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Wykaz stosowanych skrotow

CL - rozszczep wargi (ang. Cleft Lip)

CL/P - rozszczepy wargi z/lub bez rozszczepu podniebienia (ang. Cleft Lip with
or without Cleft Palate)

ClinVar - baza danych NCBI (ang. National Center For Biotechnology information)
CLP -rozszczep wargi i podniebienia (ang. Cleft Lip and Palate)
CP - rozszczep podniebienia (ang. Cleft Palate)

EMT - przejscie nablonkowo-mezenchymalne (ang. Epithelial-Mesenchymal

Transition)

FGF - czynnik wzrostu fibroblastow (ang. Fibroblast Growth Factor)

GnomAD - baza danych (ang. Genome Aggregation Database)

GWAS - analiza asocjacyjna catego genomu (ang. Genome-Wide Association Study)
HGMD - baza danych (ang. Human Gene Mutation Database)

HRM - wysokorozdzielcza analiza topnienia (ang. High Resolution Melting)

NGS - sekwencjonowanie nastgpnej generacji (ang. Next Generation Sequencing)
nsCL - izolowany rozszczep wargi (ang. non syndromic Cleft Lip)

nSCL/P - izolowany rozszczep wargi z/lub bez rozszczepu podniebienia (ang. non

syndromic Cleft Lip with or without Cleft Palate)

nsCP - izolowany rozszczep podniebienia (ang. non syndromic Cleft Palate)

OMIM - baza danych (ang. Online Mendelian Inhertance in Man)

TGF-p - transformujgcy czynnik wzrostu beta (ang. Transforming growth factor beta)
VarSome - baza danych (ang. The Human Genomic Variant Search Engine)

WES - sekwencjonowanie catego eksomu (ang. Whole Exome Sequnecing)

Wnt/p-katenina - kanoniczny szlak sygnatowy Wnt zalezny od
p-kateniny (ang. canonical WNT/B-catenin signaling pathway wingless


https://gnomad.broadinstitute.org/about

1. Wstep

Rozszczepy wargi 1 podniebienia (OMIM #119530) to jedne z najczgstszych
wad rozwojowych twarzoczaszki. Na §wiecie anomalie te wystepuja z czestoscig
1 na 700 zywo urodzonych noworodkéw [1], @ w Polsce ten problem dotyka $rednio 1 na
1000 zywo urodzonych dzieci [2]. Wedlug danych literaturowych najczesciej
wystepujace przypadki tych wad rozwojowych to formy izolowane, w ktorych rozszczep
twarzowej czgsci czaszki to jedyna wystepujaca anomalia strukturalna [3].

Liczne komplikacje bedace nastgpstwem rozszczepu sg szczegoélnie dotkliwe
w krajach rozwijajacych sig, gdzie dostep do kompleksowego leczenia tego typu wad
jest ograniczony [4]. Jednak pomimo zapewnienia pacjentom juz na wczesnym etapie
zycia wielospecjalistycznej opieki, wcigz nie udalo si¢ opracowaé metod leczenia, ktore
pozwalatyby catkowicie zniwelowa¢ malformacji powstatych na skutek rozszczepu.

Ponadto ws$rod osob dotknietych ta anomalig rozwojowa zaobserwowano
znaczaco wyzsza Smiertelnos¢. Zjawisko to wiaze si¢ ze zwigkszong liczbg samobdjstw
spowodowanych nie tylko wykluczeniem spotecznym (z racji licznych deformacji twarzy
oraz wada wymowy), ale rowniez jak dowiedziono, wystepujacymi nieprawidtowosciami
strukturalnymi w moézgu, ktére moga predysponowaé pacjentdéw z rozszczepami
do tego typu aktow [5-7]. Osoby z wadg rozszczepowa maja takze zwigkszone ryzyko
zachorowania na choroby sercowo-naczyniowe, epilepsje oraz r6znego typu nowotwory
m.in. piersi, mozgu oraz jelita grubego [5], [8-11].

Etiopatogeneza izolowanych wad rozszczepowych twarzoczaszki jest bardzo
ztozona 1 wcigz nie jest w pelni poznana. W powstawanie tej wady zaangazowane
sg zarowno czynniki genetyczne jak i srodowiskowe [12], [13]. Czynniki §rodowiskowe
zostaly juz w duze] mierze poznane, ale identyfikacja genetycznego podtoza
tych anomalii rozwojowych wcigz pozostaje nieuchwytna. Przyczyna tego jest
heterogennos$¢ genetyczna oraz wieloczynnikowa etiologia, w ktorej czynniki genetyczne
i srodowiskowe wzajemnie na siebie oddziatujg [13].

Lepsze zrozumienie i zglgbienie wiedzy na temat patomechanizmu powstawania
tej najczesciej wystepujacej anomalii rozwojowej jest wazne ze wzgledu na poszerzenie
1 uzupetnienie wiedzy o bialkach i szlakach sygnalizacyjnych, ktére biorg udziat
w rozwoju twarzoczaszki, a takze na rozwdj poradnictwa genetycznego izolowanych wad

rozszczepowych.



1.1 Rozwoj embrionalny wargi i podniebienia

Rozszczepy wargi 1 podniebienia powstaja w skutek zaburzenia procesow
laczenia wyrostkow twarzowych 1 podniebiennych we wczesnym okresie zycia
ptodowego. Wlasciwy rozwdj twarzy i podniebienia jest procesem niezwykle ztozonym.
Wymaga on $cistej i czasowej koordynacji zachodzacych ze soba procesow takich
jak: wzrost, migracja, roznicowanie oraz apoptoza komorek [14].

Proces tworzenia struktur twarzowej czgsci czaszki rozpoczyna si¢ na poczatku
4 tygodniu zycia zarodkowego, gdy komorki grzebienia nerwowego migruja pod
pokrywe ektodermalng tworzac pie¢ zgrubien zwanych wyrostkami (wyniosto§ciami)
twarzowymi (ang. facial primordia). Sg to: wyrostek czotowo-nosowy, dwa wyrostki
zuchwowe oraz dwa wyrostki szczekowe (Ryc. 1a) [15], [16]. Struktury te sktadajg si¢
przede wszystkim z mezenchymy wywodzacej si¢ z grzebienia nerwowego, a takze
z nabtonka pochodzacego z ektodermy. Po uformowaniu si¢ opisywanych wyniostosci
twarzowych powstaja plakody nosowe, ktére tworza wyrostki (wzniesienia) nosowe
boczne 1 srodkowe (Ryc. 1b). Podczas 6 1 7 tygodnia zycia zarodkowego mezenchyma
wyrostkow nosowych laczy si¢ z wyrostkami szczekowymi tworzac warge goérng
1 podniebienie pierwotne. Nos jest tworzony z potaczenia wyrostkOw nosowych
srodkowych 1 bocznych, a takze wyrostka szczgkowego (Ryc.1¢). Zaburzenia wzrostu
oraz migracji komérek mezodermy lub niecatkowita fuzja wspomnianych wyrostkéw
na tym etapie embriogenezy skutkuje powstaniem rozszczepu struktur podniebienia
pierwotnego czyli gornej wargi i/lub wyrostka zgbodotowego [17].

Procesy prowadzace do powstania podniebienia wtornego (struktura
podniebienia migkkiego i1 twardego) rozpoczynaja si¢ dopiero w 6 tygodniu rozwoju
embriologicznego. Z wyrostkow szczegkowych formuja dwie charakterystyczne narosle
nazywane ptytkami (ptytami) podniebiennymi (PS - ang. palatal shelves). Poczatkowo
plytki podniebienne rozwijaja si¢ pionowo, wzdtuz rozdzielajacego je jezyka (Ryc.1d).
W dalszym etapie rozwoju ok. 7 tygodnia rozwoju embrionalnego ptytki ustawiaja
si¢ stopniowo w pozycji poziomej. Zmiana pozycji ptytek podniebiennych jest mozliwa
gtownie dzigki wyprostowaniu glowy zarodka, ktory umozliwia opadniecie jezyka.
Postepujacy wzrost prowadzi do potaczenia si¢ plytek podniebiennych wzdhuz
przysrodkowej krawedzi nablonka (MEE - ang. medial edge epithelia). Tworzy si¢ wtedy
szew przysrodkowy nablonka (MES - ang. medial epithelial seam), ktory ulega

dezintegracji podczas procesu stopniowego zlewania si¢ plytek podniebiennych
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(Ryc. le). Pomyslne potaczenie obu ptytek podniebiennych w procesie powstawania
podniebienia wtdérnego powoduje catkowite oddzielenie jamy nosowe;j i ustnej (Ryc. 1f)
[18].

Rozszczepy podniebienia moga by¢ spowodowane niedorozwojem plytek
podniebiennych, zaburzeniem procesu ich podnoszenia si¢, a takze niezdolno$cig jezyka
do opadnigcia spomiedzy ptyt [18].

Zanim dojdzie do polaczenia si¢  obu plytek  podniebiennych
1 uformowania podniebienia wtoérnego, nabtonek wyrostkéw podniebiennych przechodzi
szereg zlozonych proceséw i zmian rozwojowych [17-19]. Jedna z teorii wskazuje,
ze proces ten zachodzi dzigki apoptozie i przejsciu nabtonkowo-mezenchymalnym EMT
(ang. Epithelial-Mesenchymal Transition). Dzieki EMT dochodzi do przeksztalcenia
nieruchomych 1 spolaryzowanych komorek nabtonkowych na krawedziach wyrostkow
podniebiennych w komorki o fenotypie mezenchymalnym [14], [20].

Rozwdj twarzoczaszki podlega $ci§le regulowanym procesom zachodzacym
w okre$lonym przedziale czasowym. Zaktocenie ich przez czynniki genetyczne i/lub
srodowiskowe moze zwicksza¢ ryzyko rozszczepu. Rdznice czasowe w rozwoju
podniebienia pierwotnego i wtérnego dostarczaja dowodéw na odmienng etiologie
rozszczepow wargi i podniebienia oraz rozszczepdw samego podniebienia. Aspekt ten
jest szczegoblnie istotny w badaniach nad molekularnym podtozem wad rozszczepowych
[21]. Dobrym przyktadem jest tu formowanie si¢ wargi gornej w 6 tygodniu rozwoju,
podczas ktorego komorki wyrostka nosowego podlegaja najintensywniejszym podziatom
bedac wtedy najbardziej podatnymi na dziatanie r6znych czynnikdéw, m.in. teratogenow,
ktore moga zaklocaja proces zespolenia wargi i by¢ moze takze podniebienia [22].
Natomiast czynniki, ktére moga powodowac zaburzenia w rozwoju samego podniebienia
nie majg juz wptywu na prawidtowy rozwd¢j wargi i wyrostka z¢gbodotowego, gdyz proces

formowania si¢ podniebienia pierwotnego zachodzi wczesnie;.



a C
Wyrostek nosowy
srodkowy
Wyrostek
czofowo-nosowy Wyrostek
nosowy boczny
Wyrostek
s siagkowy - - Dotek nosowy
Zatoka ustna Wyrostek
nosowy
Wyrostek
uchwowy
\ Podniebienie
4 pierwotne Otwor
przysieczny
Przegroda Zlaczone
nosowa plytki
podniebienne
Wtdrne plytki
podniebienne

Ryc. 1 Rozwéj embrionalny wargi i podniebienia. Rozwdj wargi: 1la) ok. 4 tygodnia zycia
zarodkowego formuje si¢ 5 wyrostkow twarzowych: wyrostek czolowo-nosowy, para wyrostkow
zuchwowych oraz dwa wyrostki szczekowe, 1b) w 5 tygodniu tworzy si¢ para wyrostkdw nosowych
bocznych oraz srodkowych, 1c) ok. 6-7 tygodnia z wyrostkow szczekowych formuje sie warga gorna,
ktéra wraz z wyrostkiem z¢gbodotowym tworzy podniebienie pierwotne, a z pary wyrostkdw nosowych
srodkowych i bocznych oraz wyrostka szczgkowego powstaje nos, Rozwdj podniebienia: 1d) ok. 6
tygodnia z wyrostkow szczekowych formuje si¢ para ptyt podniebiennych, ktore rozwijaja si¢ pionowo
wzdhuz jezyka 1le) w 7 tygodniu rozwoju ptytki ustawiajg sie stopniowo w pozycji poziomej,
a postgpujacy wzrost prowadzi do potaczenia si¢ plytek podniebiennych wzdluz przysrodkowej
krawedzi nabtonka, 1f) potaczenie obu ptytek podniebiennych powoduje catkowite oddzielenie jamy
nosowej. Opracowane na podstawie [12], [15].

1.2 Klasyfikacja rozszczepow wargi i podniebienia

W zalezno$ci od miejsca, w ktorym nie wystapita fuzja lub tez doszto do
niecatkowitego polaczenia si¢ wlasciwych wyrostkdw podczas rozwoju twarzoczaszki,
wyrozniamy rozszczep wargi (CL — ang. Cleft Lip), rozszczep wargi oraz podniebienia
(CLP- ang. Cleft Lip with Cleft Palate) lub rozszczep samego podniebienia (CP — ang.
Cleft Palate).
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L) o L, 1
Ryc. 2 Podzial rozszczepéw. a) rozszczep wargi (CL), b) rozszczep wargi i podniebienia (CLP), c) rozszczep
podniebienia (CP). Zrodto [23].

W badaniach naukowych zajmujacych si¢ identyfikacja genetycznego podioza
wad rozszczepowych, anomalie te dzieli si¢ na dwie odrebne grupy:
l. CL/P - rozszczepy wargi potaczone lub tez nie z rozszczepem
podniebienia (ang. Cleft Lip with or without Palate) w tym:
v CLP
v CL
. CPO -rozszczepy samego podniebienia (ang. Cleft Palate Only)
Klasyfikacje t¢ jako pierwszy zaproponowal Fogh-Andersem [24]. Bierze si¢
w niej pod uwagg rdzny czas powstawania oraz odmienng etiologi¢ tych dwoch postaci
rozszczepow, a w szczegblnosci geny kandydackie [25]. Dane epidemiologiczne [26]
i biologiczne [27], [28] sugeruja, ze roéwniez CL i CLP mogg mie¢ odrgbng etiologi¢
genetyczng. Nalezy jednak wzig¢ pod uwagg, ze zaburzenia funkcjonowania tych samych
szlakow sygnatowych moga przyczyniac si¢ do powstawania roznych form rozszczepow.
Zdarza si¢, ze CL/P jak i CP wystepuja w obrebie jednej rodziny [1].
Rozszczepy twarzoczaszki sg bardzo zroznicowane pod wzgledem anatomicznym
I czynno$ciowym. Dane literaturowe wskazuja na ich réznorodne nazewnictwo
i podziaty. Klasyfikacje te opierajg si¢ gtdéwnie na réznicach w rozwoju embriologicznym
1/lub uwzgledniajg podzial anatomiczny. Za linie podziatu przyjmuja najczegsciej otwor
przysieczny. Stanowi on punkt orientacyjny, rozgraniczajacy podniebienie pierwotne
1 wtorne (Ryc. 1f).
Jedna z najbardziej znanych klasyfikacji rozszczepow jest podzial wg Kernahana
1 Starka. W podziale tym uwzglednione zostaty réznice w rozwoju embriologicznym,
w ktorym gorng warge 1 wyrostek zebodotowy opisuje si¢ jako podniebienie pierwotne,

a podniebienie twarde i migkkie jako podniebienie wtorne. W klasyfikacji tej uwzglednia
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si¢ rowniez rozleglo$¢ i zasigg rozszczepu, a takze strong wystapienia wady. Za linie

podziatu przyjmuje si¢ otwor przysieczny [16].

Klasyfikacja wg Kernahana i Starka wyroéznia 3 typy:
I.  Rozszczepy podniebienia pierwotnego:

lewostronny catkowity

lewostronny czg¢sciowy

prawostronny catkowity

prawostronny czg$ciowy

srodkowy catkowity

srodkowy czeSciowy

obustronny catkowity

Il.  Rozszczepy podniebienia wtérnego:

catkowity

czgsciowy

podsluzowkowy

I1l.  Rozszczepy podniebienia pierwotnego i wtdrnego:

lewostronny catkowity

lewostronny cze$ciowy

prawostronny catkowity

prawostronny cze$ciowy

obustronny catkowity

obustronny cze$ciowy

SRV NENRN

ANRNEN

ASANENENENEN

warga goérna
podniebienie twarde
podniebienie miekkie
jezyczek

©)

Ryc. 3 Rozszczepy podniebienia wg mianownictwa Kernahana i Starka. a) rozszczep cze$ciowy
podniebienia wtérnego, b) rozszczep lewostronny catkowity podniebienia pierwotnego i wtornego
C) rozszczep obustronny catkowity podniebienia pierwotnego i wtornego . Zrodto [12].

W nazewnictwie stosuje si¢ rOwniez podziat wg Bardacha i Perczynskiej-Partyki.
Uwzglednia on podziatl anatomiczny, w ktorym bierze si¢ pod uwage czgs¢ twarzy

lub szczeki objetych rozszczepem [29].
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Podzial wg Bardacha i Perczynskiej-Partyki wyroznia S typow rozszczepow:

I.  Rozszczepy wargi gornej (jednostronny, srodkowy, obustronny):
v pod$luzéwkowy
v czesciowy
v’ catkowity
Il.  Rozszczep wargi gornej 1 wyrostka zebodotowego (jednostronny, sSrodkowy,
obustronny):
podsluzéwkowy
czgsciowy
catkowity
I1l.  Rozszczepy podniebienia:
podsluzéwkowy
czgsciowy migkkiego
catkowity miekkiego
czesciowy twardego i1 catkowity miekkiego
catkowity twardego i migkkiego — do otworu przysiecznego
IV. Rozszczepy wargi, wyrostka zebodotowego i podniebienia:
jednostronny
obustronny
V. Rozszczepy kombinowane

ENANIRN
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1.3 Epidemiologia rozszczepow

1.3.1  Zespolowe formy rozszczepow

Dotychczas zidentyfikowano setki zespotdéw wad rozwojowych, w ktorych
rozszczep jest gltowng lub jedng 2z towarzyszacych anomalii rozwojowych
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM). Ich przyczyna sa zardwno patogenne warianty
pojedynczych lub wielu gendéw, submikroskopowe rearanzacje genomowe, aberracje
chromosomowe lub tez dziatanie teratogenéw [30]. Szacuje si¢, ze czynniki genetyczne
petnia kluczowa role w powstawaniu okoto 75% zespoléw wad rozwojowych o znanej
etiologii. Wsrod nich jest ponad 500 zespotéw chorobowych o Mendlowskim sposobie
dziedziczenia, ktore s3a spowodowane patogennymi wariantami nukleotydowymi
pojedynczego genu [12]. W Tab.1 przedstawiono wybrane przyktady takich zespolow
chorobowych.
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Tab. 1 Zespoty wad wrodzonych spowodowane patogennymi wariantami nukleotydowymi w pojedynczych genach,
w ktorych rozszczep jest jedna z anomalii towarzyszacych. Opracownie na podstawie bazy OMIM oraz [12].

OMIM  Zespét wad wrodzonych rozs-l;ZZpe pu Gen Dzie(-jrz)i/c?ze nia
#101200 Zespot Aperta CP FGFR2 AD
#106600 Agenezja z¢bdw stalych z/lub bez rozszczepu CL/P MSX1 AD
#241850 Zespot Bamfortha-Lazarusa CP FOXE1 AR
#263650 Zespot Bartsocas-Papas CL/P RIPK4 AR
#214800 Zespot CHARGE CP CHD7 AD
#122470  Zespot Cornelii de Lange CcpP NIPBL AD
#123500 Zespodt Crouzona CP FGFR2 AD
#188400 Zespdt DiGeorge’a CcP TBX1 AD
#225060 Zespodl Dysplazja ektodermalna z CLP CL/pP PVRL1 AR
#114290 Zesp6t Dysplazja kampomeliczna CP SOX9 AD
#604292 Zespot EEC CL/pP TP63 AD
#265000 Zespot Escobara CP CHRNG AD
#109400 Zespot Gorlina CL/P PTCH1 AD
#610828 Zespot Holoprozencefalia typu 7 CL/P PTCH1 AD
#142945  Zespot Holoprozencefalia typu 3 CL/P SHH AD
#147920 Zesp6t Kabuki typ 1 CP KMT2D AD
#300867 Zespodt Kabuki typ 2 CP KDM6A XLD
#609192 Zespodt Loeysa-Dietza typ 1 CP TGFBR1 AD
#610168 Zespodt Loeysa-Dietza typ 1, 2 CP TGFBR2 AD
#263750 Zespot Millera CL,CP DHODH AR
#300166 Zespdt oczno - twarzowo - sercowo - zebowy CP BCOR XLD
#300000 Zespot Opitza GBBB CL/P MID1 XLR
#119500 Zespot pletwistosci podkolanowej CL/P IRF6 AD
#137215 Rodzinna posta¢ raka zolagdka z CL/P CL/P CDH1 AD

Rozszczep podniebienia bez/z ankyloglosja,
sprzgzona z chromosomem X

#303400 Cp TBX22 XL

Rozszczep wargi i/lub podniebienia oraz
#300263 niepelmosprawno$¢ intelektualna, sprzezona CL/pP PHF8 XLR
z chromosomem X typu Siderius

#101400 Zespot Sacthre-Chotzena CP TWIST1 AD

#270400 Zespodt Smitha-Lemliego-Opitza CP DHCR 7 AR
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#604841 Zespot Sticklera typ 1 CP COL2A1 AD
#108300 Zespot Sticklera typ 2 CP COL11A1 AD
#273395 Zespot tetra-amelia CL/P WNT3 AR
#154500 Zespot Treachera Collinsa CP TCOF1 AD
#311200 Zespot ustno - twarzowo - palcowy typ I CL/P OFD1 XLR
#119300 Zesp6t van der Woude'a CL/P IRF6 AD

CL/P — rozszczep wargi i/lub podniebienia, CP — rozszczep podniebienia, AD - autosomalny dominujacy, AR —
autosomalny recesywny, XLD — sprzezony z X dominujacy, XLR — sprzezony z X recesywny, OMIM — (ang. Online
Mendelian Inheritance in Man, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM)

Zespot Van der Woude

Zespot Van der Woude (VWS,OMIM# 119300) jest najczgstsza syndromiczng
postacig rozszczepow twarzoczaszki. Czestos¢ wystepowania zespotu VWS wnosi
1/34 000 zywych urodzen, co stanowi okolo 2% wszystkich przypadkow CL/P.
Przyczyna molekularng zespotu sg patogenne warianty genu IFR6 (OMIM *607199)
dziedziczone autosomalnie dominujgco. Dotychczas zidentyfikowano liczne patogenne
warianty tego genu, z ktérych wigkszos$¢ jest zlokalizowana w sekwencji kodujacej
konserwatywng domen¢ wigzaca DNA oraz domen¢ odpowiedzialng za interakcje
z innymi biatkami. [31]. Podstawowa cechg odrdzniajaca WVS od izolowanych form
rozszczepOw twarzoczaszki jest obecno$¢ przetok S$linowych wargi dolnej, ktore
wystepuja u okoto 83% pacjentdow z tym zespotem. [32]. Zespdt cechuje sie duza
penetracja wynoszaca 89-99% 1 zmienng ekspresja, przez co mozna zaobserwowac
roznorodny wachlarz symptomoéw u chorych. W przypadku wystepowania rozszczepu
u pacjentow z VWS, najczesciej obserwuje si¢ CL/P (65%) oraz CP (30%). Niezwykle
rzadko zdarza si¢ réwniez rozszczep samej wargi (CL). U 60% pacjentow z VWS
wystepuje takze hipodoncja, ktora jest jednym z typoéw agenezji zeboéw statych [33].

Zespol pletwistosci podkolanowej

Patogenne warianty genu IRF6 s3 réwniez jedng z gldownych przyczyn zespotu
ptetwistosci podkolanowej (PPS ang. Popliteal Pterygium Syndrome, OMIM # 119500).
Jest to rzadkie schorzenie o autosomalnie dominujagcym modelu dziedziczenia, ktore
wystepuje w populacji ogolnej z czestoscig 1/300 000 zywych urodzen.

U pacjentéw z PPS oprocz wszystkich objawdw zespotu Van der Woude (przetoki
slinowe wargi dolnej oraz rozne typy rozszczepow twarzy) moze wystapi¢ jedna

z nastepujacych wad wrodzonych: pletwisto§¢ skory rozciggajaca sie od guzow
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kulszowych do pi¢t z przykurczami mogacymi ogranicza¢ ruchomos¢, rozszczep moszny,
wnetrostwo, syndaktylia palcow stop, nieprawidtowosci skory okolicy paznokci
(charakterystyczny fald zachodzacy na paznokiec¢), nitkowate zrosty szczeki gornej
1 dolnej (syngantia), a takze powieki gornej 1 dolnej (ankyloblepharon) oraz stopy
szpotawe. Manifestacje objawow bywaja bardzo réznorodne nawet w obrgbie jednej
rodziny [34], [35].

Agenezja zebow stalych

Wrodzony brak zawigzkow zgbow staltych (OMIM #106600) to najczestsze
zaburzenia towarzyszace rozszczepom wargi i podniebienia. Szacuje sig, ze hipodoncja
czyli brak od 1 do 5 zawigzkow zebow (wylaczajac trzecie zeby trzonowe) wystepuje
u 24 - 78% pacjentéw z CP. Znacznie rzadziej mozna obserwowac oligodoncjg, czyli brak
6 lub wiecej zawigzkow zebow (wylaczajac trzecie zeby trzonowe) [36], [37]. Agenezja
zgbow statych pojawia si¢ przede wszystkim w miejscu rozszczepu. Jednak u pacjentow
bardzo cze¢sto stwierdza si¢ réwniez wystepowanie wrodzonego braku zawigzkéw zgbow
statych poza obszarem rozszczepu. Ta obserwacja moze wskazywaé, ze te same
mechanizmy molekularne moga odgrywac rolg zar6wno podczas rozwoju zawigzkow
zgbow jak réwniez rozwoju wargi i podniebienia.

Wedhlug jednej z hipotez izolowana agenezja zebdéw statych jest jednym
z fenotypdw wady rozszczepowej, czego potwierdzeniem moze by¢ wspotwystepowanie

tych nieprawidtowosci rozwojowych oraz wspolne geny kandydackie [38].

1.3.2 Izolowane formy rozszczepow

Badania wskazuja, ze 70% wszystkich CL/P oraz 50% wszystkich CP
to przypadki klasyfikowane jako formy niesyndromiczne bez innych anomalii
towarzyszacych - nsCL/P (ang. non syndromic Cleft Lip with of without Cleft Palate)
oraz nsCP (ang. non syndromic Cleft Palate) [23], [39].

W populacji afrykanskiej czgsto§¢ wystepowania izolowanej wady rozszczepowe]
wynosi 1 na 2500 zywych urodzen, co stanowi najnizszy wskaznik na $wiecie. I1zolowane
wady rozszczepowe znacznie czesciej wystepuja w populacjach azjatyckich 1 kaukaskich,
w ktérych anomalig te obserwuje si¢ u 1 na 1000 zywo urodzonych dzieci.

