0,959 (,,probably damaging ) wg HumDiv oraz 0,795 (,,possibly damaging”’) wg HumVar
(ryc. 37), SIFT — 0,19 (tolerated; ryc. 38). Program MutationTaster sklasyfikowat badany
wariant jako polimorfizm (,,polymorphism™).

PolyPhen-2 report for Q7RTU4 R187G
Query

Protein Acc  Position AA, AA, Description

Canonical; RecName: Full=Class A basic helix-loop-helix protein 9; Short=bHLHa8; AltName: Full=Class F basic

7RTU4 L » helix-loop-helix factor 42; Short=bHLHf42; Length: 235

Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv
This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.959 (sensitivity: 0.78; specificity: 0.95)
0.00 0.20 0,40 0,60 0.80 1.00
[=] Humvar

This mutation is predictedtobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.795 (sensitivity: 0.75; specificity: 0.87)
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Rycina 37. Wynik oceny patogennosci wariantu p.R187G w genie BHLHA9 z wykorzystaniem
programu PolyPhen2.

SIFT: PREDICTIONS
—_---—_—-

ENSP00000375248,R187G ENSP00000375248 187 TOLERATED 0.19

Rycina 38. Wynik oceny patogenno$ci wariantu p.R187G w genie BHLHAY z wykorzystaniem
programu SIFT.

U pozostatych probandéw wykluczono mutacj¢ w badanych genach. U 9 pacjentow

manifestujacych  klasyczny izolowany rozszczep rak i/lub stop wykonano
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sekwencjonowanie eksondéw 15117 genu DYNCI11. U zadnego z pacjentow nie stwierdzono

mutacji w badanym zakresie.

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

Badanie sekwencjonowania eksomu przeprowadzono u 10 probanddw i ich rodzicow
(tzw. trio). W wyniku niniejszych badan udato si¢ wykry¢ potencjalnie patogenne mutacje

w dwoch genach kandydujacych.

Proband XIII (ID: 5785)

U probanda XIII (ryc. 39) stwierdzono sporadyczne wystgpienie wady konczyn
gornych ze spektrum SHFM lub oligodaktylii tokciowej ze skréceniem kosci dlugich.
W konczynie gornej prawej stwierdzono hipoplazje kosci tokciowej, tukowato wygieta kos¢
promieniowa, niedorozwoj kosci nadgarstka 1 §rddrecza z catkowita agenezja osi trzech
palcow (rgka dwupalczasta). W konczynie gornej lewej wada manifestowata si¢ hipoplazja

kosci lokciowej, niedorozwojem kosci §rédrecza oraz catkowitym brakiem osi dwoch

palcow (reka trojpalczasta).

Rycina 39. Obraz kliniczny (a) i radiologiczny (b) obustronnej wady konczyn gornych u probanda XII1.

W uprzednio wykonanych badaniach u probanda wykluczono mutacje w genach
TBX3, TP63 oraz duplikacje w loci 10q24 i 17p13.3 [Jamsheer, 2011]. W badaniach
wlasnych dodatkowo wykluczono mutacje w genach WNT10B, DLX5, BHLHAY, BHLHBS
oraz patogenne mikrorearanzacje chromosomowe o wielkosci powyzej 5-10 kb.
W przeprowadzonym u probanda oraz jego zdrowych rodzicow (ID: 3843, 3866)
sekwencjonowaniu eksomu, wykryto homozygotyczng mutacje typu missense
c.G3182A(p.G1061E) w eksonie 23 sekwencji kodujacej genu ROBO1, ktorej nosicielstwo

stwierdzono w uktadzie heterozygotycznym u rodzicéw probanda (ryc. 40).
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Rycina 40. Mutacja ¢.G3182A(p.G1061E) w genie ROBO! zidentyfikowana u probanda XIII
w uktadzie homozygotycznym (320 odczytow) oraz u zdrowych rodzicow w ukladzie
heterozygotycznym (matka — 72 odczyty; ojciec — 121 odczytow).

Ocena patogennosci stwierdzonego wariantu zostata przeprowadzona przy pomocy
programow internetowych. Wartos$ci wspotczynnikow score wynosity: PolyPhen2 — 0,895
(,,possibly damaging”) wg HumDiv oraz 0,313 (,,benign”) wg HumVar (ryc. 42), SIFT - 0,1
(,,tolerated”; ryc. 43). Program MutationTaster sklasyfikowatl badany wariant jako ,,disease
causing”. Wyniki analizy eksomu zostaly zweryfikowane w sekwencjonowaniu metoda
Sangera, potwierdzajac obecno$¢ w/w mutacji w uktadzie homozygotycznym u probanda
oraz w ukladzie heterozygotycznym u obojga rodzicéw pacjenta. Jednoczesnie niniejszej
analizie poddano zdrowego brata pacjenta, u ktérego nie stwierdzono obecnosci badanej

mutacji (ryc. 41).
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Rycina 41. Analiza sekwencji eksonu 23 genu ROBO!; mutacja homozygotyczna u probanda XITII (a),
mutacja heterozygotyczna u matki (b), mutacja heterozygotyczna u ojca (c), sekwencja prawidtowa
u brata pacjenta (d).

PolyPhen-2 report for Q9Y6N7 G1061E
Query
Protein Acc  Position AA, AA, pescription

Canonical: RecName: Full=Roundabout homoleg 1; AltName: Full=Deleted in U twenty twenty: AltName: Full=H-

1
SRRe Roc & Robo-1; Flags: Precursor, Length: 1651

Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv
This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING  with a score of 0,805 (sensitivity: 0.82; specificity: 0.94)
0.00 0.20 0.0 0.60 080 1.00
[= Humvar

This mutation is predicted tobe BENIGN  with a score of 0.313 (sensitivity: 0.86; specificity: 0.77)

I '

r T T T =
0,00 0.20 0.40 0,60 0,80 1.00

—

Rycina 42. Wynik oceny patogennosci wariantu p.G1061E w genie ROBOI z wykorzystaniem
programu PolyPhen2.

SIFT: PREDICTIONS

o Ret Subst Prediction  SIFT Save  Median Information Content|
E

ENSPO0000420321,G1061E ENSPO0000420321 1061 G TOLERATED 0.1 2.87 69

Rycina 43. Wynik oceny patogennosci wariantu p.G1061E w genie ROBO! z wykorzystaniem
programu SIFT.

Aby wykluczy¢ polimorficzny charakter wykrytego wariantu, badany ekson
zsekwencjonowano u 192 0s6b z polskiej grupy kontrolnej. W zadnej probie nie stwierdzono
mutacji p.G1061E, zaréwno w ukladzie hetero- jak i homozygotycznym.

Ze wzgledu na podobny fenotyp, ekson 23 genu ROBOI zsekwencjonowano rowniez
u probanda XII, jednakze nie zidentyfikowano zadnych mutacji w badanym zakresie.
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Proband XIV (ID: #1984)

U probanda XIV wystepowata sporadyczna czterokonczynowa wada zmniejszajaca
z oligodaktylig (spektrum SHFM). W konczynie gornej prawej wada manifestowata si¢
agenezja kosci przedramienia oraz ragk (z zachowanym pojedynczym szczatkowym palcem).
W konczynie gornej lewej kosci przedramienia byty prawidtowo wyksztatcone (ryc. 44 a),
natomiast wada lewej rgki charakteryzowata si¢ syndaktylig 2, 3 i 4 palca (ryc. 44 b).
W konczynie dolnej prawej stwierdzono hipoplazje kosci podudzia oraz wadg stopy ze
spektrum ektrodaktylii, polegajaca na agenezji palcoéw centralnego promienia stopy (stopa

dwupalczasta) (ryc. 44 ¢). Wada w konczynie dolnej lewej manifestowata si¢ agenezja kosci

podudzia oraz stopy (ryc. 44 d).

Rycina 44. Obraz kliniczny wady konczyn u probanda XIV; agenezja kosci przedramienia i rak
w konczynie gornej prawej (a), syndaktylia w rece lewej (b), hipoplazja kosci podudzia oraz
ektrodaktylia w konczynie dolnej prawej, agenezja kosci podudzia i stopy w konczynie dolnej lewej (d).

W uprzednio wykonanych badaniach [Jamsheer, 2011] u probanda wykluczono
mutacje w genach WNT7B (w kierunku zespotu Fuhrmanna), 7P63 oraz duplikacje w loci
10924, 17p13.3, a takze patogenne lub potencjalnie patogenne mikrorearanzacje o wielkosci
powyzej 70-100 kb. W badaniach wlasnych przeprowadzono sekwencjonowanie eksomu,
w  ktérym stwierdzono heterozygotyczng mutacje c¢.G1060T(p.V354F) w eksonie
9 sekwencji kodujacej genu ODZ4. Analiza nie wykazata obecnosci mutacji u zdrowych
rodzicow pacjenta (ID: #1985, #1986) (ryc. 48). Ocena patogennosci stwierdzonego
wariantu zostata przeprowadzona przy pomocy programow internetowych. Wartosci
wspotczynnikdéw score wynosity: PolyPhen2 — 0,779 (,,possibly damaging”) wg HumDiv
oraz 0,178 (,,benign”) wg HumVar (ryc. 46), SIFT — 0 (,,damaging”’; ryc. 47). Program
MutaionTaster sklasyfikowal badany wariant jako ,.disease causing”. Obecno$¢ mutacji
u probanda oraz jej brak u rodzicéw zostat potwierdzony niezaleznym sekwencjonowanie

metoda Sangera (ryc. 45).
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G/T
a l b G/G c G/G
C TG NTCA CTGGTCA C TG GTCA

W o A

Rycina 45. Analiza sekwencji eksonu 9 genu ODZ4; mutacja heterozygotyczna ¢c.G1060T(p.V354F)
u probanda XIV (a), sekwencja prawidtowa u matki (b), sekwencja prawidlowa u ojca (c).

PolyPhen-2 report for Q6N022 V354F

Query

Protein Acc  Position AA, AA, Description

Canonical; RecName: Full=Teneurin-4; Short=Ten-4; AltName: Full=Protein Odd Oz/ten-m homoleg 4; AltName:

=Heis - L Full=Tenascin-M4; Short=Ten-m4; Length: 2769
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv

This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.779 (sensitivity: 0.85; specificity: 0.93)
0,00 0,20 0,40 0,60 0.80 1,00
This mutation is predicted tobe BENIGN with a score of 0.178 (sensitivity: 0.89; specificity: 0.73)

0,00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Rycina 46. Wynik oceny patogennosci wariantu p.V354F genu ODZ4 z wykorzystaniem programu
PolyPhen2.

[=] Humvar

SIFT: PREDICTIONS
——----——-

ENSP0O0000278550,V354F ENSP00000278550 354 V *DAMAGING 0

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 uktadzie
heterozygotycznym; brak obecnosci mutacji u zdrowych rodzicow.
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Tabela 10. Podsumowanie mutacji stwierdzonych u pacjentow.