Najwyzszy wskaznik urodzen dzieci z wada rozszczepowa cechuje populacje
Indian Ameryki Potnocnej, rozszczep wystepuje tam u 1 na 700 zywo urodzonych

noworodkow [34].
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Przedstawione  roznice  populacyjne  pokazuja  jak  istotng  rolg¢
w etiologii rozszczepow odgrywaja zardwno czynniki genetyczne jak réwniez
srodowiskowe.

Dostepne dane epidemiologiczne wskazuja, ze czestos¢ wady rozszczepowej
zalezy takze od plci. Wykazano, ze nSCP wystepuje czesciej u kobiet niz u mezczyzn.
Wedlug niektorych danych moze by¢ to zwigzane z pdzniejszym laczeniem
si¢ wyrostkow podniebiennych podczas rozwoju embriondéw zenskich. U mezczyzn
z populacji kaukaskiej nsCL/P wystepuje dwukrotnie cze$ciej 1 w cigzszej formie
niz u kobiet. W populacji japonskiej wskaznik ten jest wyzszy nawet kilkukrotnie.
Natomiast kiedy CL/P wystepuje w formie zespotowej rdznica w czestosci pomigdzy
mezczyznami a kobietami nie jest juz tak znaczaca [22].

Okoto 75% przypadkoéw rozszczepdw wargi wystepuje po jednej stronie twarzy.
Wsréd  rozszczepéw  jednostronnych dwa razy czgdciej wystepuje rozszczep

zlokalizowany po lewej stronie [40].

1.4  Etiologia izolowanych rozszczepéw wargi i podniebienia

Etiologia izolowanych rozszczepow jest niezwykle ztozona. Biorg w niej udziat
zarowno czynniki genetyczne jak i Srodowiskowe, a takze ich wzajemne oddziatywania.
Dane literaturowe wskazuja réwniez na epistatyczne interakcje  genow
1 ztozony charakter dziedziczenia izolowanych postaci tej wady rozwojowej. Pomimo
licznych badan wiedza na temat czynnikdw genetycznych lezacych u podstaw
etiopatogenezy tej czestej anomalii rozwojowej nie jest jeszcze w pelni poznana [13].
Ryc. 4 przedstawia wieloczynnikowa genetyczng etiologie izolowanych rozszczepow

twarzoczaszki.
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Ryc. 4 Etiologia rozszczepéw wargi i podniebienia. Izolowane formy rozszczepow twarzoczaszki
sa uwarunkowane gtéwnie wielogenowo, a w ich etiopatogenezie uczestniczg rdwniez czynniki
srodowiskowe (teratogeny). Zmodyfikowane na podstawie [12],[41].

141  Czynniki srodowiskowe

Badania nad czynnikami $rodowiskowymi pozwolily dostarczy¢ istotnych
dowoddéw na zwigkszone ryzyko rozszczepu twarzoczaszki przy ekspozycji na niektore
z nich.

Liczne dane literaturowe wskazuja, ze palenie tytoniu przez matke, zardéwno
czynne jaki i bierne, jest jednym z istotnych teratogenow zwigkszajacych ryzyko
posiadania dziecka z wada rozszczepowa [42] [43].

Spozywanie przez matke alkoholu roéwniez jest wymieniane wsrod czynnikow
ryzyka, cho¢ badania nad wptywem etanolu na rozw0j wargi i podniebienia sg sprzeczne
1 nie do konca udowodnione. Ostatnio jednak wykazano, ze spozycie alkoholu w duzych
dawkach tzw. ,,upijanie si¢ do upadtego” (ang. binge drinking), szczeg6lnie w pierwszym
trymestrze cigzy, moze zwigkszac ryzyko wystapienia rozszczepu wargi u dziecka nawet
0 50% [44]. Wazng role odgrywa takze dieta matki, w tym suplementacja preparatami
witaminowo - mineralnymi i folianami w okresie okotokoncepcyjnym oraz w czasie
trwania cigzy, stres psychologiczny, a takze zaburzona gospodarka hormonalna ci¢zarne;j

kobiety [45]. Nie bez znaczenia pozostaje réwniez wplyw chordob metabolicznych,
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zazywanie steroidow i lekoéw przeciwpadaczkowych (tj. fenytoina, benzodiazepiny) przez
matke oraz oddziatywanie promieniowania jonizujgcego [46].

Do tej pory nie udowodniono jednoznacznie wplywu warunkow
socjoekonomicznych na wystepowanie rozszczepdéw, ale istnieje jednak znaczgca
zalezno$¢ miedzy czgstoscig wad rozwojowych twarzoczaszki, a statusem spoteczno-
ekonomicznym. Mozliwym wyjasnieniem tego zjawiska jest wplyw czynnikow
srodowiskowych takich jak: stosowanie suplementéw witaminowych, prawidlowo
zbilansowana dieta, dostep do opieki medycznej czy tez czynniki ryzyka zwigzane ze

stylem zycia, takie jak palenie tytoniu, spozywanie alkoholu, zwigkszony stres. [47 — 49].

1.42  Czynniki genetyczne

Do jednych z pierwszych badan potwierdzajgcych role czynnikéw genetycznych
w etiopatogenezie rozszczepéw wargi i podniebienia nalezg analizy wspolczynnika
zgodnosci tej wady u bliznigt monozygotycznych. W przypadku bliznigt z nsCL/P
wspolczynnik zgodnosci wynosit 60% 1 byl istotnie wigkszy niz u bliZznigt
dizygotycznych, u ktorych oscylowat na poziomie 3-5% [50]. Wartosci te wskazuja
na silny wptyw czynnika genetycznego, ale zwracajag rowniez uwage na ztozono$é
etiologii rozszczepdw 1 sugeruja, ze biora w niej udziat nie tylko czynniki genetyczne,
ale rowniez Srodowiskowe oraz ich zlozone wzajemne oddzialywania.

Ponadto badania przeprowadzone przez Sivertsena 1 wsp. wykazaly, ze krewni
pierwszego stopnia osoby dotknietej rozszczepem sa 32-razy bardziej podatni
na rozszczep wargi niz ogét populacji [51]. O istotnej roli genetyki w rozwoju
rozszczepOw przemawiajg rowniez ich cechy dziedziczenia, ktore sg charakterystyczne
dla modelu dziedziczenia wieloczynnikowego, czyli m.in.: wzrost ryzyka powtorzenia
si¢ rozszczepu gdy choruje wigcej niz jeden cztonek rodziny, zwigkszone ryzyko
dziedziczenia przy ci¢zszej manifestacji rozszczepu oraz spadek ryzyka dziedziczenia
rozszczepu u dalszych krewnych [26].

Na przestrzeni ostatnich dekad liczne analizy sprze¢zen, badania asocjacyjne
oraz sekwencjonowanie gendOw kandydackich przeprowadzone w réznych populacjach
wykazaly istnienie wielu chromosomowych loci oraz gendéw, ktérych warianty
nukleotydowe moga by¢ przyczyna lub tez moga zwigksza¢ ryzyko wystapienia nsCL/P
oraz nsCP. Znaczacy wplyw na identyfikacje czynnikow genetycznych zwigzanych

z etiopatogeneza izolowanych rozszczepow twarzowej czesci czaszki mialy badania
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asocjacyjne w skali catego genomu, wykorzystujace technologi¢ mikromacierzowa
GWAS (ang. Genome-Wide Association Study).

W chwili obecnej najwazniejszym genem oraz regionem chromosomalnym
dla izolowanych wad rozszczepowych jest gen IRF6 oraz locus 8g24.21.

Gen IRF6

IRF6 (ang. Interferon regulatory factor 6) po raz pierwszy zostal wziety po uwage
jako wazny gen kandydacki dla rozszczepow twarzy, gdy dowiedziono, ze patogenne
warianty nukleotydowe zlokalizowane w jego sekwencji kodujacej (gtéwnie w eksonach
3, 4, 7, 8) sa przyczyng zespotu Van der Woude oraz pletwistosci podkolanowe;,
w ktorych rozszczep wystepuje jako gtowna wada rozwojowa [34]. Okoto 15% pacjentow
z VWS nie ma charakterystycznych dla tego zespolu przetok S$linowych, przez
co w diagnostyce klinicznej sa oni nie do odrdznienia od o0s6b z izolowanym
rozszczepem. Dlatego zaproponowano hipoteze, wg ktorej warianty nukleotydowe
obnizajace lub zahamowujace ekspresj¢ genu IRF6 i jego produktu biatkowego moga by¢
jedna z molekularnych przyczyn zespotu VWS.

Gen IRF6 jest zlokalizowany na chromosomie 1 (1g32-q41). Nalezy on do duzej
rodziny genéw kodujacych 9 réznych czynnikéw transkrypcyjnych. Biatka te zawieraja
wysoce konserwatywna domene wigzgcag DNA typu helisa-zwrot-helisa (ang. helix-turn-
helix) oraz domene odpowiedzialng za interakcje z innymi biatkami [52]. Gen IRF6 jest
stosunkowo stabo poznanym czlonkiem tej rodziny, a funkcja jaka petni produkt jego
ekspresji pozostaje w duzej mierze niejasna [34]. W przypadku pozostatych czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny IRF (1-5,7) dowiedziono, ze odgrywaja one kluczowg role
w odporno$ci wrodzonej regulujac ekspresje interferonu o i B w odpowiedzi na infekcje
wirusowa. Analizy funkcjonalne majace na celu wyjasnienie roli IFR6 w patogenezie wad
rozszczepowych wykazaty, ze u myszy pozbawionych funkcjonalnej formy tego genu
obserwuje si¢ liczne zaburzenia w rozwoju czgsci twarzowej czaszki, w tym rozszczep
podniebienia i nieprawidlowy rozwdj zgbow, a takze nieprawidtowosci w rozwoju skory
i konczyn [53]. Dowiedziono ponadto, ze IRF6 ulega silnej ekspresji podczas
embriogenezy, szczegdlnie w podniebieniu wtornym, a takze w keratynocytach
u dorostych myszy. Wykazano, ze obnizona ekspresja genu Irf6 u myszy prowadzi
do zaburzen w proliferacji i réznicowaniu si¢ keratynocytow, a takze obniZonej
odpowiedzi immunologicznej [54]. Badania wykazaty takze, ze IRF6 moze dziata¢ jako

supresor w rozwoju guza w ptaskonabtonkowym raku piersi [55].
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W pozniejszych badaniach zidentyfikowano liczne warianty nukleotydowe genu
IRF6, ktore wykazywaly istotny zwigzek ze zwigkszonym ryzykiem nsCL/P. Jednym
z nich byl wariant rs642961 zlokalizowany w sekwencji promotorowej genu IRF6.
Analiza funkcjonalna wykazata, ze tranzycja ta zaburza wysoce konserwatywne miejsce
wigzania dla czynnika transkrypcyjnego AP-2a i tym samym zmniejsza aktywno$¢
sekwencji wzmacniajgcej (ang. enhancer sequence) proces transkrypcji genu IRF6.
Wykazano, ze wariant rs642961 wystepujac zardwno w postaci heterozygotycznej jak
1 homozygotycznej ponad dwukrotnie zwicksza ryzyko wystgpienia izolowanych
rozszczepow twarzoczaszki [27], [56].

Zwiazek IRF6 z ryzykiem nsCL/P zostat potwierdzony we wszystkich badanych
populacjach [57 — 60], w tym populacji polskiej [61]. Pozytywne wyniki uzyskano
prowadzac zarowno klasyczne badania asocjacyjne obejmujace tylko wybrane warianty
genu IRF6 jak i analizy GWAS. Roéwniez meta-analiza obejmujaca wyniki 13-tu badan
sprzgzen przeprowadzonych w réznych populacjach potwierdzita status genu IRF6 jako
glownego genu zwigzanego z etiologia wady rozszczepowej [56], [57], [62].

Region 8qg24.21

W badaniach nad chromosomalnym regionem 8q24.21 wykazano nie tylko istotny
zwigzek migdzy wariantami nukleotydowymi zlokalizowanymi w tym locus a ryzykiem,
nsCL/P [63 — 66], ale rowniez z ryzykiem raka prostaty [67], raka jelita grubego [68],
[69], raka pecherza [70] oraz raka piersi [71]. W przypadku rozszczepow, szczegolnie
silng asocjacje wariantow locus 8q24.21 z nsCL/P wykazano w populacjach kaukaskich,
w tym populacji polskiej.We wszystkich opublikowanych analizach GWAS dla wady
rozszczepowej, wyniki wariantow zlokalizowanych w locus 8q24.21 osiagnely poziom
istotnosci genomowej (p<5x10E?®) potwierdzajac tym samym, Ze region ten jest
najwazniejszym chromosomowym locus dla izolowanych rozszczepéw wargi
I podniebienia.

Z powodu braku w tym locus genow kodujacych biatka, opisywany
chromosomowy region 8q24.21 jest okreSlany mianem ,,pustyni genowej”. Analizy
funkcjonalne wykazaty jednakze, ze w rejonie tym sa zlokalizowane wazne sekwencje
regulatorowe, ktore wptywaja na ekspresj¢ wielu genow zlokalizowanych w odleglosci
nawet miliondw par zasad od nich, a takze geny kodujace regulatorowe czasteczki RNA,
w tym dhugie niekodujace RNA (IncRNA - ang. long noncoding RNAs) [72].

W przypadku wady rozszczepowej, w miejscu w ktorym zlokalizowano warianty
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nukleotydowe zwigkszajace ryzyko rozwoju tej anomalii strukturalnej, zidentyfikowano
sekwencje wzmacniajgce tzw. ,,enhancery”, ktore reguluja ekspresj¢ genu MYC (OMIM
*190080) podczas rozwoju twarzoczaszki. Wykazano, ze warianty nukleotydowe
zlokalizowane w tym regionie, zaburzaja funkcje tego waznego wzmacniacza
transkrypcji, prowadzac do zmniejszenia ekspresji genu MYC podczas rozwoju
twarzoczaszki, czego efektem jest zaburzony proces rozwoju i proliferacji m.in. komorek
grzebienia nerwowego [73]. Komoérki te sg niezb¢dne do prawidlowego rozwoju
parzystych wyrostkéw twarzowych i podniebiennych oraz ich fuzji. Zaburzenia tego
procesu prowadzg do powstania wad rozszczepowych twarzoczaszki [74], [75]. W locus
8g24.21 zidentyfikowano kilka regionow, ktére moga petni¢ role enhancerow
regulujacych transkrypcje gendw o kluczowym znaczeniu dla prawidtowego rozwoju
twarzoczaszki [76].

Pozostalymi waznymi genami, ktorych zwigzek z rozszczepami potwierdzono
w licznych analizach genetycznych oraz badaniach na modelach zwierzecych
sa: ARHGAP29 (OMIM *610496), VAX1 (OMIM *604294), PAX7 (OMIM *167410)
i MAFB (OMIM *608968). Wymieni¢ nalezy takze geny: FGFR2 (OMIM *1769430),
NOG (OMIM *602991), THADA (OMIM *611800), EPHA3 (OMIM *179611), SPRY2
(OMIM *602466) oraz TPM1 (OMIM *191010) (Tab. 2).

Dotychczasowe meta-analizy wykazaly rowniez istotny zwigzek pomigdzy
ryzykiem nsCL/P a wariantami nukleotydowymi zlokalizowanymi w sekwencji
regulatorowej genu TP63 (OMIM *603273) oraz wariantami genu FOX1 (OMIM
*605104). [77]. Pozostate geny okreslane jako modyfikatory fenotypowe, ktore biorg
udzial w etiopatogenezie CL/P to: PAX9 (OMIM *167416), TGFA (OMIM *190170) [30]
oraz MSX1 (OMIM *142983) (Tab. 2) [78].
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Tab. 2 Wybrane geny kandydackie dla nsCL/P oraz nsCP. Na podstawie [13], [27], [29], [64], [65], [76], [7].

Przeprowadzone analizy genetyczne Pozostale badania
Gen Lokalizacja Fenotyp  Analiza  Analiza Analiza Badania Modele*
sprzezen asocjacyjna sekwencyjna ekspresji  zwierzece
ARHGAP29  1p22 nsCL/P X X X X
PAX7 1p36 nsCL/P X X X X X
IRF6 1932 nsCL/P X X X X X X
TGFA 2p13 nsCL/P X X
THADA 2p21 nsCL/P
EPHA3 3p11 nsCL/P X X X
TP63 3027-28 nsCL/P X X X X
MSX1 apr6 SCP X X X X
hipodoncja
> 8024 X
FOXE1 9922.33 nsCL/P, nsCP X X X X X X
VAX1 10925 nsCL/P X X X
SPRY2 13931 nsCL/P X X X X
PAX9 14q33 P X X X X
hipodoncja
TPM1 15¢22 nsCL/P X X
NOG 17922 nsCL/P X X X

nsCL/P — izolowany rozszczep wargi z/lub bez rozszczepu podniebienia, nsCP — izolowany rozszczep podniebienia,
GWAS - badania asocjacyjne w skali catego genomu,*myszy typu knock-out oraz knock-down

1.4.2.1 Badania GWAS w populacji polskiej

Dzigki przeprowadzonej w populacji polskiej analizie GWAS dla pacjentow
nsCL/P, zidentyfikowano nowe chromosomowe loci dla izolowanej wady rozszepowe;.
Najwazniejsze z nich to 3q29 oraz 6p22.3. Potwierdzono takze zwigzek nsCL/P
z wczesniej opisywanymi regionach dla rozszczepow tj. 1p22.1, 8q24.21, 15q13.3,
a takze 14q22.2 [79], [80].

Gen DLG1

Najwazniejszym genem kandydackim dla nsCL/P w locus 3q29,
ktore zidentyfikowano w powyzszej analizie jest DLG1 (ang. Disc Large Homolg
1,0MIM *601014). Gen ten koduje jedng z waznych kinaz guanylanowych, ktdora bierze
udziat w procesach proliferacyjnych 1 adhezyjnych, a takze reguluje polarnos¢ komorek
[81], [82]. U myszy, knock-out genu DIgl” powoduje opéznienie w rozwoju
zarodkowym, rozszczep podniebienia wtornego, przerost zuchwy, zaburzenia zwigzane
z nieprawidlowym zamknigciem cewy nerwowej oraz zaburzenia ukladu sercowo-
naczyniowego. Obserwuje si¢ u nich réwniez niewydolnos$¢ oddechowa, ktéra prowadzi
do $mierci zaraz po urodzeniu [83 — 85]. Wykazano, ze zmniejszona ekspresja genu

DLG1 jest przyczyna zaburzonego funkcjonowania szlaku sygnatowego Wnt/PCP
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(ang. WNT/p-catenin - Planar Cell Polarity), pelnigcego jedna z kluczowych rdél
W rozwoju twarzoczaszki [85], [86]. Intersujacym jest fakt, ze knock-down genu Wnt5a,
ktorego produkt bialkowy odgrywa wazng funkcje w regulacji tego szlaku, powoduje
rozszczep podniebienia wtornego. Skutkiem zaburzen aktywnosci szlaku Wnt/PCP jest
zahamowanie kierunkowej migracji komorek, ktéra jest niezbedna w procesie
formowania si¢ podniebienia w okresie rozwoju zarodkowego [87], [88]. W badaniach
asocjacyjnych najistotniejszy wynik uzyskano dla wariantu nukleotydowego rs338217
(p = 2,56E19) zlokalizowanego 1.5 kb przed (ang. upstream) genem DLG1 w obrebie
sekwencji kodujacej antysensowny RNA (DLG1-AS1) dla tego genu. Wynik ten moze
sugerowaé, ze prawdziwe funkcjonalne warianty zwigzane z ryzkiem nsCL/P moga
wptywaé bardziej na poziom ekspresji genu DLG1l niz na zaburzenie struktury
kodowanego biatka [79]. Ponadto dane literaturowe wskazuja, ze fenotyp pacjentow
z mikrodelecjami chromosomu 3q29 obejmujacymi gen DLG1 charakteryzuje si¢
m.in. wystegpowaniem mikrocefalii, dysmorfii oraz rozszczepdéw twarzy (OMIM
# 609425) [89].

Gen CDKAL1

Kolejnym intersujagcym chromosomowym locus dla nsCL/P w populacji polskiej,
ktory zidentyfikowano w analizie GWAS byt 6p22.3 [80]. Czeste warianty nukleotydowe
zlokalizowane w obrebie tego regionu wykazywaly zwiazek z wada rozszczepowa
na poziomie zblizonym do istotnosci genomowej. Wariantem dla ktérego uzyskano
wynik o najwyzszym poziomie istotnosci statystycznej (p = 6,31E, rs9356746) jest
tranzycja zlokalizowana w intronie 5 genu CDKAL1 (ang. CDK5 Regulatory Subunit
Associated Protein 1 Like 1, OMIM* 611259, rs9356746) [80]. Gen CDKALL1 koduje
metylotiotransferaze, ktora reguluje modyfikacje czasteczki tRNA. Proces ten
zwigkszenia wiernosci procesu translacji transkryptu kodujacego czasteczke proinsuliny.
U myszy brak funkcjonalnej formy genu Cdkall prowadzi do zwigkszenia wrazliwosci
komorek miegsni 1 tkanki thuszczowej na insuling oraz zaburza sekrecj¢ insuliny przez
komorki B wysp trzustkowych. Badania GWAS przeprowadzone w licznych populacjach
wykazaly, ze gen CDKALL1 jest genem kandydackim dla cukrzycy typu 2. Co ciekawe
czeste warianty genu CDKALL, ktorych asocjacja z cukrzyca byla najsilniejsza,
sg zlokalizowane réwniez w intronie 5 tego genu.[90]. Na zwigzek tego regionu z wadami
rozszczepowymi, wskazuje fakt, Ze znajduja si¢ tam sekwencje wzmacniajace,

ktore reguluja transkrypcje genu SOX4 (OMIM* 184430)[91]. Gen SOX4 koduje czynnik

24



transkrypcyjny regulujacy ekspresje transformujacego czynnika wzrostu TGF-
(ang. Transforming growth factor beta), ktoéry odpowiada za wzrost, réznicowanie
oraz migracj¢ komodrek. Bierze on réwniez udzial w procesie osteogenezy, rozwoju
uktadu sercowo-naczyniowego, dojrzewaniu tymocytéw i systemu nerwowego. Badania
na mysich zarodkach wykazaty, Zze rodzina biatek Sox w tym biatko Sox4, maja
fundamentalne znaczenie dla migracji i r6znicowania si¢ komorek grzebienia nerwowego
[92]-[94]. Ponadto gen Sox4 ulega silnej ekspresji w podniebieniu myszy podczas
rozwoju embrionalnego. Sugeruje si¢ takze jego rolg w procesie tgczenia si¢ wyrostkow
podniebiennych wzdhuz przysrodkowej krawedzi ich nabtonka [95]. Powyzsze wyniki
moga wskazywacé, ze to SOX4, a nie gen CDKAL1 jest potencjalnym genem kandydackim

dla izolowanych rozszczepow twarzowej czgsci czaszki w obrebie locus 6p22.3 [80].
1.4.2.2 lzolowane rozszczepy a nowotwory

Zwigzek wad rozszczepowych z chorobami nowotworowymi byt na przestrzeni
lat przedmiotem licznych badan. Wynika z nich jasno, ze wsrdd osob dotknietych
ta anomalig rozwojowa obserwuje si¢ istotnie zwiekszone ryzyko zachorowania na rézne
typy nowotwordéw [5], [8]. Korelacje t¢ ttumaczy si¢ gtownie wspolnymi szlakami
sygnalizacyjnymi, ktore sa zaangazowane zarO6wno w procesy zwigzane z rozwojem
twarzoczaszki jaki i te promujace karcenogenezg. Do najwazniejszych wspolnych
szlakow sygnatowych naleza SHH (ang. Sonic Hedgehog) [96], FGF (ang. Fibroblast
Growth Factor) [97], Wnt/p katenina [98] oraz TGF-B (ang. Transforming growth factor
beta)[99], [100]. Uczestniczg one w regulacji migracji, proliferacji, transdyferencjacji,
a takze apoptozie komorek. Wszelkie zaburzenia tych proceséw moga by¢ zwigzane
zardwno z powstawaniem wad strukturalnych w obrebie twarzy, jak rowniez sprzyjacé
procesom nowotworzenia [101]. Doskonatym przyktadem wspomnianej asocjacji
jest rodzina TGF-B. Czasteczki nalezace do tej grupy biatek kontrolujg krytyczne
dla rozwoju embrionalnego twarzy przejscie EMT [102]. Procesy te sa rowniez uwazane
za pierwszy etap powstawania komorek nowotworowych pochodzenia nablonkowego.
Komorki nablonkowe nabieraja inwazyjnosci i zdolno$ci do migracji dopiero
po przeksztalceniu si¢ w komoérki o charakterze mezenchymalnym [103].
Z przeprowadzonych przez Mani 1 wsp. badan, wynika Ze zaburzenia szlaku TGF- moga
prowadzi¢ do nadmiernej stymulacji wspomnianego przej$cia EMT, a co si¢ z tym wigze

do zwigkszonej inwazyjno$ci guza nowotworowego [104]. Dodatkowo zaklocenie
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sciezki TGF-B powoduje nadmierng syntez¢ czynnikow mitogennych, takich
jak ptytkopochodny czynnik wzrostu typu B (PDGFB - ang. Platalet Devided Growth
Factor Subunit B), ktory przyczynia si¢ do nadmiernej proliferacji komorek
nowotworowych [105].

Znaczacych dowodow na zwigzek izolowanych rozszczepow twarzoczaszki
z nowotworami dostarczytlo badanie populacyjne przeprowadzone w Dani, ktére
obejmowato wszystkie osoby dotknigte tg anomalia rozwojowg urodzone miedzy 1943
a 1987 rokiem. Wyniki przeprowadzonych analiz wskazywaly na istotnie czestsze
wystepowanie raka pluca u mezczyzn z nsCLP, raka mézgu u kobiet z nsCP, a takze raka
piersi u kobiet dotknietych nsCL/P [9], [106]. Juz we wcze$niejszym badaniu Zhu i wsp.
zaobserwowali, ze zarowno u dzieci z wada rozszczepowa jak i u ich rodzicow zwigksza
si¢ ryzyko wystgpienia biataczek [8]. Z kolei Menezes i wsp. wykazali, Zze w rodzinach,
w ktorych jedna osoba jest obcigzona nsCL/P obserwuje si¢ istotniej czesciej rézne typy
nowotwordow (okreznicy, mézgu, bialaczki, piersi) niz w rodzinach nieobcigzonych
ta anomalig rozwojowg [10].