ID probanda/ zapis status
P . fenotyp P .. dziedziczenia klasyfikacja mutacji
rodziny mutacji .
mutacji
PI SHFM dup10g24.3 de novo Znana patogenna
PII SHFM dup10g24.3 de novo znana patogenna
R III: proband de novo
SHFM dup10g24.3 znana patogenna
corka odziedziczona
DLX5 odziedziczona od nowa prawdopodobnie
PV SHEM p.E39X/wt zdrowej matki patogenna
R V: proband SHFM .
DLX5 odziedziczona nowa prawdopodobnie
syn atypowa p.E39X/wt patogenna
wada stopy
R. YI: p.robanc'i, SHFM dup7q21.3 odziedziczona znana patogenna
ojciec, siostra ojca
zespot wad, S .
Py shvovs | dapg2231 | Cdblsonsad | nova ravdopuitni
SHFM
SHFM rak, dun6a27 odziedziczona od | nowa o niejednoznacznie
wada L. stopy s zdrowego ojca okreslonej patogennosci
P VIII .
barwmk,owe BHLHA9Y odziedziczona od | nowa o niejednoznacznie
zm. skéme | R187G/wt | zdrowej matki okreslonej patogennosci
atypowy odziedziczona od | nowa o niejednoznacznie
PIX SHFM del17g23.1 zdrowego ojca okreslonej patogennosci
PX FFU ? dellp33 brak danych fowa o nigj ednoznaczru.e
okreslonej patogennos$ci
atypowy nowa o niejednoznacznie
PXI SHFM del3q27.1 brak danych okreslonej patogennosci
atypowy
SHFM/ odziedziczona od | nowa o niejednoznacznie
PXI oligodaktylia del8q22.1 zdrowego ojca okreslonej patogennosci
tokciowa
atypowy
ROBOI .
P XIII SHELD/ | Glo61E/ | odziedziczona nowa prawdopodobnie
oligodaktylia patogenna
. p.G1061E
tokciowa
atypowy ODZz4 nowa prawdopodobnie
PV SHFLD p.V354F/wt de novo patogenna

P — proband; R — rodzina;
SHFM — rozszczep rak i/lub stép; SHFLD — rozszczep rak i/lub stop ze skroceniem kosci dtugich;
dup — duplikacja, del — delecja; wt — allel prawidtowy
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5. DYSKUSJA

Gléwnym zalozeniem niniejszej rozprawy doktorskiej byta proba identyfikacji
podtoza molekularnego wad ze spektrum rozszczepu rak i/lub stop. Schemat postepowania
diagnostycznego zostal opracowany przez autork¢ na podstawie danych z pi§miennictwa,
badan wilasnych oraz cech klinicznych, charakteryzujacych dang wade o typie SHFM.
Ogolny algorytm postgpowania diagnostycznego byt w wybranych przypadkach
odpowiednio modyfikowany i dostosowywany do indywidualnych cech fenotypowych
probandéw/rodzin.

Metodami umozliwiajacymi identyfikacje nowych zmian u pacjentéw, u ktérych
wykluczono znane przyczyny genetyczne wady, sa technika sekwencjonowania eksomu
oraz calogenomowa poréwnawcza hybrydyzacja do mikromacierzy oligonukleotydowe;j
(aCGH). Metoda aCGH jest ponadto narzedziem umozliwiajagcym badanie hipotezy

o genomowym charakterze zmian patogennych lezacych u poditoza wad ze spektrum SHFM.

5.1. Rutynowa diagnostyka genetyczna

Rutynowa diagnostyka genetyczna przeprowadzona u 19 pacjentéw nie objetych do
tej pory poradnictwem genetycznym, umozliwita wykrycie przyczyny molekularnej wady
u 3 probandow oraz pozwolita na wyodrgbnienie grupy chorych o nieznanej lub rzadkiej
przyczynie genetycznej wady. Ta grupa pacjentdéw byla najbardziej interesujaca pod
wzgledem naukowym, gdyz stanowita materiat stuzacy identytikacji nowych, nieopisanych
dotad w piSmiennictwie naukowym, czynnikow etiologicznych SHFM.

Wada u probandow [, I11 11, u ktorych stwierdzono nieprawidtowy wynik rutynowej
diagnostyki genetycznej, uwarunkowana byta duplikacja w locus dla SHFM3 (10q24.31-
32). Jest to najczestsza przyczyna genetyczna niezespotowej formy klasycznej ektrodaktylii
1 odpowiada za 18-25% przypadkow. Do tej pory opisano 23 probandow z niezespolowa
forma rozszczepu SHFM uwarunkowang duplikacja w locus 10g24.31-32 [Klopocki i wsp.,
2012; Everman i wsp., 2006; de Mollerat i wsp., 2003; Kano i wsp., 2005]. W badaniach
wlasnych, probandzi spelniajacy kryterium wady izolowanej o typowej manifestacji,
stanowili 52% (10 na 19 pacjentow poddanych badaniom rutynowym) z czego u 30%

(3 probandéw) stwierdzono duplikacje w locus SHFM3. Wynik ten jest zgodny z danymi
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z pis$miennictwa [Klopocki 1 wsp., 2012; Everman 1 wsp., 2006; de Mollerat i wsp., 2003;
Kano 1 wsp., 2005]. Duplikacje w locus 10q24.31-32 identyfikowane sg rowniez, choc
zdecydowanie rzadziej, u pacjentdow z zespotowa formg SHFM. Do tej pory opisano
zaledwie o$miu takich probandéw, u ktéorych oprécz wad konczyn zdiagnozowano
dysmorfig¢, niepetnosprawnos¢ intelektualng, niedostuch, wady nerek, oligodoncje lub
rozszczep podniebienia.

Wielkos¢ duplikacji w locus 10g24 miesci si¢ w granicach 325-570 kb. Zmiana
typowa obejmuje geny LBX1, BTRC, POLL oraz fragment genu FBXW4 [Klopocki i wsp.,
2012; Kano 1 wsp., 2005; Everman i wsp., 2006]. Odnotowano jeden przypadek, w ktorym
zakres zmiany byl przesunigty w kierunku telomerowym, obejmujac roéwniez gen FGF§
[Dimitrov 1 wsp., 2010].W innym doniesieniu opisano pacjenta, u ktérego duplikacja
obejmowata wylacznie dwa geny BTRC 1 POLL, co pozwolito zawezi¢ region krytyczny dla
SHFM3 do 325 kb [Lyle i wsp., 2006]. Duplikacja stwierdzona w badaniach wtasnych
u pacjentow II i III miata zakres typowy (odpowiednio: 419 kb 1 438 kb) i obejmowata geny
LBXI1, BTRC, POLL oraz fragment genu FBXW4 (ryc. 49).

1.00 Mb Forward strand me—
102.8Mb 103,0Mb 103.2Mb 105.4Mb 103.6Mb
Chromosome bands g24.31 | q24.32
Contigs AL133215.17 > AL627424 8 > AC010789 9 >
Genes (GENCODE) e " m—— T | — ¥ — =g == o
MIR608 > 'HUG1 > < SNORD112 < RNU2-59P MIR315B-1 >
RNU2-43P > RNUB-1165P >
RP11{324L3.1 > < snoul3
< RAL1-324L3.5 < RP11-190J1.3 KCNIP2-AS1 >

< RP11-31423.3 < RP11-107114.4
< RP11-108L7.15 LBX1-AS1 > < RP11-107114.5
RP11-107114.2 >
RP11-108L7.14 >
< RP11-108L7.4
102.8Mb 103.0Mb 103.2Mb 108.aMb 103.6Mb
Ensembl Homo sapiens version 74.37 (GRCh37) Chromosome 10: 102,693,092 - 103,693,091

Rycina 49. Genomowa lokalizacja duplikacji w locus 10q24.31-32 zidentyfikowanej u probandow
111 ITII. Ramkg zaznaczono zakres zmiany. Duplikacja obejmuje geny LBX1, BTRC, POLL oraz fragment
genu FBXWA.

Mechanizm powstawania malformacji ze spektrum SHFM spowodowanej duplikacja
w locus 10924.31-32 jest niejasny. Poniewaz bezposrednia przyczyna wady nie jest poznana,
uznaje si¢, iz kazdy z genéw znajdujacych si¢ w obrebie lub niedalekim sgsiedztwie zmiany
jest potencjalnie zwigzany z wystapieniem wady. Gen FBXW4 byt do niedawna najbardziej
obiecujacym genem kandydujacym poniewaz wykazuje wysoki stopien homologii (87%)
w stosunku do ortologu genu Fhxw4 u myszy. W badaniach modelu mysiego wykazano, ze
inaktywacja genu Fbxw4 powoduje agenezj¢ kosci palcow srodkowych promieni konczyn
przednich oraz hipoplazje lub syndaktyli¢ kosci §rédrecza 1 $Srodstopia, a wiec fenotyp

odpowiadajacy ektrodaktylii. Naturalnie wystepujaca mysz z dziedziczng forma
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ektrodaktylii (tzw. Dac mouse), u ktérej wada okre$lana jest mianem ,,dactylaplasia”,
stanowi zwierzecy model w badaniach nad ludzkim locus SHFM3 [Crackower 1 wsp., 1998].
Fbxw4 nalezy do rodziny biatek F-Box/WD40, ktore sa zaangazowane w kontrole cyklu
komoérkowego poprzez ubikwitynacje [lanakiev i wsp., 1999]. Sidow i wsp. [ 1999] wysuneli
hipotezg, jakoby mysie biatko Fbxw4 utrzymywalo odpowiedni poziom podzialdw
komorkowych w strefie AER, powodujac degradacje biatek supresorowych. Przypuszcza
si¢, ze u myszy Dac, na skutek inaktywacji genu Fbxw4, biatka supresorowe nie sa
degradowane, co powoduje zahamowanie podziatow komorkowych w strefie AER
1 manifestacj¢ fenotypu SHFM [Sidow 1 wps., 1999]. Niemniej jednak jest to hipoteza, ktora
wymaga potwierdzenia.

Zjawisk zachodzacych w procesie patogenezy SHFM3 u cztowieka nie mozna w
bezposredni sposob przetozy¢ na model zwierzecy reprezentowany przez mysz Dac.
Mechanizmy patogenne w obydwu przypadkach sa bowiem zupetlie rézne. U myszy
mutacja przyczynowa sg insercje w genie Fbxw4, u ludzi zas tandemowa duplikacja. Do tej
pory nie udalo si¢ zidentyfikowa¢ mutacji w genie FBXW4 u pacjentéw z SHFM. Ponadto
pozostate geny w regionie krytycznym dla SHFM3, ktérych ortologi u myszy zdaja si¢ by¢
nienaruszone w przypadku ,.dactylaplasji”, sa rowniez istotne w prawidlowym rozwoju
konczyn i moga by¢ potencjalnie zaangazowane w ekspresj¢ SHFM u ludzi. Co wigcej, Lyle
1 wsp. [2006] opisali przypadek ektrodaktylii uwarunkowanej duplikacja w regionie
10g24.3, obejmujaca jedynie geny BTRC 1 POLL, a wigc o zakresie mniejszym niz typowy,
oszczedzajacym gen FBXWA.

Biatko BTRC nalezy do rodziny bialek F-box i jest elementem szlaku Wnt/B-
katenina oraz NF«xf. Zaburzenia w regulacji 1 aktywacji tych $ciezek sygnalizacyjnych
w rozwijajacym si¢ zawigzku konczyny powoduja degradacje strefy AER i sg przyczyna
wad zmniejszajacych konczyn oraz cech dysplazji ektodermalnej [Bushdid i wsp., 1998].
Biatko IKKa, rowniez kodowane przez gen zawarty w locus SHFM3, jest inhibitorem szlaku
NF«xfB, a jego stgzenie jest utrzymywane na niskim poziomie dzieki ubikwitynacji
prowadzonej przez biatko BTRC. Udowodniono, iz delecja genu /KKo u myszy powoduje
malformacje konczyn i skory [Li i wsp., 1998]. Przypuszcza si¢, ze hipotetyczna
nadekspresja genu BTRC spowodowana duplikacja w locus SHFM3 moze prowadzi¢ do
zmniejszonego poziomu B-kateniny oraz IKKa, tym samym zaburzen w strefie AER,
a ostatecznie - do ektrodaktylii [Lyle 1 wsp., 2006].

Gen FGFS$ nie jest zlokalizowany w obrebie typowej duplikacji 10q24.2, lecz jest
usytuowany w odleglosci ok. 100-120 kb i moze z duzym prawdopodobienstwem by¢
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zaangazowany w patogenez¢ SHFM. Gen ten odgrywa wazng role w regulacji prawidtowego
wzrastania 1 formowania si¢ konczyn poprzez indukcj¢ biatka SHH, ktore umozliwia
interakcj¢ pomigdzy komoérkami strefy AER i1 ZPA. Zahamowanie ekspresji Fgf8
w komorkach struktury AER konczyn przednich powoduje agenezj¢ pierwszego 1 drugiego
palca wraz z odpowiednig kos$cig §rddrecza oraz agenezje lub hipoplazje kosci ramienne;j
1 hipoplazje lub fuzje¢ kosci nadgarstka. Niemniej jednak, mutacje germinalne typu utraty
funkcji Fgf8 sg letalne, co wyklucza udziat tych zmian w patogenezie wad konczyn [Moon
1 wsp., 2000].

Sugeruje si¢, iz za mechanizmem prowadzacym do rozwoju wady uwarunkowane;j
duplikacja w locus SHFM3 stoi zaburzenie w réwnowadze pomi¢dzy wzajemng interakcja
genoéw 1 ich sekwencji regulatorowych [Friedli i wsp., 2008]. Badania nad zwigzkiem
przyczynowo-skutkowym pomiedzy stopniem ekspresji wady a wielkos$cig duplikacji 10q24
nie wykazaty istotnych korelacji. Opisany przez Dimitrova 1 wsp. [2010] proband
z najwigkszym zakresem zmiany, obejmujagcym gen FGFS8, nie wykazywal bowiem
cigzszego fenotypu.

Druga co do czestosci przyczyna SHFM bez skrécenia kosci diugich (12%) oraz
pierwszg w SHFLD (90%) jest duplikacjia w locus 17p13.3 [Klopocki 1 wsp., 2012].
W badaniach wilasnych pacjenci, u ktorych rozszczepowi rak i/lub stop towarzyszyto
skrocenie kosci diugich, stanowili 5/11 tj. ok. 50%. U zadnego z probandéw poddanych
rutynowej diagnostyce genetycznej nie zidentyfikowano duplikacji w locus 17p13.3.

Trzecim czynnikiem etiologicznym analizowanym w toku powyzszych badan byly
mutacje w genie 7P63 odpowiadajace za ok. 10% przypadkow izolowanego SHFM oraz az
90% przypadkéw zespolu EEC. W badanej grupie byt jeden proband z rozpoznanym
klinicznie zespotem EEC, u ktoérego wykluczono mutacje w sekwencji kodujacej genu 7P63.

U pozostatych probandow rowniez nie wykryto zmian w w/w genie.

5.2. Sekwencjonowanie genow WNTI10B 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 homozygotyczng mutacja
w genie DLX5 [Ugur i wsp. 2008; Blattner i wsp., 2010; Khan i wsp., 2012; Shamseldin i wsp.,

2012]. Pomimo tego, ze wady ze spektrum rozszczepu rak i/lub stop sa niezwykle rzadko
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uwarunkowane mutacjami recesywnymi, nie mozna wykluczy¢, ze ten rodzaj dziedziczenia
moze zosta¢ zidentyfikowany u pacjentow badanych w niniejszej pracy.

Rodzinne przypadki SHFM spowodowane homozygotycznymi mutacjami
w WNTI10B opisane przez Ugura i wsp. [2008] oraz Khana i wsp. [2012] dotyczyly rodzin
spokrewnionych, w ktérych ryzyko wystgpienia choréb recesywnych jest wysokie. Wywiad
rodzinny, przeprowadzony u wszystkich probandéw poddanych badaniom genetycznym
W niniejszej pracy, pozwolit wykluczy¢ pokrewienstwo rodzicéw. U zadnego z probandow
nie stwierdzono mutacji w genie WNT10B. Wynik ten byl zgodny z oczekiwaniami, niemniej
jednak przyjety przez autorke schemat postepowania diagnostycznego nakazywat
identyfikacj¢ lub wykluczenie wszystkich znanych przyczyn SHFM.

Niezwykle interesujaco przedstawiaja si¢ wyniki analizy sekwencji genu DLX5,
zlokalizowanego w locus 7q21.3-22.1 (SHFM1). Aberracje w tym regionie sg przyczyng
rozszczepu rak i/lub stop, ktoremu moga towarzyszy¢ cechy dysmortii, niedostuch typu
odbiorczego oraz cechy dysplazji ektodermalnej [Tackels-Horne i wsp., 2001]. Gen DLX5,
wraz ze zlokalizowanym w niedalekim sasiedztwie genem DLX6, pelni wazng funkcje
w procesie rozwoju konczyn. Tkankowo-specyficzna ekspresja obydwu gendéw zostala
zidentyfikowana w strukturze AER zawigzkoéw konczyn, osteoblastach rozwijajacych sie
kosci oraz w przestrzeniach mig¢dzyneuronalnych cz¢$ci podstawnej kresomodzgowia
[Simeone i wsp., 1994; Acampora i wsp., 1999; Lo lacono 1 wsp., 2008]. W modelu mysim,
podwdjny lecz nie pojedynczy knock-out genowy DIx5/DIx6 wykazuje ektrodaktyli¢ oraz
wady twarzoczaszki 1 ucha wewnetrznego [Robledo 1 wsp., 2002].

U probandow IV 1 V wykryto te¢ sama heterozygotyczng mutacj¢ typu nonsense
(p-E39X) w homeodomenie, w eksonie pierwszym badanego genu. Mutacja ta powoduje
wprowadzenie przedwczesnego kodonu stop, co skutkuje najprawdopodobniej degradacja
transkryptu w procesie NMD (ang. nonsense-mediated decay). Do tej pory opisano jedynie
jeden rodzinny przypadek rozszczepu rak i/lub stop uwarunkowany mutacja w genie DLX5.
W opisanej rodzinie przyczyng wystapienia wady u dwoch sidstr byla homozygotyczna
mutacja missense p.Q178P w homeodomenie, w eksonie 2 genu DLX5. Bezobjawowi
rodzice siostr byli spokrewnieni i byli nosicielami mutacji w uktadzie heterozygotycznym.
U jednej z siostr malformacjom rak i stop towarzyszyto skrocenie kosci dlugich, a u drugiej
niedostuch. Obie siostry manifestowaty nieznaczne cechy dysmorfii [Shamseldin 1 wsp.,
2012]. Identyfikacja mutacji patogennej w genie DLX5 byta pierwszym i1 do tej pory
jedynym opisanym dowodem na bezposredni udziat mutacji punktowych genu

w patogenezie wad konczyn ze spektrum SHFM.
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W badaniach wiasnych, proband IV z obustronnym izolowanym typowym
rozszczepem rak odziedziczyl mutacje p.E39X od zdrowej matki, co moze podwazad
patogennos$¢ zmiany. Jednakze czeste w ektrodaktylii zjawisko niepetnej penetracji oraz
niepolimorficzny (mutacja typu nonsense) charakter mutacji nie pozwala wykluczy¢ udziatu
tego wariantu w patogenezie wady u probanda IV. Za patogennoscig wykrytego wariantu
przemawia rowniez fakt wykrycia tej samej mutacji w rodzinie V. U probanda
V wystepowata izolowana czterokonczynowa ektrodaktylia. U jego syna stwierdzono duzo
fagodniejsza manifestacje wady, charakteryzujaca si¢ hipoplazja, syndaktylig i klinodaktylig
palcow 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 1 V mutacja w genie DLX5 nie ma jednoznacznie okreslonego udziatu
w rozwoju wady. Aby udowodnic¢ role stwierdzonego wariantu w rozwoju SHFM konieczne
byloby zbadanie nosicielstwa zmiany u kolejnych cztonkow obydwu rodzin oraz jej
identyfikacja w wigkszej grupie niespokrewnionych probandow. Bylby to pierwszy
przypadek wystapienia izolowanej wady ze spektrum SHFM o niepelnej penetracji,

uwarunkowanej mutacja typu nonsense na jednym allelu genu DLX3.

5.3. Badania technikg porownawczej hybrydyzacji genomowej
do mikromacierzy oligonukleotydowej (aCGH)

Choroby genomowe uwarunkowane rzadkimi wariantami liczby kopii (CNV)
o charakterze patogennym zostaty po raz pierwszy opisane w zespotach wad wrodzonych
takich jak: zespdt Smitha-Magenis, zespdt Sotosa, zespot Wilamsa-Beurena [Girirajan
1 wsp., 2006; Kriek 1 wsp., 2006]. W okresie ostatnich kilku lat pojawia si¢ coraz wiecej
doniesien opisujacych nowe CNV, stanowiace przyczyne wad wrodzonych, zarowno wad
izolowanych, jak i1 zespotow wad mnogich, ktorych podtoze genetyczne byto wczes$niej
nieznane. Wynika to z coraz wigkszej dostepnosci metody aCGH, ktora jest skutecznym
narzgdziem umozliwiajagcym identyfikacje niezrownowazonych zmian genomowych.
Analiza wynikéw aCGH przysparza wiele trudnosci ze wzgledu na ogrom danych, czgsto
trudnych do interpretacji. Odsetek polimorficznych CNV, stanowiacych o zmiennosci
migdzyosobniczej, jest w genomie ludzkim zaskakujaco duzy. Ilos¢ CNV wykrywanych
metoda aCGH zalezy od rozdzielczos$ci mikromacierzy oligonukleotydowej. W niniejszych

badaniach wykorzystywano mikromacierze o wysokiej rozdzielczosci, tj. 1.4 miliona sond
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na haploidalny genom, ktére pozwolilty na wyodrgbnienie u pojedynczego probanda $rednio
70 zmian CNV o wielkosci powyzej 3-5 kb. Sporym wyzwaniem jest oddzielenie wariantow
polimorficznych od patogennych. Umozliwiaja to internetowe bazy danych, gromadzace
informacje o wszystkich opisanych wariantach liczby kopii u zdrowych osobnikdéw (np. baza
DGV). Ocena patogennosci pozostatych, potencjalnie niepolimorficznych zmian, jest
jeszcze bardziej wymagajaca, zwlaszcza jesli nie znajduja si¢ w ich obrebie lub poblizu geny
o znanej funkcji u cztowieka lub ktorych funkcja nie zostala okre$lona w badaniach
przeprowadzonych na modelach zwierzecych. W takiej sytuacji nalezy polega¢ na wyniku
badan rodzinnych lub badan przeprowadzonych na wigkszej grupie pacjentow. Identyfikacja
danej zmiany u probanda oraz u chorego krewnego lub niespokrewnionego probanda
o zblizonym fenotypie, lub jej wykluczenie u zdrowych rodzicow pacjenta, jest silnym
argumentem przemawiajacym za patogenno$cig wariantu. Analogicznie stwierdzenie
nosicielstwa zmiany u jednego ze zdrowych rodzicow probanda w znacznym stopniu
podwaza jej patogenny charakter. Nie mozna go jednakze wykluczy¢ ze wzgledu na dos¢
powszechnie wystepujace w wadach konczyn zjawisko niepelnej penetracji cechy.