Wazna przestanka sugerujaca, ze rozwdj nowotworéw i wad rozszczepowych
jest zwigzany z zaburzeniem tych samych szlakow sygnalowych jest przyktad rodzinnej
postaci rozlanego raka zotadka z towarzyszacym rozszczepem CL/P (HDGC; CL/P —ang.
- Hereditary Diffuse Gastric Cancer, with or without cleft lip and/or palate, OMIM
#137215) o autosomalnym dominujacym sposobie dziedziczenia. Jako pierwszy zwiazek
ten przeanalizowal zespol Frebourga 1 wsp. Zidentyfikowali oni patogenne warianty
zlokalizowane w genie CDH1 w dwoch rodzinach obcigzonych zaréwno CL/P jak
i dziedzicznym rozlanym rakiem zotadka, [107]. Nosiciele patogennych zmian w CDH1
maja prawie o 80% zwigkszone ryzyko raka zotadka [108]. U kobiet dodatkowo wzrasta
0 60% ryzyko raka piersi typu zrazikowego [109]. Gen CDH1 koduje biatko
E-kadheryne, ktora utrzymuje adhezje 1 morfologie¢ komorek nabtonkowych zar6wno
podczas rozwoju embrionalnego jak i postnatalnie. E-kadheryna tworzac kompleks
z katening reguluje przemiany EMT oraz procesy odwrotne do nich - MET (ang.
mesenchymal - epithelial transition). Oba te przejscia sg niezbgdne w czasie
morfogenezy, w tym takze podczas rozwoju twarzoczaszki. Zaburzenia tych procesow
odgrywaja rowniez istotng rolg w inwazyjnos$ci i progresji nowotworéw [110].
Gen CDH1 ulega silnej ekspresji we wszystkich wyrostkach twarzowych w 4 i 5 tygodniu
zycia zarodkowego, czyli w czasie krytycznych etapow rozwoju wargi i podniebienia.

Dlatego tez CDH1 zostal uznany za dobry gen kandydacki dla rozszczepoéw [107].
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Badania Letra i wsp. potwierdzily istotny zwiazek pomigdzy czestymi
wariantami nukleotydowymi zlokalizowanymi w genie CDH1 a nsCL/P w populacji
brazylijskiej [111]. Asocjacje wariantow genu CDH1 z ryzykiem wady rozszczepowej
potwierdzono takze w pop. chinskiej. Wykazano ze wariant rs162600 zlokalizowany
w sekwencji promotorowej genu CDH1 okoto 6-krotnie zwigksza ryzyko
tej nieprawidtowosci strukturalnej [112].

Analizy GWAS przeprowadzone w licznych populacjach pozwolity
zidentyfikowa¢ wiele wspolnych chromosomowych loci i gendéw, ktorych warianty
nukleotydowe majg istotny zwigzek zaréwno z nowotworami jaki i z izolowanymi
wadami rozszczepowymi. Udato si¢ ustali¢ m.in. wspolne geny kandydackie
oraz warianty nukleotydowe dla raka piersi oraz nsCL/P. W przeprowadzonych
odregbnych analizach GWAS silny sygnal zidentyfikowano dla wariantéw
zlokalizowanych w intronie 2 genu FGFR2 w grupie pacjentéow z rakiem piersi [71],
[113], [114], a takze w grupie pacjentdw z izolowanymi rozszczepami [63]. Podobne
wyniki uzyskano w przypadku genu THADA pierwotnie zwigzanego gruczolakiem
tarczycy. W dwoch odrgbnych analizach GWAS wyniki dla wariantow zlokalizowanych
w tym genie wskazywaty na silng asocjacj¢ zarowno z rakiem piersi [115] jaki i z nsCL/P
[65]. Natomiast w najwazniejszym do tej pory locus dla wad rozszczepowych - 8924.21
zidentyfikowano warianty, ktorych wystgpowanie ma istotny zwiazek z ryzykiem
rozwoju raka jajnika, piersi, prostaty i okreznicy. W przeprowadzanych analizach,
tak samo jak w przypadku rozszczepow, szczegodlnie silny sygnal wykryto w obrebie

sekwencji wzmacniajgcych, ktore reguluja transkrypcje onkogenu MYC [116]-[123].

Pomimo licznych badan wiedza na temat roli czynnikdw genetycznych
w etiologii nsCL/P wcigz nie jest kompletna. Ponadto wiekszo$¢ zidentyfikowanych
wariantow nukleotydowych, ktére wykazuja zwiazek z ryzykiem wady rozszczepowej
sg to czesto niefunkcjonalne warianty polimorficzne, ktérych zwiazek z rozszczepami jest
wynikiem sprzezenia z prawdziwym funkcjonalnym wariantem nukleotydowym.

Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS, ang. Next Generation
Sequencing), wykorzystywane do badan paneli genéw lub analiz catego eksomu (WES,
ang. Whole Exome Sequnecing) jest obecnie najbardziej obiecujacym narzgdziem
stuzacym do wyjasnienia roli czynnika genetycznego w etiopatogenezie tych wad

twarzoczaszki [124].
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2. Cele i zalozenia pracy

Rozszczepy wargi i podniebienia naleza do najczestszych wrodzonych wad
twarzoczaszki. W Polsce problem ten dotyka $rednio 1 na 1000 zywo urodzonych dzieci.
Leczenie tej anomalii rozwojowej jest dtugotrwate 1 przebiega wieloetapowo. Liczne
deformacje twarzy - dostrzegalne nawet po najlepszym leczeniu chirurgicznym, a takze
wada wymowy, czy nierzadko wystepujacy niedostuch, maja znaczacy wplyw
na funkcjonowanie w spoteczefistwie oraz na problemy zwigzane z nawigzywaniem
relacji miedzyludzkich. Z dotychczasowych badan wynika rowniez, ze pacjenci dotknigci
wadg rozszczepowsa sa bardziej narazeni na choroby uktadu sercowo-naczyniowego
oraz majg zwigkszone ryzyko zachorowania na niektore typy nowotworow.

Udowodniono, ze istotng role w etiopatogenezie nsCL/P oraz nsCP pehig
czynniki genetyczne, jednak wiedza na ich temat wcigz nie jest dostatecznie poznana.
U wigkszos$ci pacjentdw dotknietych izolowang wadg rozszczepowa twarzy nie udaje si¢
zidentyfikowa¢ molekularnego podloza tej anomalii. Trudno$ci w ustaleniu
genetycznych przyczyn powstawania nsCL/P czy nsCP wynikaja ze wzajemnego
przenikania si¢ i oddziatywania na siebie czynnikdéw srodowiskowych oraz genetycznych
na zasadzie tzw. interakcji gen - srodowisko. Identyfikacje czynnikow genetycznych
utrudnia réwniez niepetna penetracja patogennych wariantdw, epistaza gendéw, a takze
czgsto obserwowany wielogenowy charakter dziedziczenia. Dodatkowym problemem
sg obserwowane znaczace roznice pod wzgledem gendw kandydackich oraz wariantow
nukleotydowych w zaleznosci od populacji. Dlatego tez zalozeniem tej rozprawy
doktorskiej bylo poszerzenie wiedzy na temat molekularnego podtoza nsCL/P oraz nsCP

w populacji polskiej.

Glowne cele jakie sformulowano w ramach niniejszej pracy to:

1. Identyfikacja nowych genow kandydackich oraz wariantéw nukleotydowych
zwigzanych z etiologig nsCL/P 1 nsCP.

2. Ocena patogennosci zidentyfikowanych wariantow nukleotydowych przy uzyciu
narzgdzi bioinformatycznych oraz weryfikacja ich nosicielstwa u dostgpnych

cztonkow rodziny probantow.
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Ocena przydatnoséci sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS) w identyfikacji
wariantow nukleotydowych bioracych udziat w etiopatogenezie nsCL/P oraz nsCP.
Opracowanie panelu genowego dla wad rozwojowych twarzy, ktory pomogiby

udoskonali¢ diagnostyke genetyczng pacjentéw dotknietych nsCL/P lub nsCP.
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3.

3.1

obwodowej. Krew pobierano w objetosci 2.5 - 3.0 ml do probowek zawierajacych
antykoagulant (EDTA). Materiatem do izolacji byly réwniez komorki nabtonkowe,

pobierane z wymazu policzkowego za pomoca sterylnych bawelnianych pateczek

Materialy i metody

Material

wymazowych.

W przypadku gdy dalsze procedury zaplanowano w pdzniejszym terminie, materiat

przechowywany byl w -20°C.

3.11

sie¢ w

Aparatura

W ponizszej tabeli przedstawiono liste wykorzystywanego sprzgtu znajdujacego

Materiatlem badawczym byto genomowe DNA wyizolowane z leukocytow krwi

Materiat izolacyjny przechowywano w temperaturze 4°C przez maksymalnie 24h.

zasobach Katedry 1 Zaktadu Biochemii 1 Biologii
Tab. 3 Wykaz stosowanej aparatury.
Aparatura Producent
Waga laboratoryjna BTA210 AXIS

System do wizualizacji zeli MiniBIS Pro
Termocykler C1000™

Worteks Vortex V-1 plus

Komora do elektroforezy poziomej MultiSUB
Wirowka 5415D

Wiréwka z chlodzeniem 5804R

Termoblok laboratoryjny, Thermomixer comfort
Pipety 0.1-2ul-100-100ul Disocovery Pro
Worteks S0200-230V-EU

Zasilacz do elektroforezy 250 EX

Cieplarka UNB 400

LightCycler ®96

Wiréwka SORVAL ST 16R
Spektrofotometr - NanoDrop One

Transiluminator UV

Bio-Imaging Systems
Biorad

Biosan

Cleaver Scientific
Eppendrof

Eppendrof

Eppendrof

HTL LAB SOLUTIONS
Labnet Intenational, Inc.
Life Technologies
Memert

Roche

Thermo Scientific
Thermo Scientific
VILBERT LOURMAT
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3.1.2  Odczynniki i roztwory

W  ponizszej tabeli przedstawiono list¢ odczynnikow 1 sporzadzonych

roztworow uzytych podczas realizacji badan.

Tab.4 Spis stosowanych odczynnikow i roztworow.

Polimeraza DNA Q5®High-Fidelity (2U/p)

Proteinaza K A4392,0010 20mg/mi

Bromek Etydyny,roztw. 1 % czysto$¢ biochem. A1152,0025
EDTA - roztw. pH 8.0 (0.5 M)

Woda do biologii molekularnej, A7398,0500

SDS - roztw. 20 %, A0675,0250

Oddczynik Producent
Zestaw do izolacji DNA z wymazow - blackPREP Swab DNA Kit Analytikjena
10x stez. koncentrat buforu TBE Corning
Zestaw do izolacji DNA z krwi - Extractme DNA Blood Kit DNA Gdansk
Zestaw do Gel-out - Smart Pure DNA purification kits Eurogentec
dNTP Master mix, stez. 20mM Eurogentec
Bufor obcigzajacy 6 x Loading Buffer TriDye Eurx
Oligonukleotydy w formie zliofilizowanej, do sporzadzenia stez. 100 M Genomed

New England Bio Labs
PanReac AppliChem
PanReac AppliChem
PanReac AppliChem
PanReac AppliChem
PanReac AppliChem

Alkohol Etylowy 96% POCh Gliwice
Chlorek sodu CZDA POCh Gliwice
Chlorek amonu CZDA POCh Gliwice
Wodoroweglan potasu CZDA POCh Gliwice
Agaroza, 11404.07 Serva
S5XHOT FIREPol ®EvaGreen ® HRM MIX no ROX Solis Biodyne
Marker wielkosci DNA, GeneRuler 100 bp DNA Ladder Thermo Scietific
Roztwor Sklad

Bufor do lizy, ph 7.4

Chlorek amonu-16.56 g
Wodoroweglan potasu - 2 g
EDTA 0.5M - 400 ul

woda MQ do 2000 ml

Bufor SE,ph 8

Chlorek sodu - 2.19 g
EDTA 0.5M - 9 mi
woda MQ do 500 ml

5M roztwor chloreku sodu

Chlorek sodu -129 g
woda MQ do 500 ml

3.1.3. Sprzet jednorazowy

W Tab.5 znajduje si¢ wykaz sprzetu jednorazowego uzytego podczas

przeprowadzania analiz.
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Tab.5 Spis stosowanego sprzetu jednorazowego.

Sprzet jednorazowy Producent
Probowki typu Eppendorf, MCT-150-C Axygen
Plytki 96 do PCR®MICROPLATE, PCR-96-FLT-C  Axygen
Probowki typu Eppendorf, poj. 1.5 ml, MCT-150-C Axygen
probowki w stripach do PCR, poj. 0.2 ml, PCR-0208-C Axygen

Probowki wirownicze, poj. 15 ml, 430791 CORNING
Plytki 96 dotkowe, do Real-time PCR, 3455F5W SSI
koncowki do pipiet 10ul, Vertex, 4118N00 SSlbio
koncowki do pipety 200ul, Vertex, 4230N00 SSlbio
Koncowki do pipety 1100pl, Vertex, 4230N00 SSlbio
probowki do PCR, poj. 0.2ml, 3210-00, UltraFlux PCR  SSlbio
Folie samoprzylepne do PCR , 4ti-0500 4titude

3.2 Grupa badana

Do grupy badanej zakwalifikowano 150 pacjentow z nsCL/P oraz nsCP.
na podstawie badan klinicznych przeprowadzonych w Pracowni Wad Rozwojowych
Twarzy Katedry Chirurgii Stomatologicznej i Periodontologii UMP. Rekrutacja
pacjentow odbywata w ramach realizacji ,,Wielkopolskiego programu kompleksowej
terapii 0sob z wrodzonymi wadami twarzy”. Z analiz wytaczono chorych z zespotowymi
postaciami wady rozszczepowej, unikajgc w ten sposéb heterogennosci grupy (podczas
kwalifikacji pacjentow do analiz, nie brano pod uwage wrodzonych brakow zawigzkow
zgbowych).

kryteria wlaczenia do grupy badanej:

e izolowany rozszczep wargi i/lub podniebienia tzn. pacjenci z nsCLP, nsCL
lub nsCP

e brak innych nieprawidlowosci rozwojowych, w tym niedorozwoju
psychoruchowego czy niepetnosprawnosci intelektualnej

Charakterystyke grupy badanej pod katem pici i typu rozszczepu przedstawiono w Tab.6.

Tab. 6 Grupa badana.

Typ rozszczepu
Ple¢ nsCL nsCLP nsCP

kobiety 15 (10%) 30 (20%) 28 (18.3%)
mezezymi 15 (10%) 45 (30%) 17 (11.7%)
Razem 30 (20% 75 (50%) 45 (30%)

nsCL— izolowany rozszczep wargi nsCLP — izolowany rozszczep
wargi i podniebienia nsCP — izolowany rozszczep podniebienia
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Od kazdej zakwalifikowanej do programu osoby (lub opiekuna w przypadku
dzieci) zebrano wywiad dotyczacy rodzinnego wstgpowania wady rozszczepowej
(Tab.12,14), a takze przebiegu ciazy tj. przebytych infekcji, przyjmowanych lekéw czy
ekspozycji na teratogeny. Grupe kontrolng stanowito 300 zdrowych oséb , bez zadnych
wad rozwojowych. Rekrutacja tej grupy zostata przeprowadzona, rowniez w Pracowni

Wad Rozwojowych Twarzy Katedry Chirurgii Stomatologicznej i Periodontologii UMP.

3.3 Metody

Na potrzeby rozprawy doktorskiej oraz realizacji ,,Wielkopolskiego programu
kompleksowej terapii 0sob z wrodzonymi wadami twarzy” zostal zaprojektowany panel
wad rozwojowych twarzy, obejmujacy pelng eksomowa sekwencje 424 gendéw i 61
wariantow nukleotydowych o catkowitej wielkosci 1614841 pz = 1,6 Mpz. Do analizy
sekwencji  kodujacej gendw wlaczonych do panelu wykorzystano metode
wysokoprzepustowego sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS - ang. Next
Generation Sequencing). Geny oraz warianty nukleotydowe zostaly wybrane
na podstawie najnowszych danych literaturowych oraz naukowych baz danych.

Geny oraz warianty nukleotydowe wyselekcjonowano w oparciu o:

e ich udokumentowany zwigzek z wystgpowaniem izolowanych wad
rozszczepowych twarzoczaszki (wszystkie znane geny kandydackie) — szczegdlng
uwage zwrdcono na geny, ktore wykazuja zwigzek z wada rozszczepowa
w populacji polskiej (PubMed/OMIM); brano takze pod uwage geny zwigzane
z zespolowymi formami rozszczepodw

e Dbadania prowadzone na mysich modelach wad twarzoczaszki (ang. knockout
mice); brano pod uwage szczegélnie te geny, ktorych knock-out powodowat
u myszy rozszczepy wargi i/lub podniebienia (wg bazy danych MGI ang. Mouse
Genome Informatics)

e dane dotyczace funkcji gendow, ktorych produkty ekspresji uczestnicza w szlakach
sygnalizacyjnych, odgrywajacych kluczowa role podczas rozwoju embrionalnego
twarzoczaszki, oraz geny kodujace biatka zaangazowane w naprawg DNA
(UniProtKB)

W selekcji uwzgledniono réwniez fakt, ze wrodzony brak zawigzkow zebow
statych, to najczestsze zaburzenie towarzyszace rozszczepom, a dane literaturowe

wskazuja na wspolne szlaki sygnalizacyjne i mechanizmy molekularne, ktore uczestnicza
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w rozwoju zawigzkéw zebow, wargi oraz podniebienia. Dlatego tez, do panelu wybrano
geny, dla ktorych wykazano zwiazek z wystepowaniem izolowanych nieprawidtowosci
zgbowych oraz geny zwigzane z zespotami wad rozwojowych, w ktorych wrodzone braki
zawiazkow zebowych sg jedng z wystepujacych anomalii rozwojowych. Zwrdcono takze
uwage na badania funkcjonalne przeprowadzone na modelu mysim, u ktoérych knock-out
genowy powoduje zaburzenia w rozwoj lub brak zebdw, a takze geny, ktorych produkty
biatkowe zaangazowane sg w rozw0j zawigzkoéw zebowych podczas embriogenezy.

Do przygotowania panelu gendw wykorzystano bioinformatyczne narzgdzie
NimbleDesign® opracowane przez firm¢ Roche. Umozliwilo ono zaprojektowanie sond
(SeqCap® EZ Prime Choice), ktore pozwolily na tzw. celowane sekwencjonowanie
NGS, dzigki czemu analiza mogta ograniczy¢ si¢ do wybranych miejsc w genomie. Lista

wybranych do panelowych gendéw znajduje si¢ w suplemencie.

3.3.1 lzolacja genomowego DNA

Pierwszym etapem badan byla izolacja wysokoczasteczkowego kwasu
nukleinowego o wysokim stgzeniu i czystosci. Do reakcji sekwencjonowan (zar6wno
sekwencjonowania NGS jak i klasycznego sekwencjonowania metodg Sangera) uzyto
genomowego DNA wyizolowanego z krwi za pomocg metody wysalania bialek
komoérkowych w obecnos$ci nasyconego roztworu chlorku sodu.

Izolacje przeprowadzono wedlug nastepujacego protokotu:

1. Do probowek wirowniczych o catkowitej objetosci 15 ml, dodawano 7,5 ml
schtodzonego w temperaturze 4°C buforu do lizy (ph 7,4).

2. Nastepnie do probdéwek z buforem dodawano 2,5 ml krwi obwodowej (pobranej
na EDTA, jako antykoagulant); mieszaning¢ inkubowano w lodzie przez 60 minut.
Podczas inkubacji kilkukrotnie mieszano zawarto§¢ probowki poprzez
odwracanie.

3. W celu uzyskania osadu leukocytow mieszaning wirowano w temperaturze 4°C,
przez 15 min. przy predkosci 5000 rpm.

4. Ostroznie usuwano supernatant, pozostawiajgc osad na dnie probowki.

5. Przemywano osad, stosujac 2,5 ml schiodzonego buforu do lizy; po dodaniu
buforu intensywnie mieszano w celu rozbicia osadu i uzyskania zawiesiny

komorek.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

Mieszaning wirowano przy predkosci 3000 rpm przez 15 min. Punkty 4, 5, 6
powtarzano ok. czterokrotnie.

Po uzyskaniu biatego osadu, dodawano 1,25 ml schtodzonego buforu SE i silnie
wytrzasano w celu otrzymania zawiesiny.

Dodawano 62,5 ul 20% SDS oraz 3,175 ul proteinazy K o stezeniu 20 mg/ml;
caloé¢ delikatnie mieszano poprzez odwracanie probowki i inkubowano przez 16
godzin w temperaturze 55°C.

Po calonocnej inkubacji, do mieszaniny dodawano 375 ul roztworu SM NaCl
1 worteksowano przez 15 s celem wytracenia bialek.

Wirowano w temperaturze 20°C przez 15 minut przy predkosci 3600 rpm.
Uzyskany supernatant przenoszono do nowych, sterylnych probowek
wirownicznych o objetosci 15 ml; punkty 9, 10 powtarzano dwa razy.

W celu wytracenia DNA, supernatant przenoszono do czystej probowki
i dodawano 96% etanol (schtodzony w temperaturze -20°C) w stosunku
objetosciowym 1:2,5 (supernatant/etanol).

Wytracajace si¢ DNA przenoszono do 1,5 ml probowek typu Eppendorf,
a nastepnie wirowano przy predkosci 12000 rpm w temperaturze 4 C.

Usuwano supernatant.

W celu oczyszczenia otrzymanego osadu DNA dodawano 500 pl schlodzonego
70% etanolu, nastepnie wirowano przy predkosci 12000 rpm w temperaturze 4 C
przez 15 minut.

Usuwano supernatant, a uzyskany osad DNA suszono w temperaturze 37°C przez
30 minut.

Osad DNA zawieszano w 500 pl sterylnej dejonizowanej wody wolnej od DNaz
| przechowywano przez 24h w 4°C.

W celu rozpuszczenia osad DNA delikatnie mieszano pipeta poprzez aspiracje.
Preparat przechowywano w temperaturze 4°C przez okres ok. 2-3 miesigcy do
czasu dalszych procedur. Dlugoterminowo prébke przechowywano

w temperaturze -20°C.

Do pozostatych analiz genotypowania uzyto genomowego DNA wyizolowanego

z komorek blony §luzowej policzka metodg kolumienkowsa.
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10.

11.

12.

13.

14.

Izolacje DNA z wymazow blony §luzowej przeprowadzono z wykorzystaniem
blackPREP Swab DNA Kit firmy Analytikjena, zgodnie z instrukcja

producenta:

Materiat pobierano za pomocg pateczki wymazowej, ktorg nast¢pnie umieszczano

w 1,5 ml sterylnej probowce typu Eppendorf; wystajaca cze$¢ pateczki odcinano
w celu swobodnego zamknigcia probowki.

Dodawano 400 pl bufory lizujacego TLS oraz 25 ul Proteinazy K , intensywnie
worteksowano przez 5 s, a nastepnie inkubowano w temperaturze 50°C przez 15-
20 minut.

Podczas inkubacji probki worteksowano 3-4 razy.

Lizat wraz z paleczka wymazowa przenoszono do probowek prefiltrujacych
umieszonych w probowce odbierajacej, aby odzyska¢ jak najwieksza ilo$¢
materialu oraz wstepnie oczy$ci¢ materiat ze zdegradowanych podczas inkubacji
biatek komérkowych.

Wirowano przez 1 minut¢ przy 10 000 X g

Do uzyskanego przesagczu dodawano 400 pl buforu wiazacego TBS
(zwigkszajacego  powinowactwo  ujemnie  naladowanego DNA  do
polikationowego ztoza) i delikatnie mieszano poprzez aspiracje pipeta do
uzyskania homogennej mieszaniny.

Calos$¢ przenoszono na ztoze minikolumny umieszonej w probowce odbierajace;.
Wirowano przez 2 minuty przy 10 000 x g, a nastgpnie wylewano filtrat.
Minikolumng umieszczano w nowej probowce odbierajacej 1 dodawano 500 pl
buforu ptuczacego HS, wirowano przez 1 minute przy 10 000 X g.

Uzyskany przesacz wylewano i ponownie umieszczano minikolumne w nowe;j
probowce odbierajace;.

Do minikolumny dodano 750 pl buforu pluczacego MS (w celu oczyszczenia
ztoza m.in. z resztek soli chaotropowych)

Wirowano przez 1 minutg przy 10 000 x g, ponownie wylano uzyskany filtrat
I umieszczono minikolumne w nowej probowce odbierajace;.

Kolumng wirowano przez 2 minuty przy maksymalnej predkosci w celu
doktadnego osuszenia ztoza (pozbywano si¢ w ten sposob m.in. resztek alkoholu
etylowego, ktory jest inhibitorem reakcji PCR).

Minikolumng przeniesiono do nowej 1.5 ml sterylnej probowki typu Eppendorf.

36



15. Na zloze minikolumny naniesiono ostroznie bufor elucyjny (ang. elution buffer),
w celu uwodnienia i uwolnienia DNA ze ztoza.

16. Prébke z minikolumng inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 minuty,
a nastgpnie wirowano przez 1 minute przy 6 000 x g .

17. Po wirowaniu minikolumng¢ usuni¢to a wyizolowane DNA przechowywano 1.5
ml probowce typu Eppendorf w temperaturze 4°C lub -20°C do czasu dalszych

procedur.

3.3.2  Ocena jakoS$ciowa i iloSciowa wyizolowanego materialu

Analize jakosciowa i iloSciowa wyizolowanego preparatu DNA wykonano
za pomoca metody spektrofotometrycznej polegajacej na pomiarze absorbancji
w Swietle ultrafioletowym przy trzech dlugosciach fali: A=230nm, 260nm, 280nm.
Pomiaru dokonywano z wykorzystaniem urzadzenia NanoDropOne firmy Thermo
Scientific. St¢zenie preparatu opierano na pomiarze absorbancji przy dtugosci fali A=260
nm wobec proby Slepej, ktora stanowita woda lub bufor TE uzyty do zawieszenia DNA.
Czysto$¢ wyizolowanego DNA zostata okreslona na podstawie wartosci wspotczynnika
absorbancji, mierzonej przy dlugosci fali A=260 nm i 280 nm oraz 260 nm i 230nm.
Warto§¢  wspoélczynnika  absorbancji  Aze0/A2s0 pozwolita  okresli¢  stopien
zanieczyszczenia preparatu biatkami oraz solami - prawidtowa, powinna miescic
sic W przedziale 1.8 - 2.0. Wspolczynnik absorbancji Azeo/A230 pozwolit oceni¢
ewentualne zanieczyszczenie probki odczynnikami uzytymi podczas izolacji (etanolem,
EDTA, solami) - prawidlowy zakres powinien przyjmowac¢ wartosci 2.0 — 2.2.
Do dalszych analiz wigczono preparaty spetniajace wyzej wymienione kryteria.

W  celu dodatkowej oceny jakosciowej przeprowadzono -elektroforeze
wyizolowanego DNA w 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny
(stez. koncowe 0,2 png/ml). Analiza ta umozliwita oceni¢ integralno$¢ genomowego

DNA.

3.3.3  Sekwencjonowanie metoda NGS wraz z analizg bioinformatyczng

Probki od pacjentow zawierajace 2-3 pug genomowego DNA wystano do analizy

sekwencjonowania metodg NGS. Przygotowanie bibliotek DNA, oznaczenie wybranych
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region6w sekwencjonowania i bioinformatyczna obrébka danych, zostala zrealizowana
przez firm¢ Warsaw Genomics S.A. z siedzibg w Warszawie.