Analiza  porownawczej  hybrydyzacji  genomowej do  mikromacierzy
oligonukleotydowej przeprowadzona u 30 probandéw pozwolita na wykrycie/wykluczenie
znanych zmian genomowych, odpowiadajacych za fenotyp oraz umozliwita identyfikacje¢
nowych CNV o potencjalnym udziale w patogenezie wady. W wyniku powyzszej analizy
udato si¢ jednoznacznie ustali¢ przyczyne molekularng wady u dwoéch pacjentow oraz

wykry¢ zmiany o niejednoznacznie okreslonej patogennos$ci u pigciu probandow.

Rodzina VI

U probanda VI z izolowang postacia typowego rozszczepu rak i stop
zidentyfikowano delecje w locus dla 7q21.3 (SHFM1). Zmiana ta jest jedna z najmniejszych
opisanych dotychczas delecji w locus SHFM1. Do niedawna minimalny opisywany region
delecji, wspodlny dla wigkszosci pacjentow z SHFM, obejmowat geny DYNC111, SLC25413,
DSS1, DLX5 oraz DLX6, z ktorych jedynie rola DLXS5 i DLX6 zostata jednoznacznie ustalona
we wczesnym rozwoju konczyn. Udzial genow DIx5/DIx6 w patogenezie SHFM zostat
mianowicie okreslony w badaniach modelu mysiego [Merlo 1 wsp., 2002], a identyfikacja
homozygotycznej mutacji w genie DLX5 u pacjentki z zespotowa forma SHFM
jednoznacznie potwierdzila jego bezposrednig rolg w etiologii wady [Shamseldin i wsp.,
2012]. Kouwenhoven i wsp. [2010] opisali przypadek pacjenta z izolowanym SHFM,
u ktorego wada byta spowodowana delecja w locus 7q21.3 o wielkos$ci 880 kb, obejmujaca
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geny DSS1, SLC25A413 oraz fragment genu DYNCII1, lecz nie naruszajaca DLX5 i DLX6.
Sktonito to autoréw do badan nad identyfikacja sekwencji regulatorowych kontrolujacych
ekspresje DLX5/DLX6 w regionie zmiany. Ekspresja obydwu gendéw jest regulowana przez
biatko TP63, co jednoczesnie ttumaczy podobny fenotyp u pacjentow z SHFM1 1 SHFM4
[Lo lacono i wsp., 2008]. Kouwenhoven i wsp. [2010] zlokalizowali miejsce wigzania TP63
w odleglosci 300 kb w kierunku 5’od genow DLX5 i DLX6 (SHFM1-BS1) oraz dowiedli
regulatorowa rolg tej sekwencji w kontroli ekspresji obydwu genéw. Wykazano, iz ekspresja
genow DIx5/DIx6 zostaje zredukowana zarowno na skutek inaktywacji biatka p63, jak
1 sekwencji regulatorowych kontrolowanych przez p63 [Kouwenhoven i wsp., 2010].
Ostatnie badania modelu myszy i zebrafish nad transkrypcyjna regulacja DLX5/6 pozwolity
zidentyfikowa¢ dodatkowe tkankowo-specyficzne enhancery, ktorych inaktywacja
zwigzana byla z wadami konczyn, twarzoczaszki oraz utrata stuchu, a wigc fenotypami
czegsto obserwowanymi u pacjentOow z rearanzacjami w locus 7q21. Dwa z posrod
eksonowych enhancerow (eExons), zlokalizowane sa w eksonach 15 1 17 sekwencji
kodujacej genu DYNC1I1 w odlegtosci 900 kb w kierunku 5’ od gendw DLX5/DLX6. Gen
DYNCIII koduje tancuch I podjednostki cytoplazmatycznego kompleksu bialek
motorycznych z rodziny dynein, odpowiedzialnych za wsteczny transport aksonalny
w neuronach. Gen DYNCIII nie ulega ekspresji w rozwijajacych si¢ koficzynach, w zwigzku
z czym jego inaktywacja spowodowana cze$ciowa delecja nie jest prawdopodobnie
przyczyng wad konczyn ze spektrum SHFM [Birnbaum 1 wsp., 2012a; Birnbaum 1 wsp.,
2012].

W odniesieniu do powyzej przytoczonych danych, wynik uzyskany w badaniach
wlasnych w rodzinie VI przedstawia si¢ niezwykle ciekawie, bowiem zakres stwierdzonej
delecji jest znacznie mniejszy niz typowy. Zmiana o wielkosci 205 kb nie obejmowata
genow DLX5, DLX6 1 DSS1, w jej obrebie byly natomiast zmapowane enhancery w eksonie
15 1 17 genu DYNCIII (eExons 15 i 17) (ryc. 50). Wada w opisywanej rodzinie
spowodowana byta delecja sekwencji regulatorowych kontrolujacych ekspresje genow

DLX5/6.

88



DYSKUSJA

e o M L Forward strand me—
95.2Mb 95.4Mb 95.6Mb 95.8M 96.0Mb 96.2Mb 96.4Mb 96.6Mb
Chromosome bands q
Genes (GENCODE) « ‘= e = = = (i
< AC003079.1 <|MIR591 < C7orf76 < RP11-682N22.1 < RN7S5L252P
AC002451.1 > < AC084368.1
RNUG6-532P >
RNUG-364P >
AC002451.3 > RNU7-188P > MARKZP10 >
< AC004458.1 < DLX6-AS1
AC096775.2 > < DLX6-AS2
< HMGB3P21
95.2Mb 95.4Mb 95.6Nb 95.8M 96.0Mb 96.2Mb 96.4Mb 96.6Mb

Ensembl Homo sapiens version 74.37 (GRCh37) Chromosome 7: 95,158,415 - 96,798,406

Rycina 50. Genomowa lokalizacja delecji w locus 7q21.3 zidentyfikowanej w rodzinie VI. Ramka
zaznaczono zakres zmiany. Delecja obejmuje fragmenty genéw DYNCI11 oraz SLC25A42.

Zgodnie z najnowszym doniesieniem ze stycznia 2014 roku, najmniejsza delecja
w locus 7921, sposrod opisanych do tej pory, ma wielkos¢ 106 kb 1 obejmuje wylacznie
eksony 11-18 genu SLC25413 oraz eksony 14-17 genu DYNC111, nie naruszajac tym samym
genow DLX5/6. 1dentyfikacja w/w zmiany pozwolifa ustali¢ minimalny region krytyczny
dla SHFM1. Delecja zostala stwierdzona u dwoch pacjentdw (proband 1 jego wujek)
manifestujacych izolowany rozszczep rak i stop oraz u czterech zdrowych czlonkoéw tej
samej rodziny. Wynik potwierdza poprzednie doniesienia na temat roli sekwencji
regulatorowych w eksonach 15117 genu DYNC111 w kontroli ekspresji genow DLX5/6 oraz
wskazuje na niepetng penetracje zmiany zlokalizowanej w locus 7q21 [Lango 1 wsp., 2014].
Van Silfhout i wsp. [2009] opisali przypadek czterokonczynowej typowej ektrodaktylii
uwarunkowanej inwersja o wielkosci 190 kb. Zmiana ta, tak samo jak u pacjenta VI oraz
probanda opisanego przez Lango i wsp. [2014] oszczgdzata geny DLX5, DLX6 1 DSS1 oraz
obejmowata fragment genu DYNC111, w tym enhancery zlokalizowane w eksonach 151 17.
Wynik badan wtasnych w odniesieniu do przypadkéw opisanych powyzej dowodzi, iz
manifestacja wady ze spektrum rozszczepu rak i/lub stop wynika nie tylko z inaktywacji
genodw DLX5/DLX6, lecz rowniez z inaktywacji ich sekwencji regulatorowych. Wynik ten
ma duzg warto$¢ poznawczg i stanowi istotny wklad w badania nad mechanizmem

patogenezy wad konczyn.

Proband VII

Bardzo interesujaco przedstawiaja si¢ wyniki analizy aCGH u probanda VII,
u ktorego zidentyfikowano duplikacje w locus Xp22.31 o wielkosci 108,316 kb. Mutacja

odziedziczona od zdrowej matki probanda obejmowata calg sekwencje kodujaca genu KAL/

(ryc. 51).
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Rycina 51. Genomowa lokalizacja duplikacji w locus Xp22.31 zidentyfikowanej u probanda VIL
Ramkg zaznaczono zakres zmiany. Duplikacja obejmuje gen KALI.

W trakcie rozwoju embrionalnego, gen KAL ulega ekspresji w rdzeniu kregowym,
nerkach, opuszce wechowej oraz siatkowce. Produkt genu — anosmina-1 jest wydzielnicza
glikoproteing adhezyjna, ktora kontroluje rozwdj neurondw wechowych oraz migracje
neurondéw produkujacych gonadoliberyne (GnRH ang. gonadotropin-releasing hormone).
Fibronektynowe domeny typu III w strukturze anosminy-1 wykazuja zdolno$¢ wigzania
siarczanu heparanu (HS, ang. heparine sulfate) [Cariboni 1 wsp., 2004].

Mutacje typu utraty funkcji w genie KAL/, w tym delecje oraz mutacje punktowe,
odpowiadajg za forme¢ zespotu Kallmanna sprzezong z chromosomem X i stanowigca
przyczyne 10-12% wszystkich przypadkow tej anomalii. Zespot Kallmanna (KS, ang.
Kallmann Syndrome) jest heterogennym zaburzeniem, w ktérym wystepuje hipogonadyzm
hipogonadotropowy wynikajacy z niedoboru gonadoliberyny w skojarzeniu z hiposmig lub
anosmig, spowodowang dysgenezja opuszki wechowej. Giéwnym cechom fenotypowym KS
czesto towarzyszg wady dodatkowe, w tym: niedostuch typu odbiorczego, aplazja nerek,
rozszczep wargi/podniebienia oraz wady kostne [Dodé¢ 1 wsp., 2003]. U probanda VII
stwierdzono wade konczyn dolnych ze spektrum rozszczepu, atypowa wade lewej reki, wade
kregostupa, cechy dysmorfii, niedostuch, wnetrostwo, mate pracie oraz opdzniony rozwoj
mowy. Wykluczono natomiast hipogonadyzm hipogonadotropowy. Pacjent nie wykazywat
réwniez anosmii, co zostanie zweryfikowane w planowanych badaniach wechu. Ponadto
duplikacje genu KAL! nie byly do tej pory opisywane u pacjentéw z KS, tak wigc zarowno
fenotyp, jak 1 genotyp probanda nie odpowiadaly klinicznemu rozpoznaniu zespotu
Kallmanna.

Intrygujacy jest mechanizm ekspresji zespotu wad u pacjenta VII na skutek
duplikacji genu KAL . Badania prowadzone nad molekularnymi przyczynami KS wykazaty
interakcj¢ pomigdzy anosming-1, a biatkiem FGFRI1 [Gonzalez-Martinez i wsp., 2004].
Mutacje typu utraty funkcji w genie FGFR1 s3 drugg opisang przyczyng zespotu Kallmanna
dziedziczonego autosomalnie dominujaco o niepetnej penetracji i odpowiadaja za ok. 10%

przypadkéw [Dodé 1 wsp., 2003]. Na szczegdlna uwage zastuguje fakt, iz mutacje w FGFR1
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warunkujg wady konczyn wystepujace u czesci pacjentdow z zespotem Kallmanna, m.in.
zrost IV 1 V kosci $rodregcza, klinodaktylig oraz oligodaktyli¢ [Dodé 1 wsp., 2003, Jarzabek
1 wsp., 2012]. Co ciekawe, wigkszos$¢ cech stwierdzonych u probanda VII identyfikuje si¢
roOwniez u pacjentow z zespotem Hartsfielda, uwarunkowanym mutacjami w FGFRI
1 charakteryzujgcym si¢ wspotwystepowaniem holoprosencefalii 1 ektrodaktylii [Simonis
1 wsp., 2013]. Do wspolnych objawoéw naleza: ektrodaktylia, opdznienie rozwoju w stopniu
lekkim, male pracie, wngtrostwo oraz cechy dysmorficzne twarzy. Holoprosencefalia zostata
wykluczona w obrazowaniu glowy metoda rezonansu magnetycznego, dlatego diagnoza
w kierunku zespotu Hartsfielda nie zostala potwierdzona. Fenotyp pacjentow z tg anomalig
jest rezultatem utraty aktywnosci sygnalizacyjnej biatka FGFR1. Proteina ta jest receptorem
typu 1 czynnika wzrostu fibroblastow, ktérego domena cytoplazmatyczna wykazuje
aktywnos$¢ kinazy tyrozynowe;.

Gen FGFRI ulega ekspresji w wielu tkankach embrionalnych 1 bierze udziat
w réznorodnych procesach rozwojowych. Wykazano, iz swoista tkankowo inaktywacja
Fgfrl powoduje u myszy wady mozgowia wynikajace z zaburzeh w formowania si¢ drog
spoidtowych oraz wady konczyn polegajace na syndaktylii I1I 1 IV palca, a takze na agenezji
palcow 1 kosSci srodrecza/srddstopia w centralnej oraz przedosiowej czesci konczyny [Tole
1 wsp., 2006, Li 1 wsp., 2005, Verheyden 1 wsp., 2005, Yu i wsp., 2008]. Niewatpliwie,
receptor FGFR1 pelni niezwykle istotng funkcje w morfogenezie uktadu kostnego oraz
mozgu u kregowcdéw. W odniesieniu do powyzej przytoczonych danych, wigkszos¢ cech
fenotypowych stwierdzonych u pacjenta VII (wady kostne, opdznienie rozwoju,
wnetrostwo, mate pracie, cechy dysmorfii) mozna przypisa¢ zaburzeniom w sygnalizacji
indukowanej przez FGFR1.

Anosmina-1 stymuluje aktywno$¢ sygnalizacyjng biatka FGFR1 poprzez interakcje
zalezng od HS. Receptor wigze si¢ z ligandem FGF2 w obecnos$ci siarczanu heparanu, co
skutkuje dimeryzacja receptora i aktywacja kinazy tyrozynowej. Anosmina-1 dziala jako
donor HS do kompleksu FGFR1-FGF2. Hu 1 wsp. [2009] badajac migracj¢ neuroblastow
GnRH przy obnizonym poziomie ekspresji genu Ka/l u myszy wysungli hipoteze, iz
stymulacja FGFR1 jest zalezna od dawki anosminy-1. W warunkach fizjologicznych
aktywacja receptora zachodzi przy niskim stezeniu anosminy- 1, podczas gdy wysoki poziom
bialka hamuje aktywno$¢ FGFR1. Zdaniem autoréw zjawisko to wynika ze zdolnosci
niezwigzanej z HS anosminy-1 do taczenia si¢ z receptorem FGFRI1, co uniemozliwia
utworzenie aktywnego kompleksu FGFR1-FGF2-HS [Hu i wsp., 2009]. Dzieje si¢ tak przy

podwyzszonym stezeniu anosminy-1, ktérej nadmiar niezwigzany z siarczanem heparanu,
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blokuje receptor FGFRI1. Opozycyjne efekty biologiczne wynikajace ze zdolno$ci
anosminy-1 do przytaczania HS badz wigzania si¢ z receptorem FGFRI, s3
odzwierciedleniem zaburzenia rownowagi w ekspresji genu KAL-I, co moze stanowic
przyczyng anomalii opisanych powyze;j.

W odniesieniu do przytoczonych danych, mozna hipotetycznie zatozy¢, ze cechy
kliniczne stwierdzone u pacjenta VII wynikaja z obnizenia aktywno$ci sygnalizacyjnej
FGFR1 na skutek nadekspresji genu KALI, bedacej nastepstwem hemizygotycznej
duplikacji w locus Xp22.31. Nosicielstwo mutacji u bezobjawowych matki oraz ciotki
pacjenta, wskazuje na recesywny rodzaj dziedziczenia. Niemniej jednak, jednoznaczne
powigzanie niniejszej aberracji z okre§lonym zespolem wad wymaga badan

przeprowadzonych na wigkszej grupie pacjentéw o zblizonych cechach klinicznych.

Probandka VIII

U probandki VIII zidentyfikowano delecj¢ w locus o wielkosci 270 kb, ktéra
usytuowana jest w odlegtosci 158 kb w kierunku 3’ od genu SMOC?2 oraz w odlegtosci 500
kb od genu DACT?2 (ryc. 52). Mutacja zostata odziedziczona od zdrowego ojca pacjentki.

| 1.00 Mb Fdrward strand mee—
e
168.8Mb 169.0Mb 169.2Mb 169.4Mb 169

Assembly excepti
Chromosome bands | q27
.
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< RP11-503C24.2 RP1-39)2.1 > RP1-125N5.4 > < RP3-F95K2.2
RP11-503C24.3 > RPB-495K2.1 >
RP11-503C24.4 > < RP11-4Q 7E7.1
< CTAGE13P < RP11}417E7.2
< RP11-503C24.6 - XXyac-YX65C7_A2 >
Assembly excepti...
168.8Mb 169.0Mb 164 2Mb 169.4Mb 169

Ensembl Homo sapiens version 74.37 (GRCh37) Chromosome 6: 168,621,427 - 169,621,426

Rycina 52. Genomowa lokalizacja duplikacji w locus 6927 zidentyfikowanej u probandki VIII.
Ramka zaznaczono zakres zmiany. Duplikacja zlokalizowana jest w odleglosci ok. 158 kb od genu
SMOC?2 oraz ok. 500 kb od genu DACT?.

Obydwa geny zaangazowane s3 w rozwdj uzgbienia. U pacjentow z oligodoncja
identyfikuje si¢ homozygotyczne mutacje w genie SMOC2, natomiast rola genu DACT?2
w odontogenezie polega na inhibicji szlaku Wnt/B-katenina, kluczowego w procesie rozwoju
zawigzkéw zebow [Bloch-Zupan i wsp., 2011; Li i wsp., 2013]. U pacjentki nie stwierdzono
wad uzgbienia. Wadom konczyn towarzyszyty natomiast barwnikowe zmiany skorne w
postaci plamek w kolorze kawy z mlekiem. W odniesieniu do powyzszych danych, rola genu
SMOC?2 w patogenezie fenotypu u probandki jest mato prawdopodobna. Gen DACT?2 zdaje
si¢ by¢ lepszym kandydatem. W ostatnich doniesieniach udowodniono bowiem, ze ortolog

genu u kury ulega silnej ekspresji w rozwijajacych si¢ konczynach na réznych etapach
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embriogenezy oraz we wczesnych etapach kostnienia. Wysoki poziom ekspresji
identyfikowany byl m. in. w prechondrogennych komodrkach mezenchymy oraz w blastemie
palcow. Mechanizm, ktéry moze prowadzi¢ do nieprawidtowo$ci w morfogenezie konczyn
w zwigzku z nieprawidlowg ekspresja genu DACT2, moze wynika¢ z roli biatka w kontroli
sygnalizacji szlakow Wnt 1 TGF-P [Sensiate i wsp., 2013]. Biatko DACT2 jest inhibitorem
szlaku TGF-B, a jego nadekspresja czesciowo hamuje zalezne od TGF-3 formowanie si¢
mezodermy, co udowodniono w badaniach modelu Danio rerio [Zhang i wsp., 2004].
Zidentyfikowana u pacjentki zmiana nie obejmuje omawianego genu, ale nie mozna
wykluczy¢, ze w obrebie zduplikowanej sekwencji znajdujg si¢ elementy regulatorowe dla
genu DACT2. Do chwili obecnej nie ma na ten temat zadnych doniesien w piSmiennictwie.
Potencjalnie patogenny charakter stwierdzonej zmiany ostabia dodatkowo fakt identyfikacji
jej nosicielstwa u zdrowego ojca pacjentki, jednakze w takim przypadku nalezy wzig¢ pod
uwage mozliwo$¢ niepelnej penetracji zmiany lub obecno$¢ innego czynnika
uszkadzajacego druga kopie¢ genu.

U pozostatych pacjentéw z nieprawidtowym wynikiem badan aCGH (pacjenci IX-
XII) nie udato si¢ zidentyfikowa¢ jednoznacznej przyczyny wady, przede wszystkim ze
wzgledu na brak jakichkolwiek doniesien $§wiadczacych o patogennosci wykrywanych
zmian oraz ze wzgledu na brak w ich obregbie lub otoczeniu genéw o ustalonej funkcji w
formowaniu si¢ uktadu kostnego. Wyjatek stanowi pacjent XII, u ktorego zidentyfikowano
niewielka delecje (33,4 kb) w locus 8q22.1, zlokalizowang w odleglosci 560 kb w kierunku
5’ od genu GDF6 (ryc. 53).
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RP11-328L11.1 < AC116154.1 < RP11-31K23.2 F
RPIj1-90P11.1 >
< RP11-44N17.1
< RP11-44N17.2
< KB-1043D8.8
KB-1043D8.6 >
96.4Mb L196.6Mb 96.8Mb 97.0Mb 97.2Mb

Ensembl Homo sapiens version 74.37 (GRCh37) Chromosome 8: 96,340,607 - 97,340,606

Rycina 53. Genomowa lokalizacja delecji w locus 8q22.1 zidentyfikowanej u probanda XII. Ramka
zaznaczono zakres zmiany. Delecja zlokalizowana jest w odlegtosci ok. 560 kb od genu GDF6.

Biatko GDF6 nalezy do rodziny biatek morfogenetycznych kos$ci oraz biatek szlaku
TGF-f 1 jest wymagane do prawidlowego formowania si¢ kosci 1 stawow w konczynach,
czaszce 1 kregostupie. Mutacje w genie Gdf6 powoduja u myszy brachypodyzm, cechujacy

si¢ skroceniem oraz zmniejszeniem liczby kosci w obrgbie szkieletu obwodowego [Storm i
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wsp., 1994]. Stwierdzona delecja nie obejmuje jednak genu, lecz znajduje si¢ w pewnej
odleglosci od niego, przy czym do chwili obecnej nie ma zadnych doniesien na temat
istnienia w tym regionie sekwencji regulatorowych, kontrolujacych ekspresje genu GDF6.
Ponadto bioragc pod uwagg fakt identyfikacji powyzszej zmiany u zdrowego ojca probanda,
jej zwiazek z fenotypem jest niejasny. Bezobjawowe nosicielstwo stwierdzonych zmian
genomowych u jednego z rodzicoOw zostato okreslone rowniez dla probandéw IX i X i jest
powodem podobnych trudnosci interpretacyjnych. Ponadto niewielki rozmiar zmian (33-92
kb) dodatkowo zmniejsza prawdopodobienstwo patogennosci. Niemniej jednak nalezy
dopusci¢ mozliwos$¢ udziatu powyzszych aberracji w procesie powstawania malformacji
konczyn, gdyz zidentyfikowane CNV nie byty dotychczas opisywane w bazach danych jako
tagodne polimorfizmy, a funkcje lezacych w ich obrebie gendw, jesli nie zostaty do tej pory
poznane, mogg zosta¢ okreslone w przysztych badaniach. Powigzanie wykrytych zmian
genomowych z malformacjami konczyn wymaga identyfikacji podobnych CNV u kolejnych

pacjentdw ze zblizonym fenotypem.