Biblioteki DNA zostaly przygotowane przy uzyciu kitu Kapa HyperPlus firmy
Roche. Do analizy sekwencji kodujacych wybranych gendéw uzyto zestawu sond
hybrydyzujacych SeqCap EZ Choice Probes firmy Roche. Sekwencje wzbogaconych
obszarow DNA odczytano na sekwenatorze HiSeq4000 firmy Illumina. Dtugo$¢ odczytu
wynosita 2x150 nukleotydow, co pozwolilo uzyska¢ wysoka specyficzno$¢ reakciji.
Srednie pokrycie badanych regionéw wynosito minimum 30X. Po analizie jakosci
otrzymanych wynikow, odczyty zostaly ztozone w kontigi (ang. contigous sequences)
i porownane do sekwencji ludzkiego genomu referencyjnego GRCh37/hgl9 (ang.
Genome Reference Consortium). Warianty genetyczne identyfikowano przy pomocy
oprogramowania Burrows-Wheeler Aligner (BWA; http://bio-bwa.sourceforge.net),
umozliwiajacego wykrycie wszystkich mozliwych substytucji oraz wigkszosci (95%)
matych insercji i/lub delecji. Pokrycie eksondw badanych gendéw oraz jakosc
sekwencjonowan analizowano przy uzyciu programu IGV version 2.6.3 (ang. The

Integrative Genomics Viewer).

Analiza bioinformatyczna  dla wszystkich zidentyfikowanych wariantéw
obejmowata annotacje z wykorzystaniem baz danych HGMD (ang. Human Gene
Mutation Database, http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), Clinvar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) oraz VVarSome (https://varsome.com/), a takze
annotacje  czestosci  z  wykorzystaniem bazy 1000 Genomes  Project
(https://www.internationalgenome.org/) oraz gnomAD v.2.1.1 (ang. Genome
Aggregation Database, https://gnomad.broadinstitute.org/). W celu predykcji
patogennosci  zidentyfikowanych wariantow, przeprowadzono analizy in silico
z wykorzystaniem programéw ClinVar, SHIFT, LRT, Mutation Assessor, FATHMM,
PROVEAN oraz Meta SVM.

3.3.4  Selekcja potencjalnie patogennych wariantow genetycznych
Analiza wielogenowego panelu opartego na technice NGS pozwolita
na identyfikacje srednio 2815 (+/-65) wariantow nukleotydowych u kazdego pacjenta.
Pierwszym etapem selekcji wykrytych zmian byla ocena czestosci
ich wystepowania w najwigkszej bazie ludzkich genoméw referencyjnych — GnomAD.

Baza ta jest zrodtem danych o 15 700 ludzkich genoméw i 125 740 sekwencji

38


http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://varsome.com/
https://www.internationalgenome.org/
https://gnomad.broadinstitute.org/about
https://gnomad.broadinstitute.org/about
https://gnomad.broadinstitute.org/

eksomowych (dane pochodzaca od ok. 130 000 o0séb z réznych populacji). Podczas
analizy brano po uwagg tylko rzadkie warianty (czgstos¢ allelu rzadszego MAF<0,01).

Patogenno$¢ wariantow analizowano rowniez w oparciu o internetowe bazy
danych takie jak: ClinVar — narzg¢dzie bazy NCBI , HGMD, VarSome, Ensemble
(https://m.ensembl.org/index.html) oraz COSMIC (ang. Catalogue of Somatic
Mutationsin Cancer). Powyzsze bazy zawieraja informacje o zidentyfikowanych
patogennych wariantach, ktére majg wplyw na fenotyp 1 dla ktorych wykazano zwigzek
z etiologig ludzkich chorob genetycznych. Opierajg si¢ one na najnowszych dostepnych
danych naukowych i literaturowych. W selekcji oceniano takze pokrycie eksondow
oraz jakos$¢ sekwencjonowania. Do wizualizacji wynikow wykorzystano interaktywne
narzedzie IGV.

Do oceny patogenno$ci wyselekcjonowanych wariantdow wykorzystano narzedzia
bioinformatyczne in silico, ktore miaty na celu okresli¢ mozliwy wptyw badanej zmiany
na aktywnosc i funkcje biatka. Do tego celu wykorzystano programy DEOGENZ2, Eigen,
Eigen PC, FATHMM - MKL, FATHMM - XF, Meta LR, Mutation Taster, MVP
PrimateAl, REVEL, SHIT4G.

3.3.5 Charakterystyka programow wykorzystywanych do analiz in silico

Do  badan wykorzystano programy opierajgce sie na ocenie stopnia

konserwatywnosci _ewolucyjnej zmienionego aminokwasu oraz analizujgce wphyw

substytucji aminokwasu na strukture, wilasciwosci fizykochemiczne i funkcje biatka,

takie jak:
e Mutation Assessor - program ten opiera si¢ na danych z analiz 60 000

patogennych wariantow z bazy OMIM, a takze danych zawartych w bazie
COSMIC. Skala oceny miesSci si¢ w zakresie -5,135 do +6,49.

e Mutation Taster - program stosowany takze do oceny zmian intronowych,
matych insercji i1/lub delecji. Opiera si¢ on nie tylko na ocenie stopnia
konserwatywno$ci, ale bierze rowniez pod uwage lokalizacje miejsc
splicingowych, sekwencji regulatorowych, mRNA oraz funkcj¢ kodowanego
biatka. Program bazuje na informacjach zawartych w bazie HGMD Professional,
w ktorej przechowywane sg informacje o 390 000 patogennych wariantach
zwigzanych z ludzkimi chorobami. Do oceny uzywa tzw. naiwnego klasyfikatora

Bayes.
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FATHMM, FATHMM - MKL , FATHMM - XF (ang. Functional Analysis
Through Hidden Markov Models) - do analizy patogennego wptywu zmian typu
missense programy wykorzystuja Ukryte Modele Markowa. Analizuja
one zmiany pod katem konserwatywnosci domen biatkowych, chordb
dziedzicznych, oceniajg rowniez stopien ich onkogennosci. Wspodtczynniki
uzywane do oceny mieszczg si¢ w przedziale -16,13 do +10,64. Rozszerzenia
programu takie jak FATHMM-MKL, FATHMM-XF oceniaja wptyw wariantow
zlokalizowanych w sekwencjach niekodujacych bazujac m.in na ENCODE
(ang. Encyclopedia of DNA Elements). Oceny dokonujg w skali od 0 do 1.

LRT (ang. Likelihood Ratio Test) - program poréwnuje wysoce konserwatywne
sekwencje aminokwasowowe bazujac na genomach 32 gatunkow kregowcow,
uzywajac skali 0-1.

PROVEAN (ang. Protein Variation Effect Analyzer) - program ocenia wptyw
zmian niesynonimicznych i insercyjno/delecyjnych na struktur¢ i aktywnos¢
biatka w skali od — 14 do 14.

SIFT oraz SHIT4G (ang. Sorts Intolerant from Tolerant) - do oceny stopnia
konserwatywnos$ci aminokwasu i poréwnywania sekwencji homologicznych
programy te uzywaja narzedzia PSI-BLAST (ang. Position-Specific, Iterated
Basic Local Alignment Search Tool). Oceniaja one wplyw zmiany
niesynonimicznej w skali 0-1, przy czym wyniki ponizej wartosci 0,05

sg okreslane jako uszkadzajace ,,Damaging”.

Zastosowano rowniez programy integrujgce wyniki z wielu niezaleznych

programow do analizy in silico, takie jak:

REVEL - program z duza czulo$cig rozréznia warianty patogenne od ultra
rzadkich, neutralnych wariantow zmiany sensu. Bazuje on na kombinacji
wynikdw z 13 samodzielnych narzedzi predykcyjnych takich jak: MutPred,
FATHMM v2.3, VEST 3.0, Polyphen-2, SIFT, PROVEAN, MutationAssessor,
MutationTaster, LRT, GERP ++, SiPhy, phyloP i phastCons. Oceny dokonuje
rowniez na podstawie danych z bazy ClinVar, analizuje rzadkie patogenne
warianty oraz potencjalnie patogenne warianty z bazy HGMD, a takze rzadkie
neutralne warianty z serwera ESV (ang. Exome Variant Server), zawierajacego

dane z projektu sekwencjonowania tysiecy ludzkich eksomow.
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Meta SVM - do integracji wynikow program ten wykorzystuje maszyng
wektorow wsparcia SVM (ang. Support Vector Machine). W ocenie patogennosci,
bazuje na programach takich jak: SIFT, PolyPhen-2, GERP ++, MutationTaster,
Mutation Assessor, FATHMM, LRT, SiPhy i PhyloP; analiz¢ opiera rowniez na
podstawie wynikow dla 36 192 wariantow z bazy UniProt.

Meta LR - program ten wykorzystuje regresje¢ logistyczng do integracji wynikéw
z 9 niezaleznych narzedzi oceniajgcych patogennosé, takich jak: SIFT, PolyPhen-
2, GERP ++, Mutation Taster, Mutation Assessor, FATHMM, LRT, SiPhy
i PhyloP. Analiza opiera si¢ dodatkowo na podstawie wynikow 36 192 wariantow

z bazy UniProt. Charakter zmiany ocenia w skali od 0 do 1.

Do badan uzyto takze programy, ktore przewidujqg patogenny wplhyw wariantow
opierajgc sie na sztucznych sieciach neuronowych.:

DEOGEN?2 - program ten ocenia wptyw wariantu na funkcj¢ biatka bazujac
na danych o jego strukturze i wlasciwosciach fizykochemicznych oraz szlakach
sygnatowych, w ktérych bierze ono udziat. Do predykcji patogenno$ci program
stosuje algorytm Losowego Lasu (ang. Random Forest) bazujacego na technice
generowania duzej ilosci danych ang. bagging, ktora pozwala na precyzyjniejsza
analize¢ 1 klasyfikacje zmiany.

Eigen, Eigen PC - program ocenia funkcjonalno$¢ wariantow zlokalizowanych
zaro6wno w sekwencjach kodujacych jak i niekodujgcych. Dane do analiz czerpie
m.in. z konsorcjum ENCODE (ang. The Encyclopedia of DNA Elements
Consortium), ktorego celem jest stworzenie bazy danych, zawierajgcej kompletne
informacje o wszystkich funkcjonalnych wariantach genetycznych ludzkiego
genomu oraz Roadmap Epigenomics Project — zrodto informacji o zmianach
epigenetycznych w genomie czlowieka. Program przedstawia tzw. meta-wynik
w oparciu o wszystkie dostepne opublikowane badania zwigzane z wariantami
patogennymi i potencjalnie patogennymi, majagcymi zawigzek z chorobami jedno-
oraz i wielogenowymi. Zaletg otrzymanego wyniku jest mozliwo$¢
uwzglednienia w analizie okreslonego typu tkanki lub komorki.

MVP - program umozliwiajacy precyzyjng ocen¢ patogenno$ci wariantow
zmiany sensu; wykorzystuje on w tym celu technologi¢ ,.deep learning”,

ktéra umozliwia kompilacj¢ informacji z wielu baz danych oraz korelacje
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wynikow z innych programow predykcyjnych. Do analizy porownawczej uzywa
m.in. danych o patogennych wariantach germinalnych typu de novo zwigzanych
z zaburzeniami rozwoju oraz o zmianach somatycznych zlokalizowanych
w regionach obejmujacych tzw. gorgce miejsca (ang. hot spots) w genomie,
ktore sg zwigzane z nowotworami.

e PrimateAl — program dokonuje analizy na podstawie danych dla ok. 380 000
czestych wariantow typu zmiany sensu, ktore zidentyfikowano u ludzi
oraz 6 innych gatunkéw ssakow naczelnych. Do analizy wykorzystuje
on sekwencje flankujace badany wariant oraz sekwencje ortologiczne réznych
gatunkow zwierzat. Aby precyzyjniej oceni¢ wplyw zmiany aminokwasu
na struktur¢ bialka, program uczy si¢ przewidywacé struktur¢ drugorzedowa
biatka, oraz jego miejsca dostgpne dla rozpuszczalnika. Wynik analizy
przedstawia w skali 0-1, gdzie 0 — oznacza nieznaczng patogennos$¢, a 1

najsilniejsza patogennos$¢ wariantu.

3.3.6 Potwierdzenie obecnosci potencjalnie patogennych wariantow u probanta
oraz identyfikacja nosicielstwa wyselekcjonowanych zmian u czlonkow
rodziny

Do potwierdzenia obecnosci wybranych wariantow  nukleotydowych

u pacjentow, a takze okreslenia ich sposobu dziedziczenia w rodzinie wykorzystano
bezposrednie sekwencjonowanie metoda Sangera lub tez wysokorozdzielcza analize
topnienia HRM (ang. High Resolution Melting), opierajaca si¢ na metodzie PCR w czasie
rzeczywistym (ang. Real-Time Polymerase Chain Reaction).

Projektowanie Starterow

Pierwszym krokiem w metodologii badan replikacyjnych bylo zaprojektowanie
starterow do reakcji PCR w celu amplifikacji fragmentow DNA zawierajacych
w swojej sekwencji badany wariant genetyczny. Startery zaprojektowano przy uzyciu
programu Primer3Plus. Dlugos¢ starterow wynosita 18 — 22 pz, temperatura topnienia
miescita si¢ w przedziale 60-64°C, zawartos¢ par GC wynosita 40-60%.
Dhtugos¢ produktow PCR do reakcji genotypowania metoda HRM wynosita srednio 190
pz (od 80 do 330 pz) natomiast produkty PCR przeznaczone do reakcji
sekwencjonowania miaty $rednio 410 pz (od 270 do 660 pz).
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Specyficzno$¢ zaprojektowanych starterow zostata sprawdzona przy wykorzystaniu
programu PCR — in silico UCSC Genome Browser. (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgPcr). Narzedzie to umozliwilo takze potwierdzenie dlugosci 1 sekwencji
otrzymanego produktu amplifikacji.

Sekwencje starterow oraz ich temperatury hybrydyzacji, zostaty przedstawione

si¢ w suplemencie w Tab.10.2 oraz 10.3.

3.3.6.1 Sekwencjonowanie metoda Sangera

Amplifikacja wybranych fragmentow metodg PCR

Reakcj¢ PCR poczatkowo przeprowadzono w gradiencie temperatury w zakresie
55-67°C. Otrzymane w ten sposob produkty PCR poddano nastepnie rozdzialowi
elektroforetycznemu w celu wyznaczenia temperatury przylaczania starterOw
(ang. annealing temperature), przy ktorej amplifikacja zaszta z najwickszg
specyficznoscia oraz wydajnoscig. Wielko§¢ otrzymanych fragmentow DNA
potwierdzono na podstawie markera wielkosci DNA GeneRuler 100 bp DNA Ladder
firmy Thermo Scietific. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR oraz profil temperaturowy

reakcji zostat przedstawiony odpowiednio w Tab.7 i Tab.8.

Tab.7 Mieszanina stosowana do reakcji PCR.

Skladniki Objetos¢

5X Q5 Bufor reakcyjny 10 ul

10 mM dNTP Mix 1wl

10 uM Starter F (ang. forward ) 2.5ul

10 uM Starter R (ang. reverse) 2.5ul
DNA (~100ng/ul) 1wl
2U/ul Q5 High Fidelity DNA Polymerase* 0.5 ul

5X Q5 High GC Enhancer** 5ul
H,0*** 32.5ul
Calkowita objetos¢ reakcji 50 pl

*0k.280 razy wyzsza wierno$ci amplifikacji od polimerazy Taq
** zwigksza wydajnos$¢ amplifikacji fragmentéw bogatych w pary GC
***dejonizowana, wolna od nukleaz
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Tab.8. Etapy i profil termiczny reakcji PCR.

Etap Temp. Czas Liczba cykli
Denaturacja wstepna ~ 98°C 30s 1
Denturacja 98°C 10s
Przylaczanie starterow = 59-67°C 15s 35
Elongacja 72°C 30s
Elongacja koncowa 72°C 2 min 1

W celu potwierdzenia obecnosci zamplifikowanego produktu PCR oraz oceny
wydajnosci reakcji, przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 2% zelu agarozowym,

nanoszgc na niego 5 pul proby z dodatkiem 3 pl 6x buforu obcigzajacego.

Ekstrakcja produktow PCR 7 zelu agarozowego

W przypadku trudnych do amplifikacji sekwencji, dla ktorych nie byto mozliwe
uzyskanie specyficznego produktu PCR, zastosowano ekstrakcje wiasciwego produktu
z 2% zelu agarozowego metoda gel- out.

Do oczyszczania produktow PCR z zelu agarozowego zastosowano zestaw
SmartPure DNA purification firmy Eurogentec. Procedure wykonywano
zgodnie z zalecenia procudenta:

1. Po rozdziale elektroforetycznym, prazek wycinano z zelu agarozowego.
Usuwano przy tym mozliwie najwigksza ilo§¢ nadmiarowej agarozy.

2. Wycigty fragment agarozowy wraz z zawartym w nim produktem PCR,
przenoszono do 1,5 ml probowek typu Eppendorf, nastgpnie wazono.

3. Na kazde 100 mg Zelu dodawano 300 ul buforu do ekstrakcji (ang. extraction
buffer).

4. Calo$¢ inkubowano przez 5-10 min w 50°C, w trakcie trwania inkubacji, probe
worteksowano co 2-3 min w celu utatwienia rozpuszczenia agarozy.

5. Rozpuszczong mieszaning przeniesiono na ztoze minikolumny umieszonej
w probowce odbierajacej, nastepnie wirowano przez 1 minute przy 6 000 X g.

6. Usunigto przesacz z probéwki odbierajgcej i umieszCzono W niej z powrotem
minikolumne.

7. Do minikolumny dodano 500 pl buforu do ekstrakcji, wirowano przez 1 minute
przy 12 000 x g.

8. Ponownie usuni¢to przesacz z probowki i umieszczono w niej kolumienke.

9. W celu oczyszczenia ztoza kolumny z zanieczyszczen, dodano 750 ul buforu

ptuczacego (ang. wash buffer) i wirowano przez 1 minute przy 12 000 x g.
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10. Przesacz ponownie usunieto z probowki odbierajacej i umieszczono w niej
minikolumne

11. Cato$¢ ponownie wirowano przez 1 minute przy 12 000 x g, w celu osuszenia
ztoza w minikolumnie.

12. Umieszczono minikolumne w nowej sterylnej probowce typu Eppendorf,
nastepnie dodano centralnie na ztoze minikolumny 30 ul buforu elucyjnego
1 inkubowano przez 1 minut¢ w temperaturze pokojowe;.

13. W celu uwolnienia zwigzanego ze ztozem fragmentu DNA, wirowano przez
1 minute¢ przy predkosci 12 000 X g

14. Usunigto minikolumne, a oczyszczony produkt PCR przechowywano

temperaturze -20°C do czasu dalszych analiz.

Analiza sekwencjonowania

Matryce DNA (o stezeniu minimum 10 ng/ul w obj. 20 pl) oraz startery
(rozcienczone do st¢zenia 5 pmol/ul w obj. 12 pl), wystano do firmy Genomed S.A., ktora
przeprowadzila analiz¢ sekwencjonowania metodg Sangera.

Do oczyszczenia produktow PCR z nadmiaru pozostatych po reakcji starterow
i trifosforanéw deoksyrybonukleotydow (ang. dNTP) uzyto zestawéw DYEnamic ET
terminator cycle sequencing kit oraz ABI Prism™ BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing kit. Odczytu zamplifikowanych fragmentéw dokonywano na sekwenatorze
kapilarnym ABI Prism 3730 firmy Applied Biosystems, Foster City, CA. Analiza
sekwencji badanego fragmentu DNA odbywata si¢ w dwoch kierunkach, zaréwno
ze starterem przednim (ang. forward) jaki wstecznym (ang. reverse), co pozwolito
unikng¢ ewentualnego pojawienia si¢  wynikow  falszywie  pozytywnych
lub negatywnych.

Analizy chromatograméw dokonano przy uzyciu programu FinchTV 1.4.
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3.3.6.2 Genotypowanie metoda HRM

W metodzie HRM roéznice w stezeniu DNA pomiedzy probkami uniemozliwiaja
prawidtowa identyfikacje genotypow, dlatego w celu uniknigcia problemow z analizg
proby pochodzace od probanta i jego rodzicow oraz kontrole doprowadzono
do jednakowych stezen tj. 20 ng/ul.

Przed przystagpieniem do analiz genotypowania, reakcj¢ najpierw
przeprowadzono w gradiencie temperatury w zakresie 55-67°C. Pozwolito to dobraé
wlasciwg temperaturg przytaczania starterow (ang. annealing temperature), przy ktorej
zard6wno wydajnosc¢ jak i specyficznos¢ reakceji byta optymalna.

Pierwsza cze¢$¢ reakcji HRM polegata na amplifikacji krotkiej sekwencji DNA
(~100-250 pz) zawierajacej badany wariant nukleotydowy wykorzystujac metod¢ PCR
w czasie rzeczywistym. Mieszanina reakcyjna zawierala niespecyficzny barwnik
fluorescencyjny - Eva Green interkalujacy do dwuniciowych czasteczek DNA (Tab. 9).
Czasteczki DNA nabieraly w ten sposob zdolnosci do wzbudzania i emisji fluorescenciji.
Pozwalio to na pomiar jej poziomu po kazdym cyklu i obserwacj¢ przyrostu ilosci

produktu PCR reakcji.

Tab. 9 Mieszanina stosowana do reakcji Real-time PCR-HRM.
Skladniki Objetos¢

5X Hot FirePol Eva Green HRM Mix 4 ul

10 uM Starter F (ang. forward ) 0.16 wl

10 uM Starter R (ang. reverse) 0.16 ul
DNA (~25ng/ul) 1 ul
H,0* 14.68 pl
Calkowita objetos¢ 20 pl

*dejonizowana, wolna od nukleaz

Drugi etap reakcji polegat na analizie profilu topnienia produktow PCR (HRM).
Zamplifikowane fragmenty DNA byly poddawane stopniowej denaturacji, ktora
powodowata zmiany w poziomie fluorescencji poprzez odlaczanie si¢ barwnika
fluorescencyjnego od jednoniciowych czasteczek DNA. Na tej podstawie wyznaczone
zostaly krzywe topnienia produktow PCR z rozdzielczoscia siegajaca 0,01°C. Roznice
w temperaturze topienia amplikondéw oraz ksztalt krzywych, pozwolity na identyfikacje

homo- i heterozygotycznych genotypow.
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Obserwowane roéznice pomiedzy genotypami spowodowane byty zmiang liczby
wigzan wodorowych w czasteczce, ktora wynikata z pojawienia si¢ badanego wariantu
genetycznego. Wszystkie analizy HRM przeprowadzone w ramach tej pracy doktorskiej
dotyczyly weryfikacji zmian heterozygotycznych. W zwiazku z powyzszym nie
napotkano na problemy zwigzane analizg wariantow polegajacych na zamianie AT

oraz G—C.

Tab. 10 Etapy i profil termiczny reakcji Real -Time PCR.-HRM.

PCR
Etap Temp. Czas Liczba cykli
Denaturacja wstgpna  95°C 15 min 1
Denturacja 95°C  10s
Przylaczanie starterow 53-60°C 10 s 50
Elongacja* 72°C  10s
HRM
Temp. Czas
95°C 60s
40°C 60 s
70-80°C 1s
90-98°C** 1s
40°C*** 30s

*Elongacja z pojedynczym pomiarem fluorescencji
**Ciagly pomiar fluorescencji, 25 pomiarow/°C (0.02°C/s)
***Chtodzenie

3.3.7  Analiza nadreprezentacji (ORA — ang. Over-Representation Analysis)

Dla genow, w ktorych potwierdzono obecno$¢ potencjalnie patogennych zmian
przeprowadzono analiz¢ ORA, ktora jest jedng z tzw. analiz wzbogacenia
(ang. enrichment analysis). Pozwala ona na weryfikacje, czy wsrdod analizowanych
gendw wystepuje istotna ,nadreprezentacja” okreSlonych funkcji molekularnych
oraz procesow biologicznych. Narzedziem bioinformatycznym uzytym do tego celu byto

WebGestalt (ang. WEB-based Gene SeT AnaLysis Toolkit, http://www.webgestalt.org/).
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4, Wyniki

Analiza NGS pelnej sekwencji kodujacej genéw wyselekcjonowanych do panelu
objeta w sumie 150 pacjentow, w tym 105 z nsCL/P oraz 45 z nsCP. Identyfikacji zmian
sekwencyjnych dokonano z zastosowaniem technologii NGS przy uzyciu platformy
firmy Illumina.

Metoda ta umozliwita wykrycie 41 potencjalnie patogennych zmian u 35 (24%)
analizowanych pacjentow, w tym u 25 0so6b z nsCL/P oraz 10 oséb z nsCP.

Dane naukowe sugeruja, ze nsCP charakteryzuje si¢ odrgbng etiologie
genetyczng, dlatego wyniki dla tej grupy pacjentow zostaty przedstawione w osobnych
tabelach i analizowane jako odmienny typ wady twarzoczaszki.

Pacjenci z nsCL/P

W grupie 105 pacjentéw z nsCL/P zidentyfikowano w sumie 27 potencjalnie
patogennych zmian. W$réd nich stwierdzono obecno$¢ 21 heterozygotycznych
wariantow zmiany sensu oraz 4 heterozygotycznych wariantéw typu nonsense. Pozostate
wykryte warianty nukleotydowe to heterozygotyczna dwunukleotydowa delecja
prowadzaca do przesunigcia ramki odczytu, a takze trdjnukleotydowa hemizygotyczna
delecja. Wérod analizowanych wariantow w grupie nsCL/P 14 stanowily nowe,
nieopisane dotad zmiany, a 3 zidentyfikowano jako warianty powstale de novo,
wykluczajac ich obecnosé¢ u rodzicow probanta.

Pacjenci z nsCP

W wyniku przeprowadzonych analiz u 45 pacjentow z nsCP zidentyfikowano
13 heterozygotycznych substytucji niesynonimicznych, oraz jedng zmiang typu nonsense.
Wsrod  wykrytych  zmian 7 stanowily nowe warianty, ktore nie figuruja
w zadnej bazie danych (ClinVar, HGMD, GnomAD). Analiza cztonkéw rodziny
probantow wykazata, ze 2 zidentyfikowane substytucje nukleotydowe byty wariantami

powstatymi de novo.

U pozostaltych 114 (76%) zakwalifikowanych do badan pacjentow (zaro6wno
nsCL/P jaki i1 nsCP) analizy nie wykazaly obecnosci patogennych wariantow,
ani wariantow o prawdopodobnym patogennym charakterze, ktore moglyby korelowa¢

z ryzykiem wystapienia wady rozszczepowej.
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W ramach niniejszej pracy, warianty mogace mieé znaczenie w etiologii wady

rozszczepowej podzielono na 4 grupy:

Grupa |
e Zakwalifikowano do niej warianty, ktére w bazie ClinVar lub HGMD

figurujg jako zmiany patogenne. Warianty w tej grupie powstaly de novo
lub potwierdzono ich segregacj¢ z chorobg w rodzinie probanta.

Grupa Il

Do tej grupy zaliczono warianty zarejestrowane w bazie ClinVar, a takze
w katalogu mutacji somatycznych w nowotworach (COSMIC) jako zmiany
o niepewnym znaczeniu klinicznym. Wyniki analiz bioinformatycznych wskazaty
jednoznacznie na ich patogenny charakter. Prezentowane w tej grupie warianty
genetyczne zostaly odziedziczone od zdrowych rodzicow lub sg wariantami
prawdopodobnie powstatymi de novo — przypadek pacjenta nr 4

Grupa Il

Grupg III stanowig nowe, nieopisane jeszcze warianty, ktore powstaty de novo.
Warianty te nie figurujg w zadnych bazach danych, a wyniki przeprowadzonych
analiz in silico z zastosowaniem programéw bioinformatycznych, wskazuja
w przewazajacej wigkszosci na ich patogenny charakter. W bazie VarSome
dedykowanej do oceny m.in. nowych wariantow, zmiany te zostaly
zakwalifikowane jako patogenne lub o niepewnym znaczeniu patogennym.
Grupa IV

W tej grupie znajduja si¢ nowe warianty, ktore nie zostaly zarejestrowane
w zadnych bazach danych pozwalajacych oceni¢ ich wptyw na fenotyp pacjenta.
Warianty przedstawione w tej grupie zostaly odziedziczone od zdrowego rodzica
lub nie majg okreslonego statusu dziedziczenia. W klasyfikacji brano pod uwage
rodzaj zmiany, wyniki analiz bioinformatycznych, status jaki uzyskaty w bazie
VarSome, a takze dane literaturowe dotyczace zwigzku danego genu, w ktérym
zlokalizowany jest wykryty wariant z wadg rozszczepowa.

GrupaV

Warianty przedstawione w grupie V to znane, rzadkie zmiany (MAF<0,01),
ktore zostaly zarejestrowane w genomach i eksonach referencyjnych bazy
GnomAD. Nie sg jednak zdeponowane w innych bazach danych,

umozliwiajgcych oceng ich znaczenia klinicznego. W selekcji brano pod uwage
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te same aspekty jak przy klasyfikacji wariantow z grupy IV, a takze uwzgledniono
pismiennictwo naukowe wskazujace na zwigzek zidentyfikowanych wariantow

z etiopatogenezg wady rozszczepowe;.

Doktadny opis zidentyfikowanych potencjalnie patogennych zmian dla nsCL/P
wraz z wynikami analizy in silico, a takze wynikami badan dziedzicznosci w triadach
rodzinnych przedstawiono odpowiednio w Tab. 11, 12.

W osobnych tabelach, ten sam opis przedstawiono dla grupy chorych z nsCP,
odpowiednio w Tab.15, 16.

W Tab. 13, 14, oraz 17, i 18. przedstawiono wyniki analizy ,,wzbogacenia”, ktora
zostata wykonana dla gendéw, w ktorych zidentyfikowano potencjalnie patogenne

warianty nukleotydowe odpowiednio w grupie pacjentow nsCL/P oraz nsCP.
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Tab. 11 Potencjalnie patogenne warianty nukleotydowe zidentyfikowane w sekwencjonowaniu panelu genowego metodg NGS oraz wyniki przeprowadzonych analiz
in silico w grupie pacjentéw z nsCL/P.

czestosé* baza danych** program stosowany do oceny patogennos ci***
przyg e [P rozs?’cpzem gen |nrtranskryptu|  nrrs numgi;"dzw hi{i';fvy Ge’ll‘;m)? (32‘::2}? varSome |Clinvar| 1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |89 |10{11|12|13|14|15|16[17
COL17A1 NM_000494.4  |[rs121912769 €.3676C>T p.Argl226* 2.1E-05 1.4E-05
2 nsCLP IRF6 NM_006147.4 CM 092352 ¢.905T>C p.Leu302Pro 0.0E+00 | 0.0E+00 NR DIM|D|D|D|D|D(P|P|(D(D|D|P|P|D|D|D
COLS8A1 NM_001850.5 COSM 4595504 |c.1463C>T p.Pro488Leu 0.0E+00 | 0.0E+00
4 nsCL CHD7 NM_017780.4 rs1563644113 (c.4033C>T p.Argl345Cys | 0.0E+00 | 0.0E+00 LP D DID|D|(D|D|P|(P|{D(D|D|P|P|D|D|D
5] nsCLP BMPR1A NM_004329.2 rs587781332 ¢.1216C>T p.Argd06Cys 8.4E-05 4.2E-05 DIM|T|D|D|D|D|P|{P|(D|(D|D|P|P|D|D|D
= Nowe warianty o potencjalnie patogennym charakterze - warianty de novo
é_ 6 nsCL KMT2D NM_003482.3 NOWY ¢.16223G>A p.Gly5408Asp | 0.0E+00 | 0.0E+00 NR DIM|D|D|D|N|T(P|P|[D(D|D|P|P|D|D|D
=
o 7 nsCLP MAML1 NM_014757.5 [NOWY ¢.193C>T p.GIn65* 0.0E+00 | 0.0E+00 P NR D N[N PP T
Nowe warianty o patencjalnie patogennym charakterze - warianty odziedziczone od zdrowego rodzica lub warianty o nieokreslonym statusie dziedziczenia
8 nsCLP  |ARHGAP29 |NM_004815.4 [Nowy ?1060—1061"8'(: ﬂe Lr:;'?’s"va'fs 0.0E+00 | 0.0E+00 LP NR
9 nsCLP ESRP2 NM_024939.3 [NOWY c.697G>T p.Glu233* 0.0E+00 | 0.0E+00 P NR D DIN|D Pl P T
i 10 nsCL  |FGD1L NM_0044633  |NOWY 2#251—1253“” p.Valdledel | 0.0E+00 | 0.0E+00 Lp NR
g- 11 nsCLP SHH NM_000193.4 NOWY c.787C>G p.Arg263Gly 0.0E+00 | 0.0E+00 NR DIM|D|D|D|D|D|P|P[D|T|D|P|P|T|D|D
12 nsCL FGF4 NM_002007.4 NOWY c.460G>A p.Glul54Lys 0.0E+00 | 0.0E+00 NR D DID|IDI(N|D|P|(P|{D(D|D|B|P|T|D|D
13 nsCLP TRPS1 NM_014112.5 NOWY €.2190G>T p.GIn730His 0.0E+00 | 0.0E+00 NR D T|{DIN[D|[T|B|U|T|T|IN|B|B|T|T|T
14 nsCLP SKI NM_003036.4 NOWY c.1280A>G p.GInd27Arg 0.0E+00 | 0.0E+00 NR P DID|IN[N|T|B[B|T|T|N|B|B|T|D|D
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15 M nsCLP  |PLEKHAS 'Z\IM—OOHSWO' NOWY c1172A>G p.Asp391Gly | 0,0E+00 | 0,0E+00 NR [PD[M[T|D[N[N|T[P|P|TTDON|B|B|T|T|T
= 16 M nsCLP  [TOX3 NM_001080430. 15 v c.1618A>G p.lle540Val 0,0E+00 | 0,0E+00 NR |P|N|T|[D|D|N|[T|B|B|D|T|N|B|B|T|T|T
‘s
= 17 M nsCLP  |ADK NM_0011233 [NowyY c.8C>G p.Ser3* 0,0E+00 | 0,0E+00 NR | D D[N B[P T
S
©)

18 M nsCLP  |LRP2 NM_0045253  [NowY c.11896A>G p.Lys3966Glu | 0,0E+00 | 0,0E+00 LB NR |P|L|D[D|N[N[T|B|B|T|T[N|B|B|T|T|T

19 M nsCLP  |EDAR NM_022336.4 [NowyY ¢.18C>G p.Asp6Glu 0,0E+00 | 0,0E+00 P NR | P|N[D|N[N[N|T[B|[B|T|[T|N|B|[B|T|T|T

Znane warianty o potencjalnie patogennym charakterze - warianty odziedziczone od zdrowego rodzica lub o nieokreslonym statusie dziedziczenia
20 K nsCLP  [EFTUD2  |NM_004247.4 |rs1467291243 [c.956C>T p.Thr3l9Met | 0,0E+00 | 2,8E-05 LP NR |[D|H|[T|D|D|D|D|P|P|D|D|D|B|B|D|D|D
21 M nsCL  |COL11Al |NM_001854.4 [rs775587076 [c.4193A>C p.GIn1398Pro | 52E-05 | 5,6E-05 LP NR |D|N|D|D|D|D|D|B|P[T.OQT|(D|B|[B|[D|D|D
CHD7 NM_017780.4  [rs1009126876 |c.4477C>T p.Argl493Cys | 8,7E-06 | 7,0E-06 NR |D|H|[D|D|[N|D|D|P|P|D|D|D|P|P|T|D|D
> 22 K nsCL
§ ARHGAP29 |NM_004815.4 |rs140877322  [c.1043G>T p.Arg348leu | 6,8E-05 | 3,5E-05 LB NR |D|M|T|D|D|N|T|P|[P|D|T|D|B|B|D|T|T
S
Q)
FGFR3 ?M—OOBS"’SOQ‘ 1s761163163  [c.1756C>T p.Pro586Ser 1,3E-04 | 7,7E-05 NR |D|L|[D|D|D|[D|D|B|B|T|T|D|B|B|T|T|T
23 M nsCLP
POLRIC  |[NM_203290.4 [rs371479150 |c.845C>G p.Thr282Ser 2,4E-04 | 18E-04 NR |D|m[D|D|D|[D|D|B|P|T|T|N|B|B|D|T|T

24 M nsCLP  [COL9A1  |NM_0018515 [rs760070670 [c.1802G>T p.Gly601Val 1,2E-05 | 35E-05 NR |D|M|D[D|D|D|D|P|P|D|D|[D|P|P|[T|D|D

25 K nsCL  |ESRP2 NM_024939.3  |rs201908706  [c.1058G>A p.Arg353GIn | 4,0E-04 | 4,5E-04 NR |D|M|T|D|D|D|T|P|P|D|D|D|B|B|D|T|T
K-kobieta, M-mezczyzna, nsCL- izolowony rozszczep wargi, nsSCLP — rozszczep wargi i podniebienia *GnomAD - Genome aggregation database (https://gnomad.broadinstitute.org/)
**VVarSome — The Human Genomic Variant Search Engine (https://varsome.com/) P — Pathogenic, LP — Likely Pathogenic, - Uncertain Significance, LB — Likely Benign, B — Benign
**ClinVar — Clinical Significance of Variants (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) P — Pathogenic, |/ — Uncertain Significance, NR — Not Reported
***Programy: 1 - MutationTaster (D — Disease causing, P - Polymorphism), 2 - MutationAssessor (H — High, M —Medium, N — Neutral, L — Low ), 3 - FATHMM (D — Damaging,

- Tolerated), 4 - FATHMM-MKL (D — Damaging, N— Neutral), 5 - FATHMM-XF (D - Damaging, N— Neutral), 6 - LRT (D - Deleterious, N — Neutral, '/ — Unknow),
7 - DEOGEN2 (D — Damaging, T — Tolerated), 8 - EIGEN ( P — Pathogenic, B — Benign), 9 - EIGEN PC (P — Pathogenic |/ — Uncertain), 10 - SIFT (D — Damaging,
— Tolerated), 11 - SIFT4G (D -Damaging, T — Tolerated), 12 - PROVEAN (D — Damaging, — Neutral), 13 - MVP (P — Pathogenic, B — Benign), 14 - REVEL

(P — Pathogenic, B — Benign), 15 - PrimateAl (D — Damaging, T — Tolerated), 16 - MetaSVM (D — Damaging, T — Tolerated), 17 - MetaLR (D — Damaging, T — Tolerated)
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Tab. 12 Potencjalnie patogenne warianty nukleotydowe, zidentyfikowane w sekwencjonowaniu panelu genowego metoda NGS wraz z wywiadem rodzinnym i wynikiem
analizy nosicielstwa u rodzicoOw pacjentéw z nsCL/P.

nr
przypadku

typ
rozszczepu

CoL

gen

17A1

NM_000494.4

nr transkryptu

nrrs

rs121912769

wariant

C.3676C>T

nukleotydowy

efekt bialkowy

p.Argl226*

postaé rodzinna

NIE

probant

ojciec

matka

status dziedziczenia
zmiany

de novo

nsCLP

IRF6

COoL

NM_006147.4

8AL

NM_001850.5

CM 092352

COSM 4595504

€.905T>C

€.1463C>T

p.Leu302Pro

p.Pro488Leu

TAK - ojciec,
rodzenstwo, dziadek
od strony ojca

NIE

HET

HET

P

dziedziczona od ojca
CLP

dziedziczona od matki

4 M nsCL CHD7 NM_017780.4 rs1563644113 c.4033C>T p.Argl345Cys NIE HET |brak DNA P de novo lub od ojca
5 K nsCLP BMPR1A NM_004329.2 rs587781332 c.1216C>T p.Argd06Cys NIE HET P HET dziedziczona od matki
= Nowe warianty o potencjalnie patogennym charakterze - warianty de novo
é_ 6 K nsCL KMT2D NM_003482.3 NOWY c.16223G>A p.Gly5408Asp NIE HET P P de novo
=
© 7 M nsCLP MAML1 NM_014757.5 NOWY c.193C>T p.GIn65* NIE HET = P de novo
Nowe warianty o patencjalnie patogennym charakterze - warianty odziedziczone od zdrowego rodzica lub warianty o nieokreslonym statusie dziedziczenia
8 M nsCLP ARHGAP29 |NM_004815.4 NOWY ¢.1060_1061delCT p.Leu354ValfsTer33 NIE HET P HET dziedziczona od matki
9 M nsCLP ESRP2 NM_024939.3 NOWY c.697G>T p.Glu233* NIE HET |brak DNA| brak DNA -
E 10 M nsCL FGD1 NM_004463.3 NOWY c.1251_1253delTGT |p.Val418del NIE HEMI P HET dziedziczona od matki
§ 11 M nsCLP SHH NM_000193.4 NOWY c.787C>G p.Arg263Gly NIE HET P HET dziedziczona od matki
12 K nsCL FGF4 NM_002007.4 NOWY c.460G>A p.Glul54Lys NIE HET nie ma HET dziedziczona od matki
13 M nsCLP TRPS1 NM_014112.5 NOWY €.2190G>T p.GIn730His NIE HET |brak DNA HET dziedziczona od matki
14 M nsCLP SKI NM_003036.4 NOWY c.1280A>G p.GIn427Arg NIE HET HET P dziedziczona od ojca
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15 M nsCLP PLEKHAS NM_001256470.2 [NOWY c.1172A>G p.Asp391Gly NIE HET P HET dziedziczona od matki
> 16 M nsCLP TOX3 NM_001080430.4 [NOWY c.1618A>G p.lle540Val NIE HET P HET dziedziczona od matki
<
= 17 M nsCLP ADK NM_001123.3 NOWY c.8C>G p.Ser3* NIE HET p HET dziedziczona od matki
S
O -

18 M nsCLP  |LRP2 NM_004525.3 NOWY c.11896A>G p.Lys3966GIu TAK-dziadekod | er |y DA P |denovo Iub od ojca

strony ojca CLP

19 M nsCLP EDAR NM_022336.4 NOWY c.18C>G p.Asp6Glu NIE HET P HET dziedziczona od matki

Znane warianty o potencjalnie patogennym charakterze - warianty odziedziczone od zdrowego rodzica lub o nieokreslonym statusie dziedziczenia
20 K nsCLP EFTUD2 NM_004247.4 rs1467291243 c.956C>T p.Thr319Met NIE HET HET P dziedziczona od ojca
21 M nsCL COL11A1 NM_001854.4 rs775587076 c.4193A>C p.GIn1398Pro NIE HET P HET dziedziczona od matki
CHD7 NM_017780.4 rs1009126876 CA477C>T p.Argl493Cys HET P brak DNA [de novo lub od matki
> 22 K nsCL NIE
§ ARHGAP29 |NM_004815.4 rs140877322 €.1043G>T p.Arg348Leu HET HET brak DNA |dziedziczona od ojca
S
(©)
FGFR3 NM_001354809.2 |[rs761163163 c.1756C>T p.Pro586Ser HET P HET dziedziczona od matki

23 M nsCLP NIE

POLR1C NM_203290.4 rs371479150 €.845C>G p.Thr282Ser HET HET P dziedziczona od ojca

24 M nsCLP COL9A1 NM_001851.5 rs760070670 €.1802G>T p.Gly601Val NIE HET |brak DNA| brak DNA -

25 K nsCL ESRP2 NM_024939.3 rs201908706 c.1058G>A p.Arg353GIn NIE HET |brak DNA| brak DNA -

K-kobieta, M-mezczyzna, nsCL- izolowany rozszczep wargi, nsSCLP — izolowany rozszczep wargi i podniebienia, HET- heterozygota, P-prawidtowy
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Tab.13 Wyniki analizy wzbogacenia dla 25 genéw, w ktorych zidentyfikowano potencjalnie patogenne warianty w grupie pacjentow nsCL/P. Przedstawiono 30
najistotniejszych wynikow dla ,,nadreprezentowanego” w tej grupie procesu biologicznego.

Lp. g?)zwa LRI Proces biologiczny Geny Warto$¢ p Wv:re:tl(;élfr ;)t r[:a) ;(;i(e)lvc\;inei:a
commess oo tanc 51 € LI SOLIT CaLi i B S R R | s ase0s
2 (G0:0009887 rozwoj morfogenetyczny narzadow EII;APPZF,Q]SJ:I—?,E'EI’WCI\?':’_;;AAL COLBAL, COL9AL, EDAR, ESRP2, FGD1, FGF4, FGFRS, 6.32E-11 5.75E-07
3 [GO:0060537 rozwdj tkanek migsniowych BMPR1A, CHD7, COL11A1, LRP2, MAML1, SHH, SKI 2.18E-08 1.98E-04
4 |1GO:0060541 rozwdj ukladu oddechowego BMPR1A, CHD7, ESRP2, SHH, SKI 6.60E-08 6.00E-04
5 [GO:0048729 morfogeneza tkanek BMPR1A, CHD7, COL11A1, ESRP2, LRP2, SHH, SKI, WNT10A 1.19E-07 1.09E-03
6 1G0O:0035295 rozwdj cewy nerwowej BMPR1A, CHD7, COL8AL, EDAR, ESRP2, LRP2, SHH, SKI 1.38E-07 1.25E-03
7 1G0:0060429 rozwéj nabtonka CHD7, IRF6, WNT10A, SHH, ESRP2, SKI, EDAR, BMPR1A, LRP2 1.42E-07 1.29E-03
8 1G0:0035239 morfogeneza cewy nerwowej CHD7,COL8AL, SHH, ESRP2, SKI, EDAR, BMPR1A, LRP2 1.61E07 1.46E-03
9 |G0:0014706 rozw; migsni poprzecznie BMPR1A,CHD7 , COL11A1, LRP2, MAMLL, SHH, SKI, 2.75E07 250E-03

prazkowanych

10 |G0O:0001501 rozw¢j uktadu kostnego BMPR1A,CHD7 , COL11A1, FGF4, FGFR3, SHH, SKI, SOX9, TRPS1 3.08E-07 2.80E-03
11 |G0O:0035107 morfogeneza przydatkow BMPR1A,CHD7 , FGF4, SHH, SKI 3.19E-07 2.90E-03
12 1G0:0035108 morfogeneza koficzyn BMPR1A, CHD7 , FGF4, SHH, SKI 3.19E-07 2.90E-03
13G0:0003223 morfogeneza komory mig$nia sercowego [BMPR1A, CHD7, LRP2 3.58E-07 3.25E-03
14G0:0001503 kostnienie BMPR1A, COL11A1, FGFR3, SHH, SKI 3.69E-07 3.35E-03
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15 |GO:0010628 pozytywna regulacja ekspresji genow \?vl\ril;fol:' CHD7, EDAR, FGF4, IRF6, KMT2D, MAMLL, POLR1C, SHH, SKI, TOX3, 6.21E-07 5.65E-03
16 [GO:0001942 rozwoj mieszkow wlosowych EDAR, SHH, WNT10A 6.22E-07 5.66E-03
17 [GO:0042475 odontogeneza BMPR1A, EDAR, FGF4, SHH, WNT10A, 6.22E-07 5.66E-03
18 |G0:0035137 morfogeneza konczyn tylnych BMPR1A, CHD7, FGF4, SHH, 6.32E-07 5.74E-03
19 (G0O:0022404 proces zluszczania naskorka EDAR, ERCC2, SHH, WNT10A, 6.97E-07 6.34E-03
20 |GO:0022405 regulacja cyklu wlosa EDAR, ERCC2, SHH, WNT10A 6.97E-07 6.34E-03
21|G0:0098773 rozwoj skory EDAR, SHH, WNT10A, 6.97E-07 6.34E-03
22 |G0:0048598 rozwoj embrionalny BMPR1A, CHD7, COL11A1, COL8AL, FGF4, LRP2, SHH, SKI 8.47E-07 7.70E-03
23|G0:0048736 rozwoj embrionalny przydatkow BMPR1A, CHD7, FGF4, SHH, SKI 9.51E-07 8.64E-03
241G0:0060173 rozwoj konczyn BMPR1A, CHD7, FGF4, SHH, SKI 9.51E-07 8.64E-03
25|G0:0008283 proliferacja komorek BMPR1A, COL8A1, ESRP2, FGF4, FGFR3, IRF6, KMT2D, LRP2, SHH, SKI 1.02E-06 9.31E-03
26 |GO:0061061 rozwoj strukturalny mi¢$nia BMPR1A, CHD7, COL11A1, FLNB, LRP2, MAML1, SHH, SKI 1.47E-06 1.33E-02
271G0:0010463 proliferacja komorek mezenchymalnych [BMPR1A, FGF4, SHH 1.58E-06 1.44E-02
28 |GO:0008544 roznicownie oraz rozwdj komérek COL17A1, EDAR, IRF6, SHH, WNT10A 1.72E-06 1.56E-02
naskorka
29 |G0:0072359 rozwoj ukladu krazenia BMPR1A, CHD7, COL11A1, COL8A1L, LRP2, MAML1, SHH 1.78E-06 1.62E-02
30 [GO:0055010 morfogeneza komory mig$nia sercowego |BMPR1A, CHD7, COL11A1, LRP2 1.89E-06 1.71E-02

GO — Gene Ontology (http://geneontology.org/)
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Tab. 14 Wyniki analizy wzbogacenia dla 25 genow, w ktoérych zidentyfikowano potencjalnie patogenne warianty w grupie pacjentow nsCL/P. Przedstawiono

jedynie istotne statystycznie wyniki dla ,,nadreprezentowanej” w tej grupie funkcji molekularne;.

Nazwa kategorii wg

Wartos§¢ p po korekcie na

Lp. Go Funkcja molekularna Geny Wartos¢ p wielokrotne testowanie
1 |G0:0030020 ST ) (15 Py PEoaTe (i SBiTT 78 S01 ) Pl e COL11A1,COL17Al, COL8AL, COL9AL 7.07E-07 1.33E-03
wytrzymalo$¢ i elstycznos¢
2 |G0:0005201 glowny skladnik strukturalny macierzy zewnatrzkomorkowej COL11A1,COL17A1, COL8AL, COL9A1L 1.18E-05 2.21E-02

GO - Gene Ontology (http://geneontology.org/)
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Tab. 15 Potencjalnie patogenne warianty nukleotydowe zidentyfikowane w sekwencjonowaniu panelu eksomowego metoda NGS oraz wyniki przeprowadzonych analiz
in silico w grupie pacjentéw z nsCP

czesto§ ¢ bazy danych** program stosowany do oceny patogennosci***
T | gee| BP gen | nrtranskryptu nrrs wariant gefekt | GnomAD | GnomAD /.o oee | ctinvar 1 2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 10|11 |12]13]14|15|16]17
przypadku rozszczepu nukleotydowy | biatkowy eksomy | genomy
_ Nowe warianty o potencjalnie patogennym charakterze - warianty de novo
= 2% v wcp |IRFS NM_006147.4 NOWY C.224A>G p.Asp75Gly 0.0E+00 | 0.0E+00 LP NR [D|M|D|(D|D|D|D|P|P|[D|D|D|P|P
o
2 WNT10A |NM_025216.3 rs373695499 |c.443C>T p.Alal48Val 2.0E-05 | 1.4E-05 NR [D|mM|T|(D|D|D|(D|P|P|D|D]|D|P|P
]
27 K nsCP  |NHS NM_198270.4 NOWY ¢.568G>C p.Vall90Leu | 0.0E+00 | 0.0E+00 NR [D|N|T|D|D|D|T TD|TD|N|B|B T|T
Nowe warianty o patencjalnie patogennym charakterze - warianty odziedziczone od zdrowego rodzica lub warianty o nieokre§lonym statusie dziedziczenia
28 K wscp  |NIPBL|NM_1334334 NOWY C.2688A>C p.Lys896Asn | 0.0E+00 | 0.0E+00 NR [(D|L|D|(D|N|D|[T|B|[B|D|T|N[B|B|T|D|D
IRF6& NM_006147.4 rs200808685 |c.1060G>A p.Asp354Asn | 23E-04 | 2.0E-04 B NR [(D|L|D|(D|D|N[D|B|P|T.D|TD|N|[B|B|D|D|D
2 29 K nsCP  |FLNB NM_001164317.2 |NOWY ¢.3605A>G p.Tyr1202Cys | 0.0E+00 | 0.0E+00 NR [D|m|T|D|D|D|D|P|P|D|D|D|P|P|D|D|D
(1]
o
= NOTCH2 |NM_024408.4 NOWY c.1997A>G p.Tyr666Cys | 0.0E+00 | 0.0E+00 NR [D|H|D|D|D D(P|P|D|D|D|P|[P[T|D|D
0) 30 K nsCP
FGFR3 [NM_001163213.1 |rs755547723 |c.1075C>T p.Arg359* 18E-05 | 14E-05 P NR |[D D[N P|P T
31 M nsCP  |DHODH |NM_001361.5 NOWY €.749C>G p.Ala250Gly | 0.0E+00 | 0.0E+00 NR [(D|m|D|D|D|D|D|B|B|D|D|N|P|B|D|D|D
32 K nsCP  |SPRY2  |NM_005842.4 NOWY c.35A>T p.GIn12Leu 0.0E+00 | 0.0E+00 NR [D|L|T[D|D|N[T|B|B|T|[T|N[B|B|T|[T|T
Znane warianty o potencjalnie patogennym charakterze - warianty odziedziczone od zdrowego rodzica lub o nieokreslonym statusie dziedziczenia
ﬁ 33 M nsCP  |WNT5B |NM_032642.3 rs529807731 |[c.716G>T p.Arg239Leu | 2.0E-05 | 0.0E+00 NR [D|H|T|D|D|D|D|P|P|D|D|D|B|P|D|D|D
o
2 34 K nsCP  |LRP6 NM_002336.3 rs769446193 |c.481C>A p.Prol61Thr | 4.0E-06 | 0.0E+00 NR [D|H|D|D|D|D|(D|P|P|D|D|D|[P|P|D
O]
- M wcp |IRF8 NM_006147.4 rs200808685 |c.1060G>A p.Asp354Asn | 23E-04 | 2.0E-04 B NR |[D|L|D|D|D|N|D|B|P|TD|TD|N|[B|B|D|D|D
WNT10B |NM_003394.4 rs200116103 |c.832C>T p.Ar278Trp | 1.2E-05 | 7.0E-06 NR |[D|H|T|D|D|D|D|P|[P|D|D|D|P|P|D|D|D
K-kobieta, M-megzczyzna, nsCP- izolowany rozszczep podniebienia *GnomAD - Genome aggregation database (https://gnomad.broadinstitute.org/) ) ) )
**VarSome — The Human Genomic Variant Search Engine (https://varsome.com/) P — Pathogenic, LP — Likely Pathogenic, /S - Uncertain Significance, — Likely Benign, B — Benign
**ClinVar — Clinical Significance of Variants (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) P — Pathogenic, — Uncertain Significance, NR — Not Reported
***Programy: 1 - MutationTaster (D — Disease causing, P - Polymorphism), 2 - MutationAssessor (H — High, M —Medium, N — Neutral, L — Low ), 3 - FATHMM (D — Damaging,
- Tolerated), 4 - FATHMM-MKL (D — Damaging, N- Neutral), 5 - FATHMM-XF (D - Damaging, N— Neutral), 6 - LRT (D - Deleterious, N — Neutral, [/ — Unknow),
7 - DEOGEN2 (D - Damaging, T — Tolerated), 8 - EIGEN ( P — Pathogenic, B — Benign), 9 - EIGEN PC (P — Pathogenic | — Uncertain), 10 - SIFT (D — Damaging,
— Tolerated), 11 - SIFT4G (D —-Damaging, — Tolerated), 12 - PROVEAN (D - Damaging, — Neutral), 13 - MVP (P - Pathogenic, — Benign), 14 - REVEL