5.4. Sekwencjonowanie genow kandydujacych

W niniejszej pracy wykonano sekwencjonowanie dwoch gendéw kandydujacych:
BHLHA9 oraz BHLHBS u wszystkich 27 probandow, u ktérych wykluczono patogenne
zmiany. Analizie sekwencyjnej poddano rowniez eksony 15 1 17 genu DYNCIII
u 9 pacjentéw manifestujacych klasyczny izolowany rozszczep rak i/lub stop. Badanie to
mialo na celu:

e w przypadku genu BHLHA9Y, potwierdzenie jego bezposredniej roli w patogenezie
wad koficzyn o typie rozszczepu,

e w przypadku genu DYNCIII, identyfikacje¢ mutacji w enhancerach,
zlokalizowanych w eksonach 151 17 u pacjentéw z typowym rozszczepem, u ktorych
na podstawie fenotypu mozna byto przypuszczaé, iz wada zwigzana jest z locus
SHFM1,

e w przypadku genu BHLHBS, okres$lenie jego potencjalnego znaczenia w patogenezie

wad ze spektrum SHFM

Gen BHLHBS5 zmapowany zostal w delecji w locus 8q22.3 zidentyfikowanej

u pacjentki z zespotowa forma obustronnego rozszczepu stop, ktéremu towarzyszyta
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niepetnosprawnos¢ intelektualna, niedostuch lewostronny, hipotonia mig$niowa, odstajace
topatki, szeroka klatka piersiowa [Mayer, 2007]. Zasugerowano udziat genu w manifestacji
fenotypu u pacjentki, ze wzgledu na to, ze ulega on ekspresji w wigkszosci tkanek mozgu
[Xu1wsp., 2002], co mozna byto powigzac z niepetnosprawnoscig intelektualng stwierdzong
u probanda. Nieznana jest rola genu w rozwoju konczyn, jednakze zdiagnozowany
u pacjenta rozszczep stop nie pozwala wykluczy¢ jego potencjalnego udziatu w patogenezie
wad konczyn. U zadnego z badanych probandoéw nie stwierdzono mutacji w genie BHLHBS.

Sekwencjonowanie eksonow 15 1 17 w genie DYNCIII zostalo wykonane ze
wzgledu na potwierdzony w piSmiennictwie oraz badaniach wiasnych, patogenny charakter
aberracji chromosomowych w tym regionie. Zlokalizowane sa tam bowiem sekwencje
regulatorowe kotrolujace ekspresje gendéw DLX5 1 DLX6 i w zwiazku z tym mozna byto
przypuszczaé, iz ewentualne mutacje punktowe beda miaty podobny efekt. U zadnego
z poddanych analizie pacjentdw nie stwierdzono zmian w analizowanym zakresie.

Region krytyczny dla duplikacji w locus 17p13.3 u pacjentéw z SHFM/SHFLD
ograniczony jest jedynie do genu BHLHA9. Wykazano, Ze ekspresja ortologu ludzkiego
genu BHLHA9 u myszy 1 Danio rerio identyfikowana jest w strefie AER mezenchymy
zawigzkow konczyn, a wyciszenie genu skutkuje skroceniem pletwy brzusznej u Danio rerio
[Klopocki 1 wsp., 2012]. Badania te jednoznacznie potwierdzity udziat genu w procesie
morfogenezy konczyn u kregowcow oraz zwigzek przyczynowo-skutkowy duplikacji genu
BHLHA9 z SHFLD/SHFM. Do tej pory nie opisano patogennych mutacji punktowych
w genie BHLHA9. W badaniach wlasnych u pacjentki VIII wykryto heterozygotyczna
mutacj¢ p.R187G w eksonie 1 genu, ktorej nosicielstwo potwierdzono u zdrowej matki
probandki 1 wykluczono u zdrowego ojca. Analiza bioinformatyczna przeprowadzona przy
pomocy programu PolyPhen wykazala potencjalnie patogenny charakter zmiany. Program
SIFT sklasyfikowal wariant jako tolerowany, program Mutation Taster jako polimorfizm.
Wynik tej analizy nie powinien by¢ traktowany jako bezwzgledny, jednakze mozna
stwierdzi¢ z duzym prawdopodobienstwem, ze wariant nie jest patogenny.

Mutacja w genie BHLHA9 jest druga, obok duplikacji w locus 6q27, zmiang
zidentyfikowang u probandki. Omoéwienie pierwszej aberracji zostato przedstawione
w rozdziale 5.3. W przypadku obydwu zmian ich zwigzek z fenotypem pacjentki jest
dyskusyjny, przede wszystkim ze wzglgedu na nosicielstwo zmian u zdrowych rodzicow.
Mutacja w genie BHLHA9 zostala odziedziczona od matki, duplikacja w locus 6q27 od ojca.
W tym przypadku mozna ewentualnie rozwazy¢ model dziedziczenia dwuczynnikowego,

w ktorym manifestacja fenotypu uzalezniona bylaby wylacznie od jednoczesnego
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wystapienia dwoch zmian, w tym przypadku duplikacji w locus 6q27 oraz mutacji w genie
BHLHAY9. Teoria ta nie wyjasnia jednak watpliwos$ci interpretacyjnych w powyzszym
przypadku, ze wzgledu na to, ze obie mutacje zlokalizowane sa w odrgbnych /loci

genomowych.

5.5. Sekwencjonowanie eksomu

W ostatnich latach nastapit znaczny postgp techniki sekwencjonowania. Dzigki
rozwijajacym si¢ technikom wysokowydajnego sekwencjonowania nastepnej generacji
(ang. mext generation sequencing) mozliwe jest jednoczasowe okreslenie u probanda
sekwencji wszystkich kodujacych odcinkow w genomie, ktdre stanowig ok 1,5-2% catej
sekwencji genomu cztowieka. Sekwencjonowanie eksomu generuje ogromng ilo$¢ danych,
ktorych analiza nie bytaby mozliwa gdyby nie programy bioinformatyczne, stuzace do
filtrowania danych, a wigc wyodrebniania artefaktow oraz zmian potencjalnie patogennych
1 polimorficznych. Metoda ta umozliwia identyfikacj¢ nowych wariantow, ktore moga by¢
zaangazowane w manifestacje danego fenotypu.

Sekwencjonowanie eksomu przeprowadzono u 10 probandow, z czego u dwoéch
udato si¢ zidentyfikowa¢ mutacje, ktére moga potencjalnie odpowiadaé za wystepowanie

wady.

Proband XIII

U probanda XIII stwierdzono homozygotyczng mutacje p.G1061E w eksonie 23
genu ROBOI. Nosicielstwo mutacji w uktadzie heterozygotycznym wykryto u zdrowych
rodzicow probanda oraz wykluczono u zdrowego brata probanda. W celu wykluczenia
polimorficznego charakteru zmiany, zsekwencjonowano badany region u 192 o0s6b
z polskiej grupy kontrolnej, nie znajdujac heterozygotycznej mutacji w zadnej z prob.
Zmiany nie stwierdzono roéwniez wsrdod polimorficznych wariantdow zgromadzonych
w bazie danych EVS.

Y TV WV —

1 p.G1061E 1650

Rycina 54. Lokalizacja mutacji p.G1061E w biatku ROBOI. IG — domeny immunoglobulinopodobne,
FN3 — moduty fibronektyny, rézowe figury — regiony o niskiej ztozonosci.
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Biatka ROBO (ang. Roundabout) naleza do nadrodziny immunoglobulin i sg
transblonowymi receptorami dla biatek SLIT. Kompleks ligand-receptor kontroluje proces
migracji komorek - w tym mioblastow, reguluje przewodnictwo aksonalne oraz uczestniczy
w projekcji aksondw do roéznych regiondéw osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).
Gltownag funkcja biatek ROBO jest kierowanie stozkow wzrostu aksondéw 1 dendrytoéw na
zewnatrz od linii posrodkowej w trakcie rozwoju OUN [Seeger i wsp., 1993; Kidd i wsp.,
1998]. Biatko ROBO1 wykazuje wysoki stopien zakonserwowania ewolucyjnego i jest
jednym z czterech bialek z rodziny Robo, identyfikowanych u kregowcow (Robol-4).
Ektodomena wszystkich receptorow Robo, z wyjatkiem Robo4, jest zbudowana z pigciu
domen immunoglobulinopodobnych (IG) oraz trzech powtarzajacych si¢ modulow
fibronektyny typu 3 (FN3) (ryc. 54). Domeny cytoplazmatyczne wykazuja niski stopien
zakonserwowania ewolucyjnego, wyjatek stanowig cztery motywy CC (ang. conserved
cytoplasmic) (CCO-CC3), ktore wystepuja w réznych kombinacjach w biatkach Robo
[Dickson i wsp., 2006]. U bezkregowcow i kregowcoOw mechanizm interakcji ligandu SLIT
z receptorem ROBO jest wspolny i1 polega na potaczeniu si¢ domeny D2 biatka SLIT
z domeng IG1 receptora ROBO (ryc. 55), w obecnosci siarczanu heparanu [Morlot 1 wsp.,
2007; Lee 1 wsp., 2004]. Utworzenie si¢ kompleksu SLIT-ROBO powoduje zmiang
konformacji receptora ROBO, na drodze mechanizmu, ktory nie jest do konca poznany, lecz
prawdopodobnie polega na przemianie biatka ze stanu dimerycznego do monomerycznego
lub odwrotnie. Powoduje to zwigkszenie dostepnosci cytozolowych, bogatych w proling
domen C3 1 C2 dla biatek adaptorowych, ktore nastepnie inaktywuja GTPazy z grupy Rho,
co prowadzi do zmiany dynamiki cytoszkieletu komorki [Hussain i wsp., 2006; Wong 1 wsp., 2001].

cT
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Slit

cell membrane

cc2

Rycina 55. Schemat przedstawiajacy interakcje¢ domeny D2 ligandu Slit z domena IG1 receptora
Robo [na podstawie: Hohenester, 2008; zmodyfikowano].
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Aktywno$¢ kompleksu SLIT-ROBO nie jest ograniczona do uktadu nerwowego.
U kregowcow bialka te petnig inne wazne funkcje, m. in. w rozwoju embrionalnym ptuc,
nerek, gruczotow sutkowych oraz konczyn [Hinck, 2004; Holmes i wsp., 1998]. Ekspresje
genow z rodziny Slit oraz gendow Robol 1 Robo?2 opisano w konczynach u myszy 1 kury
[Vargesson i wsp., 2001; Holmes 1 wsp., 1998]. Profil ekspresji badanych gendéw oznaczono
w poszczegolnych czgéciach mezenchymy rozwijajacych si¢ zawigzkow konczyn, na
réznych etapach rozwoju embrionalnego. Na najwczesniejszych etapach ekspresje Robol
identyfikowano w strefie AER oraz w §rodkowej, proksymalnej cze$ci mezenchymy. Na
pozniejszych etapach ekspresje oznaczano dodatkowo w bocznych czesciach mezenchymy
oraz w komodrkach chondrogenicznych. W kolejnych stadiach rozwoju zawigzkéw konczyn
poziom ekspresji genu Robol zwigkszatl si¢ w dystalnej i obwodowej czeséci. Na etapie
formowania si¢ palcow, gen Robol ulegal ekspresji w kazdym z rozwijajacych si¢ palcow
wzdhuz przestrzeni migdzypalcowych i wzdhuz obszarow granicznych palcow (ryc. 56)

[Vargesson i wsp., 2001].

cRobo1 rRo

Rycina 56. Profil ekspresji genu Robol oznaczony na réznych etapach embriogenezy na modelu
kury (cRobol) oraz myszy (rRobol). Grot strzatki - ekspresja w dystalnej czgsci mezenchymy,
gwiazdka — ekspresja wzdtuz palcéw [na podstawie: Vargesson i wsp., 2001; zmodyfikowano].