(P — Pathogenic, B — Benign), 15 - PrimateAl (D — Damaging, T — Tolerated), 16 - MetaSVM (D — Damaging, T — Tolerated), 17 - MetaLR (D — Damaging, T — Tolerated)
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Tab.16 Potencjalnie patogenne warianty nukleotydowe zidentyfikowane w sekwencjonowaniu panelu genowego metodg NGS wraz z wywiadem rodzinnym
i wynikiem analizy nosicielstwa u rodzicow pacjentow z nsCP.

nr ¢ vp en nr transkryptu nrrs wariant fek t biatk postaé robant ojciec matka status dzieziczenia
przypadku ple¢ rozszczepu g ypt nukleotydowy CEREDIATEOW | Fodzinna P ! zmiany
Nowe warianty o potencjalnie patogennym charakterze - warianty de novo
i IRF6 NM_006147.4 NOWY C.224A>G p.Asp75Gly HET P P de novo
=3 26 M nsCP NIE
5 WNT10A [NM_025216.3 rs373695499 |c.443C>T p.Alal48Val HET HET P dziedziczona od ojca
27 K nsCP NHS NM_198270.4 NOWY €.568G>C p.Vall190Leu NIE HET P P de novo
Nowe warianty o patencjalnie patogennym charakterze - warianty odziedziczone od zdrowego rodzica lub warianty o nieokre§lonym statusie dziedziczenia
NIPBL  |NM_133433.4 NOWY €.2688A>C p.Lys896Asn HET brak DNA P de novo lub od ojca
28 K nsCP NIE
IRF6 NM_006147.4 rs200808685 |c.1060G>A p.Asp354Asn HET brak DNA P de novo lub od ojca
> 39 K nsCP FLNB NM_001164317.2 |NOWY €.3605A>G p.Tyr1202Cys NIE HET brak DNA HET  |dziedziczona od matki
I
% NOTCH2 [NM_024408.4 NOWY €.1997A>G p.Tyr666Cys HET HET P dziedziczona od ojca
O 30 K nsCP NIE
FGFR3 |NM_001163213.1 |rs755547723 |[c.1075C>T p.Arg359* HET P HET |dziedziczona od matki
31 M nsCP DHODH |NM_001361.5 NOWY €.749C>G p.Ala250Gly NIE HET p HET  |dziedziczona od matki
32 K nsCP SPRY2 NM_005842.4 NOWY C.35A>T p.GIn12Leu NIE HET brak DNA | brak DNA -
Znane warianty o potencjalnie patogennym charakterze - warianty odziedziczone od zdrowego rodzica lub o nieokreslonym statusie dziedziczenia
> 33 M nsCP WNT5B [NM_032642.3 rs529807731 |c.716G>T p.Arg239Leu NIE HET HET P dziedziczona od ojca
o
o
o 34 K nsCP LRP6 NM_002336.3 rs769446193 |c.481C>A p.Prol61Thr NIE HET brak DNA HET [dziedziczona od matki
(O]
IRF6 NM_006147.4 rs200808685 |c.1060G>A p.Asp354Asn HET HET P dziedziczona od ojca
35 M nsCP NIE
WNT10B |NM_003394.4 rs200116103 |[c.832C>T p.Arg278Trp HET P HET  |dziedziczona od matki

K-kobieta, M-mezczyzna, nsCP- izolowany rozszczep podniebienia, HET- heterozygota, P-prawidtowy
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Tab. 17 Wyniki analizy wzbogacenia dla 12 genow, w ktorych zidentyfikowano potencjalnie patogenne warianty w grupie pacjentdéw nsCP. Przedstawiono wszystkie istotne wyniki dla
,hadreprezentowanego” w tej grupie procesu biologicznego.

Nazwa kategorii wg . . L, Warto$¢ p po korekcie na
Lp. GO Proces biologiczny Geny Wartos$¢ p wielokrotne testowanie

1 |GO:0007423 rozwéj narzadoéw zmystow LRP6, NHS, NIPBL, SPRY2, WNT10A, WNTL08, 6.13E-10 5.58E-06
WNT5B

2 |G0O:0045165 roznicowanie komorek NOTCH2, SPRY2, WNT10A, WNT10B, WNT5B 1.13E-07 1.03E-03

3 |GO:0001501 rozwéj ukladu kostnego FGFRS, LRP6, NIPBL, NOTCH2, WNT10B, 3.41E-07 3.10E-03
WNT5B,

4 1G0O:0060429 rozwoj nabtonka FLNB, IRF6, LRP6, SPRY2, WNT10A, WNT108, 7.93E-07 7.21E-03
WNT5B

5 |G0:0009887 rozw0j narzadow FGFR3, LRP6, NIPBL, NOTCH2, SPRY2, WNT104, 2.00E-06 1.82E-02
WNT108B,

6 |GO:0048705 rozwdj morfogenetyczny ukladu kostnego FGFR3, LRP6, NIPBL, WNT10B 2.82E-06 2.56E-02

) » FGFR3, FLNB, IRF6, LRP6, SPRY2, WNT10A,
7 |GO:0009888 rozwo6j tkanek WNT10B, WNT5B 3.73E-06 3.39E-02
8 |G0:0060325 rozwoj twarzoczas zki LRP6, NIPBL 3.90E-06 3.54E-02

GO - Gene Ontology (http://geneontology.org/)

Tab. 18 Wyniki analizy wzbogacenia dla 12 genow, w ktorych zidentyfikowano potencjalnie patogenne warianty w grupie pacjentow nsCP. Przedstawiono istotng statystycznie
,hadreprezentowang” funkcj¢ molekularna.

Lp. e gl g Funkcja molekularna Geny Warto$¢ p Wa_rtosc ppo korekcwﬁ na
GO wielokrotne testowanie
1 |GO:0005109 wigzanie do receptora frizzled WNT10A, WNT10B, WNT5B 3.43E-08 6.44E-05

GO - Gene Ontology (http://geneontology.org/)
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4.1 Opis nowych wariantéw genetycznych zidentyfikowanych
w grupie pacjentow z nsCL/P

Przypadek nr 6

Pacjentem byta 9-letnia dziewczynka z nsCL, u ktorej stwierdzono réwniez brak
5 zawigzkéw zebow statych (brak drugich zgbdéw przedtrzonowych oraz prawego
bocznego siekacza w szczece). Analiza NGS wykazata obecno$¢ nowej zmiany
zlokalizowanej w 51 eksonie genu KMT2D (OMIM *602113). Zidentyfikowana
heterozygotyczna tranzycja c¢.16223G>A powoduje zamiang wysoce konserwatywnej
glicyny na kwas asparaginowy w pozycji 5408 kodowanego biatka (p.Gly5408Asp).
Zmiana nie zostata dotychczas opisana w zadnych bazach danych. Z posrod
17 programow uzytych do badan in silico 15 potwierdzito patogenny charakter wariantu,
okreslajac go najczesciej jako uszkadzajacy ,,damaging”, patogenny ,,pathogenic”
oraz chorobotworczy ,,diesase causing” (Tab.11). Analiza HRM nie wykazata obecnosci
badanej zmiany u rodzicOw probanta, wskazujac ze jest to wariant powstaty de novo.
W wywiadzie rodzinnym nie stwierdzono wystepowania wad rozszczepowych
U pozostalych krewnych. Pacjentka posiada dizygotyczng siostr¢ blizniaczke, u ktorej
jedyna wystepujaca anomalia rozwojowa jest wada zgryzu. Zmiany c.16223G>A genu
KMT2D nie zidentyfikowano w grupie 300 zdrowych osob, a takze w bazie danych
GnomAD. Wyniki analiz dla wariantu ¢.16223G>A genu KMT2D przedstawiono
na Ryc. 5.
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Ryc. 5 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu de novo ¢.16223G>A—p.Gly5408Asp w genie KMT2D zidentyfikowanego u pacjenta nr 6.
a) lokalizacja genu KMT2D na dhugim ramieniu chromosomu 12 (locus q13.12), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowana zmiang*przedstawiono
prawidtowg sekwencje nici matrycowej DNA (-) zgodnie z orientacjg genu KMT2D w genomie; ponizej prawidtowa sekwencja aminokwasowa c) glicyna w pozycji
5408 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu KMT2D, *ckson, w ktorym zlokalizowany jest wariant
e) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metodg Sangera, ktory potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta; wynik przedstawia
sekwencje nici kodujacej (+) f) analiza genotypowania metoda HRM przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktéw. Wynik potwierdza obecnoé¢
heterozygotycznej zmiany u probanta oraz brak nosicielstwa u rodzicéw i kontroli.
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Przypadek nr 7

Pacjentem zakwalifikowanym do projektu byl 6 chtopiec z nsCLP. W wyniku
przeprowadzonych analiz wykryto u niego nowy, niezidentyfikowany w genomach
I eksomach referencyjnych heterozygotyczny wariant nukleotydowy genu MAML1
(OMIM *605424). Zmiana ta jest zlokalizowana w eksonie 1 i polega na tranzycji
cytozyny na tyming ¢.193C>T. Opisywana substytucja prowadzi do zmiany glutaminy
W pozycji 65 kodowanego biatka na kodon stop, powodujac przedwczesng terminacje
translacji 1 powstanie krotszego produktu biatkowego (p.GIn65Ter). Wpltywa
to negatywnie na strukture i funkcj¢ kodowanego biatka, co potwierdzity 3 programy
zastosowane do analizy in silico. Programy MutationTaster, EIGEN, EIGEN PC ocenity
wplyw zamiany glutaminy na kodon terminacyjny jako chorobotwoérczy ,,disease
causing” badz patogenny ,,pathogenic” (Tab.11). Pozostate programy (FATHMM-MKL,
LRT, PrimateAl) ocenily analizowany wariant jako neutralny, o nieznanym znaczeniu
oraz tolerowany, okreslajac go odpowiednio jako ,,neutral”, ,,unknown” czy ,tolerated”
(Tab.11). W bazie danych VarSome zmiana ¢.193C>T otrzymata status zmiany
patogennej ,,pathogenic”. W badaniach replikacyjnych potwierdzono obecnos¢
zidentyfikowanego wariantu genu MAML1 u probanta metodg sekwencjonowania
Sangera. Analizy genotypowania wykazaly, ze pacjent nie odziedziczyt wariantu
od zadnego ze zdrowych rodzicow, co sugeruje, ze jest to wariant de novo.
Nie stwierdzono wystgpowania wariantu u 300 genotypowanych pod tym katem kontroli
z populacji polskiej. W dalszej rodzinie pacjenta nie zanotowano zadnych przypadkoéw

wad rozszczepowych. Ryc. 6 przedstawia wyniki analiz dla wariantu genu MAMLL.
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Ryc. 6 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu de novo ¢.193C>T—p.GIn65Ter w genie MAMLL1 zidentyfikowanego u pacjenta nr 7.
a) lokalizacja genu MAML1 na dtugim ramieniu chromosomu 5 (locus q35.3), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowang zmiang, ¢) glutamina w pozycji
65 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu MAML1 * ekson, w ktorym zlokalizowany jest wariant,
e) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, potwierdzajacy obecnoé¢ heterozygotycznego wariantu u probanta f) analiza genotypowania
metoda HRM, przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktow. Wynik potwierdza obecno$¢ heterozygotycznej zmiany u probanta i oraz brak
nosicielstwa u rodzicow i kontroli.
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Przypadek nr 8

Analizy genetyczne wykonane u 9 letniego chtopca z nsCLP oraz wrodzonym
brakiem 3 zawigzkéw zebow stalych wykazaly obecno$¢ heterozygotycznej delecji
€.1060_1061delCT w eksonie 11 genu ARHGAP29. Delecja ta powoduje przesunigcie
ramki odczytu, ktéra rozpoczyna si¢ w pozycji 354 kodowanego biatka. Skutkuje ona
zmiang 33 aminokwaséw 1 prowadzi do przedwczesnej terminacji translacji
(p.Leu354ValfsTer33). Opisywany wariant nie zostal  zidentyfikowanych
w referencyjnych genomach ludzkich oraz nie jest opisywany w zadnej bazie danych.
Baza VarSome potwierdzita negatywny wplyw wariantu na produkt ekspresji genu
ARHGAP29, okreslajac go jako ,.likely pathogenic” (Tab.11).

Obecnos¢ heterozygotycznej delecji €.1060_1061delCT potwierdzono takze
u matki pacjenta. Wariantu nie zidentyfikowano u ojca ani u 300 kontroli z populacji
polskiej. W wywiadzie rodzinnym nie stwierdzono obecno$ci wady rozszczepowej
u pozostatych krewnych pacjenta. Wyniki analizy dla wariantu przedstawiono na Ryc. 7.

Przypadek nr 9

W wyniku przeprowadzonych analiz genetycznych u 6 letniego chtopca
z nsCLP oraz wrodzonym brakiem 2 zawigzkow zgbow statych zidentyfikowano nowa,
nieopisang w bazach danych zmiang¢ typu nonsense genu ESRP2 (OMIM *612960).
Zmiana ta jest zlokalizowana w eksonie 6 i polega na heterozygotycznej transwersji
guaniny na tyming (c.697G>T). W wyniku opisywanej substytucji dochodzi do zmiany
kwasu glutaminowego na kodon stop, powodujac przedwczesne zakonczenie procesu
translacji w pozycji 233 kodowanego biatka (p. Glu233*). Wplywa to negatywnie
na aktywno$¢ i funkcje produktu ekspresji genu ESRP2, co potwierdzaja wyniki uzyskane
z analiz in silico. Wigkszos¢ wykorzystanych do tego celu programow (5/7) okreslito
wariant jako patogenny ,pathogenic”, uszkadzajacy , damaging” oraz szkodliwy
,deleterious” (Tab.11). Nie stwierdzono obecno$ci wariantu u  zadnej
z genotypowanych pod tym katem kontroli z populacji polskiej. Wariantu
nie zidentyfikowano rowniez w bazie gnomAD. Ze wzgledu na brak probek DNA od
rodzicow probanta, nie zweryfikowano nosicielstwa analizowanej transwersji (Tab.12).
Wywiad rodzinny nie wykazal obecnosci wady u pozostalych krewnych probanta

charakteru. Wyniki analiz dla wariantu ¢.697G>T genu ESPR2 przedstawiono na Ryc. 8.
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Ryc. 7 Wyniki analiz dla heterozygotycznej delecji ¢.1060_1061delCT—p.Leu354ValfsTer33 w genie ARHGAP29 zidentyfikowanej u pacjenta nr 8. a) lokalizacja
genu ARHGAP29 na krotkim ramieniu chromosomu 1 (locus p22.1), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowang delecja, *analiza przedstawia prawidtowa
sekwencje nici matrycowej DNA (-), zgodnie z orientacjg genu ARHGAP29 w genomie; ponizej prawidlowa sekwencja aminokwasowa ¢) leucyna w pozycji 354
kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu ARHGAP29, * ekson, w ktorym zlokalizowany jest wariant,
e) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, potwierdzajacy obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta, wynik przedstawia sekwencjg
nici kodujacej (+) f) analiza genotypowania metodg HRM, przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktéw. Wynik potwierdza obecno$¢ heterozy gotycznej
delecji u pacjenta i matki oraz brak nosicielstwa u ojca i kontroli.
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Ryc. 8 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu ¢.697G>T — p.Glu233*w genie ESRP2 zidentyfikowanego u pacjenta nr 9. a) lokalizacja
genu ESRP2 na dtugim ramieniu chromosomu 16 (locus q22.1),b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowang zmiang, *analiza przedstawia prawidtowa
sekwencje nici matrycowej DNA (-) zgodnie z orientacjg genu ESRP2 w genomie; ponizej prawidlowa sekwencja aminokwasowa ¢) kwas glutaminowy w pozycji
33 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu ESRP2, * ekson, w ktérym zlokalizowany jest wariant, €)
chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metodg Sangera, ktory potwierdzaja obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta; wynik przedstawia
sekwencje nici kodujacej (+) f) analiza genotypowania metodg HRM przedstawiajgca znormalizowane piki topnienia produktéw. Wynik potwierdza obecnoé¢
heterozygotycznego wariantu u pacjenta i matki oraz brak obecnosci u kontroli.
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Przypadek nr 10

Pacjentem byt 11 letni chtopiec z nsCL, u ktérego analiza radiogramoéw zgbowych
wykazata rowniez wrodzony brak drugiego lewego zawigzka zgba przedtrzonowego
w zuchwie. Przeprowadzone sekwencjonowanie NGS pozwolilo na identyfikacje
hemizygotycznej trojnukleotydowej delecji ¢.1251_1253delTGT w eksonie 6 genu
FGD1 (OMIM *300546). Gen ten zlokalizowany jest na krotkim ramieniu chromosomu
X. Opisywana delecja powoduje usunigcie konserwatywnej waliny w pozycji
418 kodowanego biatka (p.Val418del). Wykryta zmiana jest nowa, niezidentyfikowang
w genomach kontrolnych oraz bazach danych zmiang. W bazie VarSome wptyw wariantu
na produkt biatkowy genu zostal oceniony jako prawdopodobnic patogenny ,likely
pathogenic”. W wywiadzie rodzinnym nie stwierdzono obecnosci wady rozszczepowej
zardwno u rodzicow jaki i krewnych probanta. Pacjent odziedziczytl zmiane od matki,
u ktorej delecja wystgpowata w postaci heterozygotycznej. Wyniki analiz dla wariantu
€.1251 1253delTGT genu FGD1 przedstawiono na Ryc.9. Nie zaprezentowano
wynikdw genotypowania metoda HRM ze wzglegdu na problemy zwigzane
z zaprojektowaniem odpowiednich starterow do identyfikacji genotypow wybrang
metoda.

Przypadek nr 11

Do projektu zakwalifikowano 4 letniego chtopca ze sporadycznym przypadkiem
nsCLP. Analiza sekwencyjna wykazala obecnos¢ nowej, nieopisanej w zZadnej bazie
danych heterozygotycznej substytucji w genie SHH (OMIM *600725). Zmiana
zlokalizowana w eksonie 3 to heterozygotyczna transwersja cytozyny na guaning
(c.787C>G), w wyniku ktorej dochodzi do zamiany argininy w pozycji 263 na glicyng
(p.-Arg263Gly). Opisywana zmiana wplywa negatywnie na strukture i funkcje
kodowanego biatka, co potwierdzito 14 programow bioinformatycznych uzytych
w analizach in silico. Ocenity one zmiang jako powodujaca chorobe ,,disease causing”,
uszkadzajaca ,,damaging” oraz patogenna ,,pathogenic”. Pozostate 3 programy okreslity
zmian¢ jako umiarkowanie patogenng ,,medium” oraz tolerowang ,tolerated”, czyli
nie majaca wpltywu na funkcje biatka (Tab.11). Analiza genotypowania u rodzicow
potwierdzita obecnos$¢ wariantu w uktadzie heterozygotycznym u matki probanta.
Wariantu nie zidentyfikowano u ojca ani zadnej z badanych pod tym katem kontroli.
Wyniki przeprowadzonych analiz dla wariantu ¢.787C>G genu SHH przedstawiono
na Ryc. 10.
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Ryc. 9 Wyniki analiz dla hemizygotycznego wariantu ¢.1251_1253delTGT — p.Val418del w genie FGD1 zidentyfikowanego u pacjenta nr 10 oraz
jego matki. a) lokalizacja genu FGD1 na krotkim ramieniu chromosomu X (locus p11.22), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowana
delecja, *przedstawiono prawidtowa sekwencje nici matrycowej DNA (-) zgodnie z orientacja genu FGD1 w genomie, ¢) — Walina w pozycji 418 kodowanego
biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu FGD1, * ekson, w ktorym zlokalizowany jest wariant, €) chromatogram
DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera; przedstawiono sekwencje kontrolng oraz sekwencj¢ potwierdzajaca obecno$¢ delecji u probanta; wynik
przedstawia sekwencje¢ nici kodujacej (+).
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Ryc. 10 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu ¢.787C>G — p.Arg263Gly w genie SHH zidentyfikowanego u pacjenta nr 11. a) lokalizacja
genu SHH na dtugim ramieniu chromosomu 7 (locus q36.3) b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowang zmiang, *analiza przedstawia prawidlowa
sekwencje nici matrycowej DNA (-) zgodnie z orientacjg genu SHH w genomie; ponizej prawidlowa sekwencja aminokwasowa C) arginina w pozycji 263
kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu SHH, * ekson, w ktérym zlokalizowany jest wariant,
e) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, ktory potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta, wynik przedstawia
sekwencje nici kodujacej (+) f) analiza genotypowania metoda HRM przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktow. Wynik potwierdza obecnosé
heterozygotycznego wariantu u pacjenta i matki oraz brak nosicielstwa u ojca i kontroli.
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Przypadek nr 12

Pacjentka byta 15 dziewczynka z rozpoznanym nsCL. W wywiadzie rodzinnym
nie stwierdzono wystepowania wad rozszczepowych. Analiza sekwencyjna panelu
genow pozwolita na identyfikacje heterozygotycznej tranzycji polegajacej na zamianie
guaniny na adening ¢.460G>A w eksonie 2 genu FGF4 (OMIM *164980). W wyniku
tej substytucji nukleotydowej dochodzi do zamiany wysoce konserwatywnego kwasu
glutaminowego na lizyne w pozycji 154 kodowanego biatka (p.Glul54Lys). Opisywany
wariant w genie FGF4 to nowa, niezidentyfikowana w genomach i eksomach
referencyjnych zmiana. W bazie VarSome okre$lana jest ona jako wariant o niepewnym
znaczeniu ,uncertain significance”. W wyniku przeprowadzonej analizy in silico
patogenny charakter wariantu ¢.460G>A potwierdzito 13 z 17 zastosowanych do tego
celu programéw bioinformatycznych (Tab.11). Wywiad nie wykazal rodzinnego
wystepowania wady. Pacjentka odziedziczyla zmiane od heterozygotycznej matki.
Analizy genotypowania nie potwierdzity obecnosci zidentyfikowanego wariantu
u kontroli z populacji polskiej. Zmiany nie zidentyfikowano réwniez w bazie
GnomAD.Wyniki analiz dla wariantu ¢.460G>A genu FGF4 przestawiono na Ryc.11.

Przypadek nr 13

Pacjentem byt 7 letni chtopiec z nsCLP oraz wrodzonym brakiem 2 zawigzkéw
zgbow stalych. Przeprowadzone analizy molekularne pozwolity na identyfikacje
heterozygotycznej transwersji guaniny na tymine (¢.2190G>T), ktora jest zlokalizowana
w eksonie 5 genu TRPS1 (OMIMI* 604386). Substytucja ta powoduje zamiang¢ glutaminy
na histydne w pozycji 730 kodowanego biatka (p.GIn730His). Opisywana zmiana
to niezidentyfikowany w genomach referencyjnych ani w pozostatych dostepnych bazach
danych wariant nukleotydowy genu TRPS1. Programy uzyte do analiz in silico m.in.
MutationTaster, FATHMM-MKL oraz LRT ocenily wariant odpowiednio jako:
chorobotworczy ,disease causing”, uszkadzajacy ,damaging” lub szkodliwy
,deleterious”. Pozostate programy zakwalifikowaly zmiane jako tagodna lub neutralng
(Tab.11). Pacjent odziedziczyt opisywana zmian¢ od matki, u ktérej wariant
zidentyfikowano rowniez w uktadzie heterozygotycznym. Wywiad rodzinny nie ujawnit
wystepowania wady rozszczepowej u zadnego czilonka rodziny. W grupie kontrolnej
nie wykryto obecnosci badanej zmiany. Wyniki analiz dla wariantu w genie TRPS1

przedstawiono na Ryc. 12.
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Ryc. 11 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu c.460G>A — p.Glul54Lys w genie FGF4 zidentyfikowanego u pacjenta nr 12. a) lokalizacja
genu FGF4 na dhugim ramieniu chromosomu 11 (locus q13.3), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowang zmiang,*analiza przedstawia prawidtowa
sekwencje¢ nici matrycowej DNA (-) zgodnie z orientacja genu FGF4 w genomie, ponizej prawidlowa sekwencja aminokwasowa ¢) kwas glutaminowy w pozycji
354 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu FGF4, *ekson, w ktorym zlokalizowana jest zmiana, e)
chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, ktory potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta; wynik przedstawia
sekwencje nici kodujacej (+) f) analiza genotypowania metoda HRM, przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktow.Wynik potwierdza obecnosé
heterozygotycznego wariantu u pacjenta i matki oraz brak obecnos$ci kontroli.
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Ryc. 12 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu C.2190G>T — p.GIn730His w genie TRPS1 zidentyfikowanego u pacjenta nr 13. a)
lokalizacja genu TRPS1 na dtugim ramieniu chromosomu 6 (locus q23.3), b) — wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowang zmiana, *przedstawiono
prawidlowa sekwencje nici matrycowej DNA (-), zgodnie z orientacjg genu TRPS1 w genomie, ) — glutamina w pozycji 730 kodowanego biatka u wybranych
zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu TRPS1, * ekson, w ktéorym zlokalizowany jest wariant, €) chromatogram DNA z analizy
sekwencjonowania metoda Sangera, potwierdzajacy obecnos$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta, wynik przedstawia sekwencje¢ nici kodujacej (+)
f) - analiza genotypowania metoda HRM, przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktow. Wynik potwierdza obecnoé¢ heterozygotycznej zmiany
u probanta i jego matki oraz brak nosicielstwa u ojca i kontroli.
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Przypadek nr 14

Przeprowadzone analizy genetyczne pozwolily na wykrycie u 16-letniego
pacjenta z nsCLP nowego wariantu w genie SKI (OMIM *164780). W analizie
pantomogramu stwierdzono u niego réwniez brak 4 zawigzkéw zgbodw staltych. Wariant
zlokalizowany w eksonie 4 genu SKI to heterozygotyczna tranzycja adeniny w pozycji
1280 na guaning (c.1280A>G) powodujaca zamian¢ glutaminy w pozycji 427
kodowanego biatka na argining (p.GIn427Arg). Zmiany nie zidentyfikowano w bazie
referencyjnych genomow i eksomow (GnomAD). W bazie VarSome wariant opisano
jako zmian¢ o nieokre§lonym wplywie na biatko ,,uncertain significance”. Sposrod
zastosowanych programéw do analizy in silico, 4 ocenity wpltyw substytucji jako
uszkadzajaca ,,damaging” (Tab.11). U pacjenta nie stwierdzono rodzinnego charakteru
wystepowania wady rozszczepowej. Pacjent odziedziczyt wariant od ojca, u ktorego
wystepuje on rowniez w ukladzie heterozygotycznym. U matki oraz u kontrol nie
zidentyfikowano obecnosci zmiany. Wyniki analiz dla wariantu c¢.1280A>G genu SKI
przedstawiono na Ryc.13.

Przypadek nr 16

Pacjentem byl 18-latek z nsCLP oraz hiperdoncja (2 nadliczbowe ze¢by).
W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono obecno$¢ heterozygotycznej tranzycji
w eksonie 7 genu TOX3 (OMIM *6114160). Tranzycja ta polega na zamianie adeniny
na guaning w pozycji 1618 (c.1618A>G) i prowadzi do substytucji izoleucyny na waling
w pozycji 540 kodowanego biatka (p.lle540Val). Analizowany wariant nukleotydowy
to nowa, niezidentyfikowana w referencyjnych eksomach i genomach zmiana. W bazie
VarSome zastal oceniony jako wariant o niepewnym, nieokreslonym znaczeniu
,Luncertain significance”. Trzy z 17 programéw bioinformatycznych wykorzystanych
do oceny patogennosci okreslity zidentyfikowany wariant jako wariant jako uszkadzajacy
,damaging” czyli wptywajacy negatywnie na strukture i funkcje biatka. Wada u pacjenta
ma charakter sporadyczny. Odziedziczyt on wariant od zdrowej matki, u ktorej
stwierdzono jego obecno$¢ rowniez w postaci heterozygotycznej. U ojca oraz kontroli,
nie stwierdzono obecnosci badanej zmiany. (Tab.12) Wyniki analiz dla tranzycji

€.1618A>G genu TOX3 przedstawiono na Ryc. 14.
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Ryc. 13 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu ¢.1280A>G — p.GIn427Arg w genie SKI zidentyfikowanego u pacjenta nr 14. a) lokalizacja
genu SKI na dhuigim krotkim ramieniu chromosomu 1 (locus p36.32), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowana zmiang c¢) glutamina
w pozycji 427 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu SKI, * ekson, w ktorym zlokalizowany jest wariant,
e) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, ktory potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta, f) analiza genotypowania
metoda HRM przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktéw. Wynik potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u pacjenta i ojca oraz brak
nosicielstwa u matki oraz u kontroli.
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Ryc. 14 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu c.1618A>G — p.Ile540Val w genie TOX3 zidentyfikowanego u pacjenta nr 16. a)
lokalizacja genu TOX3 na dhugim ramieniu chromosomu 16 (locus q12.1), ), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowang zmiang, *analiza przedstawia
sekwencje nici matrycowej DNA (-) zgodnie z orientacjg genu TOX3 w genomie, ponizej prawidlowa sekwencja aminokwasowa C) izoleucyna w pozycji 540
kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu TOX3, * ekson, w ktorym zlokalizowany jest wariant, €)
chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metodg Sangera, ktora potwierdzita obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta, wynik przedstawia
sekwencje nici kodujacej (+) f) analiza genotypowania metoda HRM przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktoéw. Wynik potwierdza obecno$¢
heterozygotycznego wariantu u pacjenta i matki oraz brak obecnos$ci u kontroli.
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Przypadek nr 17

Pacjentem byt 8-letni chtopiec z nsCLP. Badanie pantomograficzne wykazato
u niego takze wrodzony brak 2 zawigzkow zebow statych. W wyniku sekwencjonowania
panelu 424 genow zidentyfikowano nieopisany dotychczas wariant nukleotydowy
zlokalizowany w eksonie 1 genu ADK (OMIM *102750). Wariant ten
to heterozygotyczna transwersja cytozyny na guaning (c.8C>G), ktéra prowadzi
do powstania kodonu stop w pozycji 3 (p.Ser3*). Powoduje to przedwczesng terminacj¢
translacji 1 powstanie nieaktywnego produktu biatkowego (prawidtowy transkrypt koduje
biatko o dtugosci 346 reszt aminokwasowych). Wariantu nie zidentyfikowano w bazie
gnomAD, a w bazie VarSome zostat zakwalifikowany jako wariant o niepewny znaczeniu
,uncertain significance”. Cze$¢ programéw do analizy in silico (4/7) potwierdzito
patogenny wplyw wariantu (MutationTaster, MutationAssessor, FATHMM-MKL,
EIGEN PC). Pozostale ocenity zmian¢ jako tagodng (Tab.11). W wywiadzie
nie stwierdzono rodzinnego wystepowania rozszczepu. Pacjentka odziedziczyla zmiang
od heterozygotycznej matki. U ojca oraz w grupie Kkontrolnej nie wykryto
zidentyfikowanego wariantu (Tab.12). Wyniki analiz dla wariantu ¢.8C>G genu ADK
przedstawiono na Ryc. 15.
Przypadek nr 18

Pacjentem byt 4 letni chiopiec z nsCLP. Zidentyfikowany u niego nowy
potencjalnie patogenny wariant nukleotydowy to heterozygotyczna tranzycja adeniny
na guaning (c.11896A>G) zlokalizowana w 64 eksonie genu LRP2 (OMIM *600073).
Opisywana substytucja powoduje zamiang lizyny na glutaming w pozycji 3966
kodowanego biatka (p.Lys3966Glu). Wariant ten nie zostat zidentyfikowany w Zadnej
bazie danych, w tym bazie GnomAD. Zmiana zostala oceniona jako patogenna przez
2 z 17 programoéw wykorzystanych do analiz in silico (FATHMM i FATHM-MK).
Rozszczep u pacjenta ma charakter rodzinny (CLP ma takze dziadek od strony ojca
pacjenta). Niestety z powodu braku DNA nie udato si¢ zweryfikowa¢ obecnosci zmiany
u krewnego. Obecno$¢ zidentyfikowanego wariantu wykluczono u zdrowej matki
pacjenta, ale z powodu braku DNA nie udato si¢ zweryfikowa¢ obecnosci zmiany u ojca
1 dziadka pacjenta (Tab.12). Wariantu c.11896A>G nie wykryto réwniez w grupie 300
kontroli z populacji polskiej genotypowanych metodga HRM. Wyniki analiz dla wariantu
€.11896A>G genu LRP2 zostaly przedstawione na Ryc. 16.
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Ryc. 15 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu ¢.8C>G — p.Ser3*w genie ADK zidentyfikowanego u pacjenta nr 17. a) lokalizacja
genu ADK na dhugim ramieniu chromosomu 10 (locus q22.2), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowang zmiana, €) seryna w pozycji 3 kodowanego
biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu ADK, * ekson, w ktorym zlokalizowany jest wariant, €) chromatogram DNA
z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, ktora potwierdza obecnos$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta, f) analiza genotypowania metoda HRM
przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktow. Wynik potwierdza obecnos¢ heterozygotycznego wariantu u pacjenta i matki oraz brak nosicielstwa
u ojca i kontroli.
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Ryc. 16 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu c¢.11896A>G — p.Lys3966Glu w genie LRP2 zidentyfikowanego u pacjenta nr 18.
a) lokalizacja genu LRP2 na dhugim ramieniu chromosomu 2 (locus g31.1), ), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowana zmiana, *analiza przedstawia
sekwencje nici matrycowej DNA (-) zgodnie z orientacjg genu LRP2 w genomie, ponizej prawidlowa sekwencja aminokwasowa c) lizyna w pozycji 3966
kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu LRP2, * ekson, w ktéorym zlokalizowany jest wariant,
e) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, ktory potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta, wynik przedstawia
sekwencje nici kodujacej (+) f) analiza genotypowania metodg HRM przedstawiajgca znormalizowane piki topnienia produktow. Wynik potwierdza obecno$é¢
heterozygotycznego wariantu u pacjenta oraz brak nosicielstwa u kontroli.
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Przypadek nr 19

Pacjentem zakwalifikowanym do badan byt 3 letni chlopiec z nsCLP.
Zidentyfikowano u niego nowy, nieopisany dotychczas w bazach danych wariant
nukleotydowy w genie EDAR (OMIM *604095). Opisywana substytucja zlokalizowana
w eksonie 2 polega na heterozygotycznej transwersji cytozyny w pozycji 18 na guaning
(c.18C>G). Powoduje ona zamian¢ kwasu asparaginowego na kwas glutaminowy
w pozycji 6 kodowanego biatka (p.Asp6Glu). Negatywny wpltyw substytucji
aminokwasowej p.Asp6Glu, opisujgc go jako szkodliwy ,,damaging” okre$lit program
FATHM. (Tab.11). Wywiad rodzinny wykazal, Ze rozszczep u pacjenta ma charakter
sporadyczny. Chtopiec odziedziczyt wariant od heterozygotycznej matki. Zar6wno u ojca
jak i u kontroli w populacji polskiej oraz bazie populacyjnej GnomAD nie
zidentyfikowano badanej zmiany (Tab.12). Wyniki analizy dla wariantu ¢.18C>G genu
EDAR przedstawiono na Ryc. 17
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Ryc. 17 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu ¢.18C>G — p.Asp6Glu w genie EDAR zidentyfikowanego u pacjenta nr 19.
a) lokalizacja genu EDAR na dlugim ramieniu chromosomu 2 (locus q13), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowana zmiana,*analiza przedstawia
prawidlowa sekwencj¢ nici matrycowej DNA (-) zgodnie z orientacja genu EDAR w genomie, ponizej prawidlowa sekwencja aminokwasowa c) kwas
asparaginowy w pozycji 6 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu EDAR, *ekson,
w ktorym zlokalizowany jest wariant, €) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, ktory potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego
wariantu u probanta, wynik przedstawia sekwencj¢ nici kodujacej (+) f) analiza genotypowania metoda HRM przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia
produktow. Wynik potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u pacjenta i matki oraz brak nosicielstwa u ojca i kontroli.
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4.2  Opis nowych wariantow w grupie pacjentéw z nsCP

Przypadek nr 26

Pacjentem byl 10 chiopiec z nsCP oraz wrodzonym brakiem zawigzka zeba
statego. Analiza sekwencjonowania NGS wykazata obecno$§¢ nowego potencjalnie
patogennego wariantu w eksonie 4 genu IRF6 (OMIM* 607199). Opisywana zmiana
to heterozygotyczna tranzycja c.224A>G, w wyniku ktérej dochodzi do zamiany kwasu
asparaginowego na glicyne w pozycji 75 kodowanego biatka (p.Asp75Gly). Analizy
in silico z wykorzystaniem 17 programéw bioinformatycznych potwierdzily patogennosc¢
zidentyfikowanej substytucji, oceniajac jej wptyw na funkcje biatka jako ,,uszkadzajacy”,
,chorobotworczy” (Tab.15). Zidentyfikowany wariant powstat de novo, gdyz nie zostat
wykryty u rodzicow pacjenta (Tab.14). Zmiany nie zidentyfikowano w kontrolach
z populacji polskiej ani w bazie GnoamAD. Wyniki analiz dla wariantu ¢.224A>G genu
IRF6 przedstawiono na Ryc.18.

Przypadek nr 27

Analiza sekwencji kodujacej 424 gendw pozwolita zidentyfikowa¢ u 11 letniej
dziewczynki z nsCP nowy potencjalnie patogenny wariant w genie NHS (OMIM
*300457). Wykryta heterozygotyczna transwersja ¢.568G>C jest zlokalizowana
w miejscu splicingowym eksonu 2. Skutkuje ona zamiang wysoce konserwatywnej
waliny w pozycji 190 na leucyne (p.Vall90Leu) 1 jednocze$nie moze mie¢ negatywny
wplyw  na  proces skltadania mRNA (ADA score 0.99). Wariantu
c.568G>C nie zidentyfikowano w Zadnej bazie danych. Czg$¢ programow
(MutationTaster, FATHMM-MKL, FATHMM-XF, LRT) uzytych w badaniach in silico
okreslity wptyw wariantu na produkt biatkowy genu NHS jego patogenny, pozostate
ocenily zmian¢ jako lagodng (Tab.15). Rozszczep u pacjentki nie ma charakteru
rodzinnego. Analizy genotypowania wykluczyly obecno$¢ wariantu u rodzicow
pacjentki, co oznacza, ze badany wariant jest wariantem de novo (Tab. 16). Wyniki

przeprowadzonych analiz dla wariantu ¢.568G>C genu NHS przedstawiono na Ryc. 19.
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Ryc. 18 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu de novo ¢.224A>G — p.Asp75Gly w genie IRF6 zidentyfikowanego u pacjenta nr 26.
a) lokalizacja genu IRF6 na dlugim ramieniu chromosomu 1 (locus g32.2) b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowana zmiang, *analiza przedstawia
sekwencje nici matrycowej DNA (-) zgodnie z orientacja genu IRF6 w genomie; ponizej prawidlowa sekwencja aminokwasowa c) kwas asparaginowy
w pozycji 75 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu IRF6, * ekson, w ktorym zlokalizowany jest
wariant, e) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, ktora potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta; wynik
przedstawia sekwencje nici kodujacej (+) f) analiza genotypowania metoda HRM przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktow. Wynik
potwierdza obecnos¢ heterozygotycznego wariantu u pacjenta oraz brak nosicielstwa u rodzicéw i kontroli.
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Ryc. 19 Rycina przedstawia wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu de novo ¢.568G>C — p.Vall90Leu w genie NHS
zidentyfikowanego u pacjenta nr 27. a) lokalizacja genu NHS na krotkim ramieniu chromosomu X (locus p22.13), b) wynik sekwencjonowania NGS
ze zidentyfikowana zmiang C) walina w pozycji 190 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu NHS,
*ekson, w ktorym zlokalizowany jest wariant, €) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, ktora potwierdza obecno$¢
heterozygotycznego wariantu u probanta, f) analiza genotypowania metoda HRM przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktow.
Wynik potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u pacjenta oraz brak nosicielstwa kontroli.
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Przypadek nr 28

Pacjentka byta 15-letnia dziewczynka z nsCP. Przeprowadzone analizy pozwolity
zidentyfikowaé potencjalnie patogenny wariant nukleotydowy w genie NIPBL (OMIM
*608667). Wariant zlokalizowany w eksonie 10 to heterozygotyczna transwersja
c.2688A>C powodujaca zamiang lizyny na asparaging (p.Lys896Asn). Jest to nowy,
nieopisany dotychczas wariant nukleotydowy. Z pos$rod stosowanych programow
oceniajacych wplyw tej substytucji aminokwasowej, 7 ocenito zmiang jako uszkadzajaca
»damaging”, chorobotworczg ,,disease causing” badz szkodliwg ,,deleterious” (Tab.15).
Pacjentka jest pierwsza osoba w rodzinie dotknigta wada rozszczepowa.
Nie potwierdzono obecnosci zadnego z opisywanych wariantow u zdrowej matki
pacjentki. Z powodu braku DNA nie zweryfikowano obecnosci zmiany u ojca (Tab.16).
Zidentyfikowany wariant nie zostat wykryty w grupie kontrolnej. Wyniki dla nowe;j
zmiany ¢.2688A>C genu NIPBL przedstawiono na Ryc. 20.

Przypadek nr 29

Pacjentka byta 8-letnia dziewczynka z nsCP. Przeprowadzone badania
molekularne pozwolily zidentyfikowa¢ nowy potencjalnie patogenny wariant
nukleotydowy. Ta heterozygotyczna zmiana zlokalizowana w eksonie 21 genu FLNB
(OMIM *603381) polega na tranzycji ¢.3605A>G, w wyniku ktorej dochodzi do zamiany
p.Tyr1202Cys. Wariant nie zostat zidentyfikowany w zZadnej dostepnej bazie danych.
Sposrod 17 programow zastosowanych do analiz in silico, 15 ocenito wplyw opisywanej
substytucji aminokwasowej m.in. jako patogenny ,,pathogenic”, szkodliwy ,,damaging”
oraz chorbotworczy ,,disease causing”. Pacjentka odziedziczyta zidentyfikowany wariant
od matki, u ktorej tranzycj¢ c.3605A>G wykryto rowniez w ukladzie heterozygotycznym.
W grupie kontrolnej wariant nie zostat zidentyfikowany. Wyniki analizy dla wariantu
€.3605A>G genu FLNB przedstawiono na Ryc. 21.
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Ryc. 20 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu ¢.2688A>C — p.Lys896Asn w genie NIPBL, zidentyfikowanego u pacjenta nr 28.
a) lokalizacja genu NIPBL na krotkim ramieniu chromosomu 5 (locus p13.2), ), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowang zmiana, c) lizyna
w pozycji 896 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu NIPBL, *ekson, w ktorym zlokalizowany jest
wariant, €) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metodg Sangera, potwierdzajacy obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta, f) analiza
genotypowania metoda HRM, przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktéw. Wynik potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego wariantu
u pacjenta i matki oraz brak obecnosci u kontroli.
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Ryc. 21 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu ¢.3605A>G — p.Tyr1202Cys w genie FLNB zidentyfikowanego u pacjenta nr 29.
a) lokalizacja genu FLNB na krotkim ramieniu chromosomu 3 (locus p14.3), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowang zmiang C) tyrozyna
w pozycji 1202 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu FLNB,* ekson, w ktorym zlokalizowany
jest wariant, e) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, ktora potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta,
f) analiza genotypowania metodg HRM przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktow. Wynik potwierdza obecnos$¢ heterozygotycznego
wariantu u pacjenta. i matki oraz brak obecnosci u kontroli.
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Przypadek nr 30

Pacjentkg byta 12-letnia dziewczynka z nsCP i hipodoncja (brak 2 zawigzkow
zebow statych). W wywiadzie klinicznym stwierdzono takze wade wzroku. Dzigki
przeprowadzonej  analizie  zidentyfikowano nowsg, nicopisang  dotychczas
heterozygotyczng tranzycj¢ €.1997A>G w eksonie 12 genu NOTCH2 (OMIM *600275).
Powoduje ona zamiang wysoce konserwatywnej tyrozyny na cysteing w pozycji 666
kodowanego biatka. Przeprowadzone analizy in silico potwierdzily patogenny wplyw
badanej zmiany na struktur¢ biatka (Tab.15). Niemal wszystkie uzyte do tego celu
programy bioinformatyczne (15/17) ocenily wariant jako uszkadzajacy ,,damaging”,
chorobotworczy ,,disease causing” oraz szkodliwy ,,deleterious”. Wywiad rodzinny
nie potwierdzil przypadkow wystapienia wady rozszczepowej u pozostatych krewnych.
Opisywang zmian¢ pacjentka odziedziczyta od zdrowego ojca (Tab.16). W grupie
kontrolnej nie potwierdzono obecno$ci badanego wariantu. Wyniki analiz dla wariantu
€.1997A>G genu NOTCH2 przedstawiono na Ryc. 22.

Przypadek nr 31

Pacjentem byl 6-letni chtopiec z nsCP oraz hipodoncja (brak 1 zawigzka
zgbowego). W wyniku eksomowego sekwencjonowania 424 genow zidentyfikowano
potencjalnie patogenny wariant w genie DHODH (OMIM *126064). Zmiana
ta zlokalizowana w eksonie 6 to nowa heterozygotyczna transwersja cytozyny na guaning
w pozycji 749 (c.749C>G). Powoduje ona substytucj¢ glicyny w miejsce
250 konserwatywnej alaniny (p.Ala250Gly). Zmiana zostala sklasyfikowana przez baze
VarSome jako wariant o niepewnym znaczeniu ,uncertain significance”,
nie zidentyfikowano jej rowniez w najwigkszej dostgpnej bazie eksoméw i genomow
(GnomAD). Z przeprowadzonych analiz in silico wynika, ze opisywana substytucja
aminokwasowa moze mie¢ patogenny wptyw na biatko. Sposrod uzytych do tego celu
programow, 13/17 okre$lito wariant jako uszkadzajacy ,,damaging”, szkodliwy
,deleterious” oraz chorobotworczy ,,disease causing” (Tab.15). Wywiad rodzinny
nie potwierdzil wystgpowania wad rozszczepowych u pozostatych czlonkoéw rodziny.
Chtopiec odziedziczyt opisywany wariant od heterozygotycznej matki. Zaréwno u ojca
jaki i w grupie kontrolnej nie zidentyfikowano badanej zmiany. Wyniki analizy
dla wariantu ¢.749C>G genu DHODH przedstawiono na Ryc. 23.
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Ryc. 22 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu ¢.1997A>G — p.Tyr666Cys w genie NOTCH2 zidentyfikowanego u pacjenta nr 30.
a) lokalizacja genu NOTCH2 na krotkim ramieniu chromosomu 1 (locus p12), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowang zmiang,*analiza
przedstawia sekwencj¢ nici matrycowej DNA (-), zgodnie z orientacja genu NOTCH2 w genomie, ponizej prawidtowa sekwencja aminokwasowa c) tyrozyna
w pozycji 666 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu NOTCH2, * ekson, w ktérym zlokalizowany
jest wariant, ) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, potwierdzajacy obecnos$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta, wynik
przedstawia sekwencj¢ nici kodujacej (+) f) analiza genotypowania metoda HRM, przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktéw. Wynik
potwierdza obecnos¢ heterozygotycznego wariantu U pacjenta i matki oraz brak nosicielstwa u ojca i kontroli.
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Ryc. 23 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu ¢.749C>G — p.Ala250Gly w genie DHODH zidentyfikowanego u pacjenta nr 31.
a) lokalizacja genu DHODH na dtugim ramieniu chromosomu 16 (locus q22.2), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowana zmiang c¢) alanina w pozycji
250 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu DHODH, * ekson, w ktérym zlokalizowany jest wariant,
e) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metoda Sangera, potwierdzajacy obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u probanta, f) analiza genotypowania
metoda HRM, przedstawiajaca znormalizowane piki topnienia produktow. Wynik potwierdza obecnos¢ heterozygotycznego wariantu u pacjenta i matki oraz brak
nosicielstwa u ojca i kontroli.
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Przypadek nr 32

W  wyniku przeprowadzonych analiz u 17-letniej pacjentki z nsCP
zidentyfikowano nowy potencjalnie patogenny wariant nukleotydowy zlokalizowany
w eksonie 2 genu SPRY2 (OMIM *602466). Ta heterozygotyczna transwersja c.35A>T
powoduje zamian¢ kwasu glutaminowego na leucyn¢ w pozycji 12 kodowanego biatka
(p.GIn12Leu). Wariant nie zostal zidentyfikowany w bazie ludzkich genoméw
referencyjnych (GnomAD). W bazie VarSome wariant ¢.35A>T uzyskat status zmiany
0 niepewnym znaczeniu. Programy uzyte do analiz in silico, takie jak: MutationTaster,
FATHMM-MKL, FATHMM-XF okreslity wptyw substytucji p.GIn12Leu odpowiednio
jako chorobotworczy ,,disease causing” oraz niszczacy ,,damaging” (Tab.15). Pozostate
programy nie potwierdzily negatywnego wptywu wariantu na produkt biatkowy genu.
Rozszczep u pacjentki miat charakter sporadyczny. Ze wzgledu na brak probek DNA
od rodzicow pacjentki, nie przeprowadzono genotypowania pod katem nosicielstwa
badanego wariantu. Wariantu nie zidentyfikowano w grupie kontrolnej z populacji

polskiej . Wyniki analiz dla wariantu ¢.35A>T genu SPRY2 przedstawiono na Ryc. 24.
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Ryc. 24 Wyniki analiz dla nowego heterozygotycznego wariantu ¢.35A>T — p.GIn12Leu w genie SPRY2 zidentyfikowanego u pacjenta nr 32.
a) lokalizacja genu SPRY2 na dtugim ramieniu chromosomu 13 (locus q31.1), b) wynik sekwencjonowania NGS ze zidentyfikowang zmiana, *analiza
przedstawia sekwencj¢ nici matrycowej DNA (-), zgodnie z orientacja genu SPRY2 w genomie; ponizej prawidlowa sekwencja aminokwasowa
¢) glutamina w pozycji 12 kodowanego biatka u wybranych zwierzat (UCSC Genome Browser), d) schemat budowy genu SPRY2, * ekson, w ktorym
zlokalizowany jest wariant, e) chromatogram DNA z analizy sekwencjonowania metodg Sangera, ktora potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego
wariantu u probanta, wynik przedstawia sekwencje nici kodujacej (+), f) analiza genotypowania metodg HRM przedstawiajgca znormalizowane piki
topnienia produktow. Wynik potwierdza obecno$¢ heterozygotycznego wariantu u pacjenta oraz brak nosicielstwa u kontroli.
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5. Dyskusja

51  Wprowadzenie

Na przestrzeni ostatnich lat wielokrotnie potwierdzano istotng role jaka petnia
czynniki genetyczne w etiopatogenezie izolowanych wad rozszczepowych. Grosen i wsp.
sugeruja, ze ich udzial w rozwoju nsCL/P moze sigga¢ nawet 90% [125]. Jednak pomimo
wielu badan wiedza na temat genetycznego podtoza izolowanych rozszczepéw wcigz
nie jest w pelni poznana. Przyczyng tego stanu rzeczy jest duza heterogenno$¢
genetyczna, a takze wplyw czynnikéw Srodowiskowych, ktéore powoduja,
ze identyfikacja czynnikdw genetycznych zaangazowanych w etiologi¢ izolowanych
postaci rozszczepow jest niezwykle trudna. Dlatego tez w przypadku izolowanych wad
rozwojowych twarzy, nie udalo si¢ dotychczas opracowaé rutynowej diagnostyki
genetycznej.