Na podstawie powyzszych danych mozna stwierdzi¢, ze biatkko ROBO1 odgrywa
bardzo wazng rol¢ w procesie morfogenezy konczyn u kregowcodw, ze szczegdlnym

uwzglednieniem formowania si¢ dystalnych czgsci konczyn - w tym palcow.
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Wykryta u probanda XIII homozygotyczna mutacja w genie ROBO] zlokalizowana
jest w domenie cytoplazmatycznej biatka. Analiza patogennos$ci stwierdzonego wariantu
przeprowadzona przy pomocy programow internetowych wykazata prawdopodobnie
patogenny charakter zmiany (PolyPhen: ,prawdopodobnie patogenny”, warto$¢ score —
0,85; Mutation Taster: ,,patogenny”). Program SIFT okreslit zmiang jako ,,tolerowang” co,
w odniesieniu do wynikow pozostatych dwdch programéw podobnego typu, nie wyklucza
jej patogennego charakteru.

Na podstawie wynikow badan wilasnych oraz danych z pi§miennictwa na temat
profilu ekspresji genu Robol u kregowcdw mozna wysungc nastepujgce wnioski:

e inaktywacja genu ROBOI moze powodowa¢ wady konczyn ze spektrum SHFM lub
oligodaktylii tokciowej,

e do ekspresji cechy wymagana jest zmiana patogenna na obydwu allelach genu,

e stwierdzona u probanda mutacja homozygotyczna w genie ROBOI jest
najprawdopodobniej patogenna i przyczynia si¢ do manifestacji wady dziedziczone;j
autosomalnie recesywnie.

Potwierdzenie powyzszych hipotez wymaga identyfikacji podobnych zmian u innych

pacjentow ze zblizonymi fenotypami.

Proband XIV

Ciekawie przedstawia si¢ wynik sekwencjonowania eksomu u probanda XIV,
u ktorego wykryto heterozygotyczng mutacj¢ p.V354F w eksonie 9 genu ODZ4 (TENM4).
Mutacja ta zostala wykluczona u zdrowych rodzicow pacjenta, powstata wigc de novo.

Zmiany nie stwierdzono wsrdod polimorficznych wariantow zgromadzonych w bazie
danych EVS, co jest silnym argumentem przeciwko jej polimorficznemu charakterowi.
Analiza patogennos$ci mutacji przeprowadzona w internetowych programach wykazala jej
potencjalnie patogenny charakter (PolyPhen: ,,prawdopodobnie patogenny”, wartos¢ score
— 0.779; SIFT: ,,patogenny” warto$¢ score — 0; Mutation Taster: ,,patogenny’’). Mutacja

zlokalizowana jest w domenie transbtonowej biatka.

- [ dhahane b . .
T

1 p.V354F 2769

Rycina 57. Lokalizacja mutacji p.V354F w bialku ODZ4. Niebieski prostokat — domena
transbtonowa, zielone figury — domeny EGF, ré6zowe figury — regiony o niskiej zlozonosci [na
podstawie: http://smart.embl-heidelberg.de/; zmodyfikowano].
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Biatko ODZ4 (TENM4) nalezy do rodziny transbtonowych biatek z grupy teneuryn
o wysokim stopniu zakonserwowania ewolucyjnego. Biatka te uczestnicza w sygnalizacji
migdzykomodrkowej 1 petnig funkcje transblonowych receptoréw typu Il oraz, po oddzieleniu
si¢ od blony komorkowej, czynnikéw transkrypcyjnych. Geny kodujace biatka z rodziny
teneuryn wykazuja najsilniejsza ekspresje w rozwijajacym si¢ uktadzie nerwowym, ale
réwniez, cho¢ w mniejszym stopniu, w komodrkach pozanerwowych. Teneuryny petnig
istotne funkcje w podstawowych mechanizmach sygnalizacyjnych, uwarunkowanych
adhezja migdzykomoérkows. Sa to biatka o duzej masie czasteczkowej (ok. 300 kDa).
W strukturze cze$ci zewnatrzkomorkowej biatek wyrdznia si¢ osiem domen EGF-
podobnych o wysokim stopniu zakonserwowania ewolucyjnego oraz 26 powtdrzonych
motywow YD (ryc. 57). Domena cytozolowa rowniez wykazuje wysoki stopien homologii
pomigdzy poszczegdlnymi ortologami oraz paralogami. U myszy gen Odz4 ulega ekspresji
w najwczesniejszych etapach embriogenezy, a nastgpnie w neuroektodermie oraz
zawigzkach ogona i konczyn. Wykazano, ze ekspresja mysiego genu Odz4 zachodzi jeszcze
przed etapem gastrulacji, a podwojny knock-out genowy Odz4 uniemozliwia inicjacj¢
gastrulacji 1 powstawanie mezodermy. Ponadto zahamowana zostaje ekspresja genow, ktore
w normalnych warunkach sg aktywne w mezodermie, w tym genow determinujacych rozwoj
w osi przednio-tylnej (np. Wnt). W konsekwencji tych zdarzen w transgenicznych zarodkach
myszy nie wyksztatcaty si¢ zadne zréznicowane tkanki [Nakamura i wsp., 2013]. Ponadto
w eksperymentach przeprowadzonych na transgenicznych myszach, u ktérych wyciszono
caty klaster genow Hoxd, wykazano podwyzszong ekspresje Odz4 w dystalnej czesci
konczyn przednich (ryc. 58). Wynik sugeruje udziat kluczowych w rozwoju koficzyn genow

Hoxd w kontroli ekspresji Odz4 [Cobb 1 wsp., 2005].

Wild type HoxDPe" "3

Odz4

Rycina 58. Profil ekspresji genu Odz4 oznaczony w konczynach myszy typu dzikiego (Wild type)
oraz myszy transgenicznej (HoxDP®!!"13) [na podstawie: Cobb i wsp., 2005; zmodyfikowano].
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Przytoczone powyzej doniesienia literaturowe wskazuja na istotng role genu ODZ4
W procesie embriogenezy, a patogenne mutacje w jego sekwencji mogg w istotny sposob
zaburza¢ prawidlowy rozwdj.

Mutacja stwierdzona u probanda XIV najprawdopodobniej potwierdza t¢ hipoteze
1 jest przyczyng obserwowanego fenotypu, dziedziczonego autosomalnie dominujaco.
Podobnie jak w przypadku wykrycia mutacji w genie ROBOI, aby jednoznacznie powigzac
obecno$¢ wady konczyn z mutacja w genie ODZ4, konieczne jest stwierdzenie podobne;j

zmiany u kolejnych pacjentow ze zblizonym fenotypem.

5.6. Podsumowanie

W toku wszystkich wykonanych analiz w grupie 35 probandéw udato si¢ ustali¢
przyczyne molekularng wady u czterech pacjentdéw. U pigciu probandow stwierdzono
prawdopodobng przyczyne malformacji konczyn oraz wskazano nowe, nieopisywane do tej
pory loci genetyczne dla wad ze spektrum rozszczepu rak i/lub stop. U pigciu probandow
stwierdzono zmiany o potencjalnym udziale w patogenezie wad konczyn oraz zasugerowano
geny kandydujace.

W pozostatej grupie wykluczono znane mutacje 1 nie wykazano obecno$ci zmian
mogacych stanowi¢ przyczyne obserwowanego u pacjentéw fenotypu. U o$miu probandow
z tej grupy, w wyniku sekwencjonowania eksomu, wykluczono patogenne mutacje w calej
sekwencji kodujacej w genomie, co sugeruje, ze przyczyng wady moze by¢ mutacja
punktowa w sekwencji niekodujacej lub bardziej ztozony mechanizm, np. dziedziczenie
dwuczynnikowe. U  pozostalych pacjentow planowane jest przeprowadzenie
sekwencjonowania eksomu.

Uzyskane wyniki staly si¢ podstawa do opracowania nowych testow genetycznych
opartych na:

1) sekwencjonowaniu genow DLX5, ROBOI, ODZ4, DYNCIII (ekson 151 17),
2) analizie liczby kopii regionu Xp22.31 oraz genu DYNCIII (ekson 151 17).
Testy te moga w przysziosci znalez¢ zastosowanie w diagnostyce wad ze spektrum

rozszczepu rak i/lub stop.
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6. WNIOSKI

1.

Rutynowe badania genetyczne w kierunku znanych przyczyn molekularnych

rozszczepu rak i/lub stdp sa niezbednym lecz niewystarczajacym etapem diagnostyki

tej grupy wad.

W przypadkach sporadycznych, identyfikacja nowej przyczyny molekularnej wady
wrodzonej jest trudna. Wiele sposrod zidentyfikowanych zmian genomowych byto
odziedziczonych od jednego ze zdrowych rodzicéw pacjenta, co moze mie¢ zwigzek
z niepelng penetracja czynnika patogennego lub $wiadczy¢ o polimorficznym
charakterze zamiany. Aby potwierdzi¢ zaangazowanie genu/regionu w chorobe
potrzebne sg badania wieloosrodkowe, zwigkszajace szanse na identyfikacj¢ danej
zmiany w liczniejszej grupie niespokrewnionych pacjentow manifestujacych
podobny fenotyp. Pojedyncze zmiany wykryte u probandéw w niniejszych

badaniach pozwolily sformutowac nastepujace wnioski szczegdtowe:

a) Patogenna delecja w regionie 7q21.3 moze mie¢ rozmiar znacznie mniejszy
od typowo identyfikowanych zmian w /Jocus SHFMI, a manifestacja
fenotypu moze wynika¢ z inaktywacji elementéw regulatorowych dla genu
DLX5.

b) Rozszczep rak i/lub stop uwarunkowany mutacjami typu nonsense w genie
DLX5 moze by¢ dziedziczony dominujaco z niepetna penetracja.

c) Duplikacja genu KALI moze by¢ przyczyna zespotu wad wrodzonych,
ktoremu towarzyszg wady konczyn o typie rozszczepu rak i/lub stop.

d) Wady konczyn ze spektrum ektrodaktylii lub oligodaktylii tokciowej moga
by¢, z duzym prawdopodobienstwem, spowodowane inaktywacja obydwu
alleli genu ROBOI.

e) Prawdopodobna przyczyna agenezji kosci dlugich z oligodaktylig jest

heterozygotyczna mutacja w genie ODZ4.

3. Sekwencjonowanie eksomu i technika porownawczej hybrydyzacji genomowej do

mikromacierzy oligonukleotydowej sg skutecznymi i wiarygodnymi narz¢dziami
diagnostycznymi umozliwiajacymi identyfikacje przyczyn genetycznych wad ze
spektrum rozszczepu rak i/lub stop. 67% wykrytych zmian mialo charakter

genomowy, w zwigzku z tym metoda poréwnawczej hybrydyzacji genomowej do
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mikromacierzy oligonukleotydowej powinna by¢ technikg z wyboru w diagnostyce

wad ze spektrum rozszczepu rak i/lub stop.

. Identyfikacja nowych zmian o potwierdzonej lub wysoce prawdopodobnej
patogennosci ma duza warto$¢ poznawcza 1 przyczynita si¢ do poprawy stanu wiedzy
z zakresu genetycznego podloza ektrodaktylii oraz opracowania nowych testow
genetycznych, ktdre moga w przyszlo$ci znalezé zastosowanie w diagnostyce
molekularnej wad ze spektrum rozszczepu rak i/lub stép. Pomimo kompleksowe;j
diagnostyki molekularnej, w 74% przypadkow nie udato si¢ ustali¢ znanego lub
nowego podtoza molekularnego wady, co oznacza, ze patogenne zmiany nie moga by¢

zidentyfikowane z zastosowaniem obecnie dostgpnych technik.
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7. STRESZCZENIE

Rozszczep rak i/lub stop (SHFM — ang. Split Hand/Foot Malformation) jest powazng
wada rozwojowa prowadzaca do niepetnosprawnosci fizycznej i stanowigcg dyskomfort
psychiczny dla chorego. Wada ta polega na catkowitym lub czg¢$ciowym braku lub
niedorozwoju palcoéw rak i/lub stop oraz nierzadko odpowiednich kosci §rdédrgcza/Srodstopia
1 jest bardzo zrdznicowana pod wzgledem genetycznym i etiologicznym, a najczesciej jej
przyczyna sa czynniki genetyczne.

Podtoze molekularne zmian ze spektrum rozszczepu rak i/lub stop jest w ok. 50%
przypadkdéw niepoznane. Znaczny postep technologiczny, ktory dokonal si¢ w rozwoju
nowoczesnych metod diagnostycznych, daje mozliwo$¢ identyfikacji zaré6wno znanych jak
1 nowych, nieopisanych przyczyn genetycznych w tej grupie wad.

Glownym zalozeniem rozprawy doktorskiej byla identyfikacja przyczyn
genetycznych odpowiedzialnych za powstawanie wrodzonych wad konczyn ze spektrum
rozszczepu rak i/lub stop, w tym nowych zmian o potwierdzonym lub potencjalnym
znaczeniu w patologii wady. W tym celu autorka opracowala algorytm diagnostyki
genetycznej. Identyfikacje przyczyny molekularnej wady u pacjentow ze spektrum
ektrodaktylii prowadzono poczawszy od najczestszych zmian typowych dla danego typu
ektrodaktylii, przez zmiany rzadziej stwierdzane (np. w recesywnym uwarunkowaniu
wady), zmiany genomowe, mutacje w genach kandydujacych, az po sekwencjonowanie
eksomu.

Do badan zakwalifikowano 35 pacjentdw z izolowang oraz zespotowg formg wady,
wystepujaca zardwno rodzinnie jak i sporadycznie. Na etapie rutynowej diagnostyki
genetycznej w 15% przypadkéw stwierdzono przyczyne molekularng malformacji, ktéra
stanowila duplikacja w locus 10q24.31-32. Byla to jednoczesnie najczestsza zmiana
patogenna sposrod wszystkich wykazanych w niniejszej pracy. Sekwencjonowanie genow,
w ktorych mutacje sa rzadko identyfikowane w rozszczepach rak i/lub stéop pozwolito
wykry¢é nowa mutacj¢ typu nonsense w genie DLX5 u dwoch niespokrewnionych ze soba
probandéw o prawdopodobnie patogennym charakterze. W wyniku badania aCGH
u jednego probanda wykryto patogenng delecje w locus 7q21.3 o zakresie znacznie
mniejszym od typowo identyfikowanych zmian w tym regionie. U probanda z zespolowa
formg ektrodaktylii stwierdzono nieopisywang do tej pory duplikacje genu KALI

o prawdopodobnym udziale w manifestacji wady. U 10 probandéw przeprowadzono
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sekwencjonowanie eksomu, ktore u dwoch probandéw pozwolito na identyfikacj¢ mutacji
punktowych w dwodch genach (ROBO! i ODZ4) o nieznanym dotychczas zaangazowaniu
w patogenez¢ wad konczyn u czlowieka. Stwierdzone warianty maja z duzym

prawdopodobienstwem zwigzek przyczynowo-skutkowy z fenotypem obydwu pacjentow.
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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
10g24.31-23, 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 KALI 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
(ROBOI 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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11. ZAL.ACZNIK - Zgoda komisji bioetycznej na przeprowadzenie badan

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 742/11

Na podsiawie praepisiw Ustawy ¢ dnia 3 grudnia 1996 v, o .Jmnk lekarza | .wm-.‘ ﬂ-quq Dz L1 (997, Nr 28, poz 152); Rosporzgdzenia Miristes Zdrowin § Opieki Spolecznej @
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dnia 1] marca 2005 v w aprawic saciwepdtowych wymagarn Dobeef Prulaif E!tqk:nrﬂb L 2005, Nr 57, pos 500 Ustawy z dnia & wreeinia 2000, Prawo farmacentyeons (D2 U,

2004r. Nr 83, poz. 833 e om.); Rasporsqdzenia Minisara Finansdw < dnin 30 bwletnia 2004r. w sprowie ubezpieczenia cywelinef budacza  ypansars
(D= Ui 2004 nr 101, poz. 1034 3 piin. ym.): Rugporsadsenia Ministra Fingasdw ¢ dois 18 maje 2005e. smicrighice rigporsedacaie w sprawie obowlgthowego ubespioctenia
wdpowiedsialnaici cywilne] badacza i sponsora (Dz Ul Nr 101, por. 845); Rozporypdzenia Ministra Zdrowia = duia 30 kwietnia 2004r. w sprawic sposobs prowsdzenia badar
Aliniczaych 2 wdsiolem malaletnich (D L. 2004 Ne 104, puz. 1108); Rozporsqdzenia Ministra Zdrowia ¢ dria 38 Awictnia 2004r, w sprawie setarzenia miespoddenanege cigthicge

nigpolidanego ‘thm’lpnvd'ul!u bnnwn»m- L. N 104, poz 11070 Rozporgdzenia Mimistea Edrowia ¢ dniz 4 livtapada J008r. w sprawie weordw dokumentive proediladanych

w owigzhi produt aras w spruseie wy i § sposabu it at rospacsgeie badania biinicznego (B2 €. Nr 201, pos. 1247), bieruge sig
Zasadomi Prawidl Firy il ze Bl\fdn -ocr § e aeparciu o Dekds Jit Helsinska,
Komisja, na posiedzeniu w dniu: 08 wrzesnia 2011 r.

rozpatrzyla wniosek, ktory przedstawila Pani:
prof. dr hab. Anna Latos- Bielenska
w sprawie prowadzenia badari w

Katedrze i Zakiadzie Genetyki Medycznej UM w Poznaniu

Gldwny badacz: lek. med. Aleksander Jamsheer

Czlonkowie zespolu

badawczego: dr Magdalena Badura- Stronka
mgr biol. Anna Sowiriska
mgr biol. Szymon Debicki

Tematr

badari: “ldentyfikacja nowych wariantow liczby kopii (CNVs) u
pacjentéw z obustronnymi wrodzonymi wadami rozwojowymi
koriczyn z zastosowaniem wysokorozdzielczej cafogenomowej
mikromacierzy CGH (HR arrayCGH)”.

Komisja wyraza zgode na prowadzenie badar

Pr-c’wodn? »74:5_‘;!

Prof. zw. dr. Fiab, thed Zvgmunt Przybylski
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Medyczne (praca na stanowisku specjalisty).

VI 2009-XII 2012 NZOZ Centrum Genetyki Medycznej GENESIS w Poznaniu (praca na
stanowisku asystenta biologii molekularnej).

X 2005-X1II12008  Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, Katedra
Biochemii 1 Biologii Molekularnej (praca na stanowisku asystenta).

VIII-X 2005 Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, Katedra

Biochemii i Biologii Molekularnej (praca na stanowisku starszego
referenta technicznego).

Staze zagraniczne:

IX-X2002 Francja, Facult¢ de Médecine Necker-Enfants Malades w Paryzu,
Laboratorium INSERM U.467 pod kierunkiem Prof. Aleksandra
Edelmana (praktyka zawodowa).

VII - VIIT 2004  USA, Department of Environmental Medicine, NYU School of Medicine
w Nowym Yorku, Laboratory of Oxidative Mechanisms in
Carcinogenesis pod kierunkiem Prof. Krystyny Frenkel (praktyka
zawodowa).

Granty badawcze:

X2013-X 2014 Kierownik 1  gldbwny  wykonawca  projektu  uczelnianego
pt. "Identyfikacja i ocena patogennosci mutacji punktowych w genach
kandydujacych u pacjentéw ze spektrum rozszczepu dtoni i/lub stop".

IX 2012-IX 2015 Gléwny wykonawca grantu pt. "Identyfikacja nowych wariantow liczby
kopii (CNVs) u pacjentdow z obustronnymi wrodzonymi wadami konczyn
z zastosowaniem wysokorozdzielczej catogenomowej mikromacierzy
CGH (array CGH)."

IX 2012-IX 2015 Wspotwykonawca grantu pt. "Badanie hipotezy ptodowego incydentu
naczyniowego (prenatalnej zakrzepicy) jako przyczyny wystgpowania
jednostronnych  poprzecznych wad  zmniejszajacych  konczyn
u cztowieka."

VII 2009-VI 2012 Wspoétwykonawca grantu pt. “Identyfikacja nowych genow i regionow
odpowiedzialnych za powstawanie wrodzonych wad konczyn
u czlowieka” (Projekt miedzynarodowy niewspotfinansowany).
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Stypendia i nagrody

1. Stypendium doktorskie przyznane przez Rektora UM w Poznaniu na okres
01.01.2014-31.12.2014.

2. Nagroda Rektorska za osiggniecia naukowe w roku akademickim 2012/2013
(30.11.2013).

3. Stypendium doktorskie Narodowego Centrum Nauki przyznane w konkursie
ETIUDA 1 na okres 01.10.2013-01.10.2014.

4. Stypendium 1 wsparcie towarzyszace przyznane w ramach projektu pt. ,,Wsparcie
stypendialne dla doktorantow na kierunkach uznanych za strategiczne z punktu
widzenia rozwoju Wielkopolski”. Projekt wspotinansowany przez Uni¢ Europejska
w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego.

5. Nagroda Ministra Zdrowia za cykl 5 publikacji dotyczacych epigenetycznej regulacji
ekspresji wybranych genow w komorkach nowotworowych (16.12.2009).

6. Pierwsza nagroda za doniesienie plakatowe pt. ,,Analiza korelacji pomiedzy

poziomem metylacji promotora oraz ekspresji genu CXCLI2 a stopniem
zaawansowania pierwotnego raka piersi’ na V Konferencji ,,Diagnostyka i Leczenie
Raka Piersi” Warszawa — Falenty (19-21.04.2007).
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