Badania GWAS stanowig doskonate narzedzie, ktore pozwolito na identyfikacje
wielu gendéw oraz chromosomowych loci, ktorych warianty nukleotydowe istotnie
czesdciej wystepuja w grupie pacjentéw z izolowanymi wadami rozszczepowymi. Jednak
tylko w niewielkim stopniu zwigkszaja one ryzyko wystgpowania tych anomalii
rozwojowych, dlatego nie mozna ich traktowac jako pewnego czynnika etiologicznego.
Stoi za tym zjawisko brakujacej odziedziczalnosci (ang. missing heritability),
charakterystyczne dla choréb wieloczynnikowych, do ktérych zaliczane sg izolowane
rozszczepy. Ponadto wiele zidentyfikowanych czestych wariantow, ktore zwigkszaja
ryzyko rozszczepu jest zlokalizowanych w sekwencjach niekodujacych, a ich zwigzek
z fenotypem wady rozszczepowej moze wynikaé ze sprz¢zenia z prawdziwym, jeszcze
niezidentyfikowanym wariantem patogennym. Dlatego sugeruje si¢, ze identyfikacja
nowych oraz bardzo rzadkich (MAF<1%) wariantéw nukleotydowych zlokalizowanych
w sekwencjach kodujacych genow, a wigc majacych bezposredni wptyw na kodowane
biatko, umozliwi zidentyfikowanie nowych genetycznych czynnikow, ktore leza
u podtoza izolowanych wad rozszczepowych twarzoczaszki.

Dynamicznie rozwijajagce si¢ techniki sekwencjonowania NGS stanowig

doskonate narzedzie do poszukiwania tego typu wariantow genetycznych.
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5.1.1 Sekwencjonowanie panelu genowego oparte o technike NGS

Glownym zalozeniem niniejszej rozprawy doktorskiej byta proba wykrycia
rzadkich oraz nowych, nieopisanych dotagd w pisSmiennictwie naukowym wariantow
oraz genow, ktore biorg udziat w etiopatogenezie izolowanych przypadkow rozszczepow
wargi 1 podniebienia. W tym celu zaprojektowano panel sktadajacy si¢ z pelnej
eksomowej sekwencji 424 genow oraz 61 wariantow zlokalizowanych w sekwencjach
niekodujacych (w tym na pustyni genowej 8q24.21). Do analizy sekwencji kodujacej
wyselekcjonowanych genow wykorzystano technike sekwencjonowania NGS.
Zaprojektowany panel obejmowat nie tylko geny, dla ktérych zwigzek z nsCL/P lub nsCP
zostal juz udokumentowany, ale rowniez takie, ktore nie byly dotychczas analizowane
w kontekscie izolowanych wad rozszczepowych twarzoczaszki. W selekcji tych drugich,
brano pod uwage role jaka petnig kodowane przez nie biatka podczas rozwoju struktur
twarzowych oraz profil ich ekspresji. Analizowano takze fenotyp myszy
zmodyfikowanych genetycznie, u ktorych brak lub zaburzenie funkcji produktu ekspresji
danego genu prowadzito do anomalii rozwojowych twarzowej czgsci czaszki. Poniewaz
dane literaturowe coraz cze$ciej wskazuja na wspolne geny kandydackie dla izolowanych
1 zespotowych postaci rozszczepdw, wzigto rowniez pod uwage geny zwigzane
z zespotami wad wrodzonych, w ktorych CL/P lub CP jest jedng z anomalii rozwojowych
[126]-[128].

Badania genetyczne przeprowadzone w ramach realizacji tej pracy doktorskiej
umozliwily identyfikacj¢ 41 potencjalnie patogennych wariantéw nukleotydowych
u 24% analizowanych pacjentow z nsCL/P, a takze z nsCP. Wsr6d wykrytych wariantow
genetycznych znalazly si¢ 21 nowe zmiany, ktore nie zostaly dotychczas opisane
w pi$miennictwie naukowym.

Wszystkie potencjalnie patogenne warianty, ktore zidentyfikowano u pacjentow
z wadg rozszczepowa wystepowaly w uktadzie heterozygotycznym. Wigkszos¢ z nich
zostala odziedziczona od zdrowych rodzicow, u ktorych nie wystgpowaly zadne wady
rozwojowe cze$ci twarzowej czaszki. Wynik ten jest tozsamy z wcze$niejszymi
doniesieniami naukowymi, ktére sugeruja, ze przyczyng tego stanu rzeczy moze by¢
niepetna penetracja patogennego wariantu. Na zmienng penetracj¢ chorobotworczych
wariantow mogg wplywa¢ dodatkowe czynniki genetyczne lub/oraz czynniki
srodowiskowe, ktorych rownoczesne wystapienie z wykryta zmiang warunkuje rozwdj

wady rozszczepowej. Dodatkowe czynniki genetyczne moga by¢ zlokalizowane
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w sekwencjach regulujacych proces transkrypcji genow, w ktéorych wystepuja
potencjalnie patogenne warianty nukleotydowe. Jednoczesne wystepowanie tych
wariantdw moze powodowaé ,,0dmaskowanie” rzeczywistego patogennego wpltywu
wariantow zlokalizowanych w sekwencjach kodujacych, przyczyniajac si¢ do rozwoju
wady rozszczepowej obserwowanej u pacjenta.

W 1992r. badacze Mitchell 1 Risch zaproponowali model dziedziczenia
oligogenowego, w ktorym kilka gtéwnych genéw odgrywa znaczaca role w patogenezie
rozszczepu u chorego, a za ostateczng manifestacj¢ fenotypu odpowiadajg tzw. ,,geny
modyfikujace” (ang. modifier genes) [129], [130]. Sugeruje si¢, ze to wlasnie ,,geny
modyfikujace” moga w znacznym stopniu wptywaé na zmienng penetracj¢ patogennych
zmian.

W chwili obecnej najczgsciej przyjmowana jest koncepcja modelu
poligenowego, w ktérym w etiologii izolowanych wad rozszczepowych bierze udziat
wiele roznych genow oraz czynnikow $rodowiskowych, a takze ich wzajemne
oddziatywania. Model ten nie wyklucza rdwniez udziatu czynnikdéw epigenetycznych,
ktore moga odgrywa¢ wazng rolg w molekularnym podiozu tej anomalii [116],
[131 - 134].

5.2  Analizy sekwencjonowania NGS w grupie pacjentéw z nsCL/P

W grupie 105 pacjentow z nsCL/P zidentyfikowano 27 potencjalnie
patogennych zmian, w tym 14 nowych oraz 13 bardzo rzadkich wariantow (MAF<0.01).

Dla grupy 25 gendéw, w ktorych wykryto potencjalnie patogenne warianty
przeprowadzono analize¢ nadreprezentacji ORA. Wykazata ona, ze w grupie genow dla
nsCL/P najistotniej ,,nadreprezentowane” procesy biologiczne dotyczyly rozwoju
morfogenetycznego  organizmu, czyli m.in. organogenezy oraz  rozwoju
embriologicznego tkanek, w tym tkanki migsniowej. Elementem strukturalnym
wyrostkow twarzowych, ktore sa zalagzkami dla rozwijajacej si¢ twarzy jest tkanka
mezenchematyczna, stanowigca réwniez tkanke zarodkowa dla wszystkich tkanek
facznych (w tym tkanki kostnej i mig¢sniowej). Bioragc pod uwage ten fakt, wyniki
przedstawianej analizy wpisuja si¢ w przyjete wczesniej zatozenia, ktére przy
poszukiwaniu patogennych zmian genetyczny dla wad rozwojowych twarzoczaszki,
skupialy si¢ na genach zaangazowanych przede wszystkim w rozw6j embrionalny

organizmu.
95



W przypadku funkcji molekularnych najistotniej ,,nadreprezentowang” okazata
si¢ by¢ funkcja polegajaca na uczestnictwie biatka kodowanego przez dany gen
w tworzeniu macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM ang. extracellular matrix), ktora
zapewnia wytrzymatos¢ i elastycznos$¢ tkanki nabtonkowej. W tej grupie znalazty si¢
geny kodujace rozne typy kolagenow, w ktorych zidentyfikowano w sumie 4 potencjalnie
patogenne warianty u chorych z nsCL/P.

Przypadek nr 1

Zaburzenia w strukturze roznych typow kolagendw sa czesto wymieniane jako
jedna z przyczyn wrodzonych wad rozwojowych, w tym anomalii rozwojowych twarzy
[135-139]. Dlatego tez bardzo cickawa zmiang zidentyfikowana dzigki analizom
sekwencjonowania jest niezwykle rzadki wariant genu COL17Al (rs121912769,
c.3676C>T, p.Argl226%*), ktory zostat wykryty u pacjenta z nsCLP. Gen COL17A1
koduje kolagen typu XVII. Biatko to nalezy do grupy kolagenow transblonowych,
w ktorych czes¢ domeny przechodzi przez warstwe fosfolipidowa btony, a N — koniec
fancucha polipeptydowego jest zatopiony wewnatrz komorki. Kodowane biatko
jest homotrimerem sktadajagcym si¢ z 3 tancuchow alfa-1 (XVII), kazdy o masie
czasteczkowej 180 kDa. Gen COL17Al ulega silnej ekspresji w keratynocytach,
umozliwiajagc  interakcje = pomigdzy  komoérkami  nablonka < a  macierza
zewnatrzkomoérkowa. Kolagen typu XVII petni funkcje strukturalng hemidesmosomow
odpowiedzialnych za utrzymanie adhezji komorek nabtonkowych do btony podstawne;j
(m.in w komorkach nabtonkowych blony $luzowej, spojowki, rogdwki, gornej czesci
przetyku oraz w komorkach nablonka przej§ciowego pecherza moczowego). Oprocz
funkcji adhezyjnych, kolagen typu XVII utrzymuje polaryzacje komorek i petni wazna
rolg w migracji macierzystych komorek pecherzykowych [140].

Intersujacym jest fakt, Ze patogenne warianty zlokalizowane w genie COL17A1
sg opisywane jako jedna z przyczyn pecherzowego oddzielania si¢ naskorka.
Jest to heterogenna grupa =zaburzen, ktorej patomechanizm polega na braku
lub zaburzeniu funkcji jednego z biatek adhezyjnych: lamininy-332, kolagenu typu XVII,
integryny a6p4 lub integryny a3. W efekcie tych nieprawidtowosci komorki nabtonkowe
oddzielajg si¢ od btony podstawnej przy najmniejszym urazie mechanicznym, prowadzac
do powstawania bolesnych ran i pecherzy [141], [142].

Wykryty w prezentowanej pracy heterozygotyczny wariant typu nonsense

p.Argl226* zostal zarejestrowany w bazie ClinVar jako przyczyna cigzkiej postaci
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pecherzowego oddzielania si¢ naskorka, tzw. postaci taczacej JEB typu non-Herlitz
(ang. Junctional Epidermolysis Bullosa, non-Herlitz type, OMIM #226650)
0 autosomalnie recesywnym modelu dziedziczenia [143 — 145].

Biorgc pod uwage, ze jednym z wymienianych patomechanizméw wad
rozszczepowych twarzoczaszki jest zaburzona adhezja komoérek nabtonkowych,
patogenny wariant ¢.3676C>T (p.Arg1226*) genu COL17A1 przedstawia si¢ szczegolnie
interesujaco w kontekscie jego mozliwego wptywu na rozwdj wady rozszczepowe;.

Nie udowodniono do tej pory bezposredniej roli jakg moze petni¢ produkt
ekspresji genu COL17A1 na rozwdj twarzowej czesci czaszki. Jednakze wyniki analizy
GWAS przeprowadzone przez Liu i wsp. w grupie dziesigciu tysiecy oséb z populacji
europejskiej sugeruja, ze warianty nukleotydowe zlokalizowane w COL17A1 mogg miec
wplyw na budowe morfologiczng twarzy. Swoje przypuszczenie poparli tym, ze wyniki
dla wariantow nukleotydowych w COL17A1 osiagnety istotno$¢ genomowa,
co sugerowato ich silng asocjacj¢ z ksztattem twarzy. Najistotniejszy wynik uzyskano
dla wariantu zmiany sensu (rs805722, ¢.2107A>G, p.Met703Val, wartos¢ p = 3.97E )
zlokalizowanego w eksonie 27 genu COL17A1. W swoich analizach zesp6t Liu i wsp.
dowodza, ze wariant ten determinuje odleglosci miedzy gatka oczng a szwem czotowo-
nosowym [146].

Powyzsze dane moga wskazywac, ze zidentyfikowana zmiana typu nonsense
w genie COL17Al (rs121912769) ma prawdopodobny wplyw na etiologic wady
rozszczepowej u badanego pacjenta. Wykryty wariant jest zlokalizowany w sekwencji
kodujacej funkcjonalny, potrdjnie helikalny motyw biatka, w ktérym wg bazy VarSome
opisano dotychczas juz 39 wariantow, w tym 17 wariantdw patogennych.
Zidentyfikowana tranzycja ¢.3676C>T powoduje przedwczesng terminacje translacji
(p. Argl226%*), ktora prowadzi do powstania tancucha polipeptydowego skroconego
0 271 reszt aminokwasowych. Mozna zatem przypuszczaé, ze ta heterozygotyczna
substytucja nukleotydowa ma potencjalnie negatywny wplyw na strukturg i funkcje
kodowanego biatka. Sposrod 7 programoéw bioinformatycznych wykorzystanych
do przeprowadzenia analizy in silico, 4 ocenity wptyw badanej zmiany jako negatywny
opisujagc  go jako ,patogenny”, ,uszkadzajacy” czy tez ,.chorobotworczy”.
O patogennosci wariantu §wiadczy rowniez fakt, Zze nie zidentyfikowano go u zdrowych

rodzicow pacjenta oraz w grupie kontroli z populacji polskie;j.
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Przypadek nr 2

Przeprowadzona analiza wielogenowego panelu umozliwita zidentyfikowanie
rzadkiej, niesynonimicznej zmiany u 3-letniej dziewczynki z nsCLP. Wykryty wariant
to heterozygotyczna tranzycja c¢.905T>C zlokalizowana w eksonie 7 genu IRF6.
Ta substytucja nukleotydowa powoduje zamiang wysoce konserwatywnej leucyny
na proling w pozycji 302 kodowanego biatka (p.Leu302Pro). Wynik ten przedstawia
si¢ niezwykle ciekawie, bowiem warianty nukleotydowe zlokalizowane w genie IRF6
sg uwazane za jedne =z glownych molekularnych przyczyn izolowanych
wad rozszczepowych [58], [62], [147].

Wykryty wariant ¢.905T>C genu IRF6 nie zostal zarejestrowany w bazie
populacyjnej GnamAD ani bazie w VarSome oraz ClinVar. Jednakze w bazie HGMD
wariant otrzymat status zmiany patogennej (CM092352), zwigzanej z etiologia zespotu
Van der Wouda. Jest to najczestsza zespolowa postaé wad rozszczepowych twarzy,
o autosomalnie dominujagcym sposobie dziedziczenia [34]. U pacjentki nie stwierdzono
jednak cech klinicznych wskazujacych na wystepowanie u niej tego zespotu.
Analizowang zmiang¢ odziedziczyta od chorego ojca z nsCLP, u ktérego badany wariant
wystepuje takze w ukladzie heterozygotycznym, co jest silnym argumentem
przemawiajacym za jego patogennoscig. Wywiad rodzinny wykazat wystepowanie wad
rozszczepowych réwniez u rodzenstwa oraz u dziadka od strony ojca. Jednakze z powodu
braku materiatu genetycznego, nie zweryfikowano obecno$ci badanego wariantu u tych
krewnych probantki, co pozwolitaby potwierdzi¢ chorobotwoérczy charakter zmiany.

Przypadek nr 3

Kolejnym genem dla kolagenu, w ktérym zidentyfikowano potencjalnie
patogenny wariant jest gen COL8AL. Heterozygotyczny wariant ¢.1463C>T zmiany
sensu zostal zidentyfikowany u 8 letniej pacjentki z nsCL. Analizy GWAS wykonane
dla wady rozszczepowej wykazaty, ze chromosomowe locus, w obrebie ktorego
jest zlokalizowany gen COL8AL, wykazuje istotny zwigzek ze zwickszonym ryzykiem
nsCL/P. Warianty nukleotydowe, dla ktoérych uzyskano wyniki o najwyzszej istotnosci
statystycznej zidentyfikowano w sekwencjach intronowych zaréwno genu COL8AL
jak i genu FILIP1L [137].

Patogenny wplyw zmiany wykrytej w genie COL8ALl (c.1463C>T,
p.Pro488Leu) potwierdzito 14 programéw uzytych do analizy in silico, co $§wiadczy

0 negatywnym wplywie substytucji p.Pro488Leu na strukturg i funkcje biatka.
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Informacji o wykrytym wariancie nie odnotowano w bazie ClinVar, ale zostat
on zarejestrowany w katalogu mutacji somatycznych wystepujacych w nowotworach
COSMIC (ang. Catalogue of Somatic Mutations in Cancer). Zidentyfikowano go
w tkance nowotworowej pochodzacej z rejonow gltowy i szyi, co wpisuje si¢ w liczne
doniesienia na temat zwigzku izolowanych rozszczepdw twarzoczaszki z procesem
nowotworzenia. Znaczenie kliniczne wykrytego wariantu pozostaje jednak nieznane.

Wyniki czternastu programéw uzytych do analizy in silico potwierdzity
patogenny charakter zmiany. Przeprowadzone analizy genotypowania pod katem
obecno$ci tranzycji  €.1463C>T u zdrowych rodzicow pacjentki, wykazaty
ze odziedziczyta ona badany wariant genu COL8AL od swojej matki. Biorgc jednak pod
uwage mozliwg niepetng penetracje patogennego wariantu, nie mozna wykluczy¢
korelacji wykrytej zmiany z wystgpieniem wady rozszczepowej u pacjentki.

Przypadek nr 4

Przeprowadzone analizy pozwolity zidentyfikowac¢ u pacjenta z nsCL znany,
heterozygotyczny wariant genu CDH7 (rs1563644113, ¢.4033C>T, p.Argl345Cys.).
Gen ten zaliczany jest do tzw. ,,gendw epigenetycznych”, ktorych zaburzenia moga
powodowac liczne wady rozwojowe. CDH7 koduje chromodomene helikazy wigzacej
DNA typu 7. Biatko to bierze udzial w procesie remodelingu chromatyny umozliwiajac
dostegpnos¢ DNA dla roznych czynnikéw transkrypcyjnych. Biatko CHD7
wraz z biatkiem SOX2 reguluja wspolnie ekspresj¢ wielu genow, w tym SHH oraz genow
z rodziny NOTCH, ktore zwigzane sg ze szlakami sygnalowymi bioragcymi udziat
w rozwoju morfogenetycznym [148]. Ponadto fenotyp myszy z inaktywowanym genem
Cdh7 (Chd7”) charakteryzuje sie licznymi nieprawidlowosciami w rozwoju
twarzoczaszki, w tym rozszczepem podniebienia.

Badania funkcjonalne wykazaty, ze biatka Cdh7 oraz Sox9 moga bra¢ udziat
w aktywacji znanych protoonkogenéow jak N-ras oraz genu dla czynnika
transkrypcyjnego Mycn [149 — 151], co moze potwierdza¢ zwigzek izolowanych wad
rozwojowych twarzoczaszki ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na choroby
nowotworowe. Dane literaturowe wskazuja, zZe patogenne warianty w CHD?7,
a w szczegolnosci te powstate de novo, sa bezposrednig przyczyng zespotu CHARGE
(OMIM #214800). Sposrdod licznych wad rozwojowych obserwowanych U pacjentow
z tym zespotem wystepuja coloboma, wady serca, atrezja nozdrzy, opéznione wzrastanie,

niedorozwoj uktadu moczowo-ptciowego, a takze rozszczep wargi [152], [153].
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Prezentowana substytucja nukleotydowa c¢.4033C>T genu CDH7 zostata juz
wczesniej zidentyfikowana w zespole CHARGE. W bazie ClinVar wariant zostat
zrejestrowany jako zmiana o patogennym charakterze, jednak dowody na jego
bezposredni udzial w rozwoju tej asocjacji sg niewystarczajgce. Dane literaturowe
sugeruja, ze do weryfikacji jego rzeczywistego patogennego wplywu niezbedne
jest przeprowadzenie badan funkcjonalnych [154], [155]. Wykryta tranzycja ¢.4033C>T
jest zlokalizowana w sekwencji kodujacej funkcjonalng domene C-koncowsg
o aktywnosci katalitycznej helikazy, co moze sugerowac jej negatywny wptyw na funkcje
kodowanego biatka. Fakt, ze wszystkie zastosowane programy do analizy in silico oraz
bazy danych okreslity zamiang jako patogenna, potwierdza przypuszczenia
0 jej chorobotwoérczym charakterze.

Wariantu ¢.4033C>T genu CDH?7 nie zidentyfikowano u zdrowej matki pacjenta.
Braku materiatu genetycznego od ojca uniemozliwit ustalenie czy jest to zmiana powstata
de novo, co wzmocnitoby przypuszczenia o jej mozliwej roli w molekularnym podtozu
wady rozszczepowej.

Przypadek nr 5

Wykryta u pacjentki z nsCLP rzadka tranzycja w genie BMPR1A (rs587781332,
€.1216C>T, p.Argd06Cys) jest zarejestrowana w bazie ClinVar jako wariant
o nieokreslonym znaczeniu klinicznym ,.uncertain significance”. Niemniej jednak
zmiana ta zostata juz wczesniej zidentyfikowana u kilku chorych z polipowatosciag

milodzienczg (JPS - ang. juvenile polyposis syndrome,OMIM #174900), dziedziczong

autosomalnie  dominujgco. Choroba ta powoduje powstawanie polipow
hamartomatycznych w przewodzie pokarmowym, ktore znacznie zwigkszaja ryzyko
transformacji nowotworowej jelita grubego [156 — 159]. Gen BMPR1A koduje receptor
dla biatek morfogenetycznych kosci BMP (ang. Bone Morphogenetic Protein),
ktore regulujg proces powstawania m.in. tkanki kostnej, podzialy komérkowe, apoptoze
1 migracj¢ komorek. Biatka BMP nalezg do licznej rodziny TGF-p, a ich rola w rozwoju
twarzoczaszki byta wielokrotnie potwierdzana. W badaniach funkcjonalnych wykazano,
ze biatka Bmp odgrywaja istotng role w réznicowaniu si¢ komorek cNCC, fuzji
wyrostkéw podniebiennych, a w poOzniejszym etapie rozwoju biorg takze udziat
W procesie osteogenezy, w tym w rozwoju twarzoczaszki, podniebienia i zawigzkow
zebowych [160]. W rozwijajacych si¢ mysich zarodkach, gen Bmprla ulega silnej

ekspresji w calej twarzoczaszce [161], a jego inaktywacja w tkance mezenchymalnej
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i nabtonkowej podniebienia jest przyczyna zmniejszenia ekspresji genow Msx1, Fgfl0
oraz Shh przyczyniajac si¢ powstania rozszczepu [162].

Wobec powyzszych danych mozemy sugerowac udzial wariantu ¢.1216C>T genu
BMPR1A w etiologii wady rozszczepowej u pacjentki z nsCLP. Dodatkowym
argumentem $wiadczacym o mozliwie znaczacym wplywie substytucji p.Arg406Cys
na funkcje kodowanego biatka jest fakt, ze jej patogennos$¢ zostala potwierdzona przez
16 programow bioinformatycznych uzytych do analizy in silico.

Identyfikacja potencjalnie patogennego wariantu genu BMPR1A u pacjentki
z nsCLP ponownie zwraca uwage na istotny zwigzek wad rozszczepowych z procesem
nowotworzenia.

Przypadek nr 6

Przypuszcza sig¢, ze jednym z istotnych modyfikatorow majacych wplyw
na rozw6j anomalii twarzowej czeSci czaszki sg czynniki epigenetyczne [133],
[134].Wykazano, ze patogenne warianty zlokalizowane w genach, ktorych produkty
biatkowe sg zaangazowane w potranslacyjne modyfikacje histondw czy tez przebudowe
nukleosomoéw sg przyczyna licznych wad rozwojowych, w tym wad rozwojowych twarzy
[148], [163].

Dlatego tez szczegolnie intersujagcym wariantem zidentyfikowanym w ramach
niniejszej pracy jest nowa zmiana genu KMT2D (wariant de novo, p.Gly5408Asp,
€.16223G>A) wykryta u pacjentki z nsCL. Gen KMT2D (nazywany rowniez MLL2)
koduje biatko nalezace do rodziny metylotransferaz histonowych SETI1, ktére indukujg
aktywna konformacje¢ chromatyny przez mono i dimetylacj¢ lizyny w pozycji 4 w obrebie
histonu H3 (H3K4)[164].

Patogenne warianty genu KMT2D uwazane sg za jedna z przyczyn zespotu

Kabuki (OMIM #147920). Jest to rzadki zespot wad wrodzonych powodujacy liczne

anomalie rozwojowe twarzoczaszki, ktory charakteryzuje si¢ hipoplazjg twarzy,
zapadnietym koniuszkiem nosa, CL/P lub wysoko wysklepionym (gotyckim)
podniebieniem. U pacjentéw z zespotem Kabuki obserwuje si¢ réwniez wywinigcie
powieki dolnej, tukowate brwi, wydluzone szpary powiekowe i wydatne dysplastyczne
uszy. Czesto wystepuja takze anomalie zgbdéw takie jak hipodoncja, mikrodoncja
oraz zmiany w ich morfologii. Oprocz dysmorfii twarzoczaszki, znamienne
jest wspotwystepowanie wrodzonych wad serca, niskorosto$¢ oraz czgsto wystepujaca

niepelnosprawnos$¢ intelektualna [165 — 167].
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Modele zwierzece dla zespotu Kabuki potwierdzaja funkcjonalne znaczenie
patogennych wariantow w genie KMT2D, a w szczego6lnosci ich wptyw na zaburzenia
rozwoju twarzoczaszki. Knock-out genu kmt2d w modelu Danio pregowanego (Danio
rerio) powoduje hipoplazj¢ tukdéw skrzelowych (obszary analogiczne do ludzkich,
z ktorych rozwijajg si¢ struktury twarzoczaszki) oraz deformacje struktur chrzestnych.
Wykazano ponadto, Ze obnizenie ekspresji genu kmt2d po zastosowaniu antysensownego
oligonukleotydu morfolino podczas rozwoju embrionalnego jest przyczyna licznych
deformacji twarzoczaszki i chrzgstek u zaby szponiastej. Z kolei catkowity knock -
out genu Kmt2d u homozygotycznych myszy jest letalny juz na wczesnym etapie
zarodkowym [168 — 171].

Zidentyfikowany =~ w  badaniach  wlasnych  wariant genu KMT2D
jest zlokalizowany w sekwencji kodujacej katalityczng domeng¢ SET, ktéra zapewnia
aktywno$¢ enzymatyczng biatka. Dlatego mozna przypuszczaé, ze obecno$é
tej substytucji aminokwasowej, polegajacej na zamianie niepolarnego aminokwasu jakim
jest glicyna na polarng czasteczke kwasu asparaginowego, ma negatywny wplyw
na funkcjonalno$¢ biatka KMT2D. Patogenno$¢ wykrytej zmiany zostala
takze potwierdzona przez 15 programéw bioinformatycznych zastosowanych do analiz

in silico.
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Ryc. 25 Budowa biatka KMT2D. Legenda przedstawia gléwne domeny biatka. Strzatka zaznaczono zidentyfikowany wariant
nukleotydowy zlokalizowany w domenie SET. Wyszczegdlniono réwniez najwazniejsze patogenne warianty nukleotydowe
zidentyfikowane w tym rejonie u pacjentdw z zespotem Kabuki. Opracowanie wlasne na postawie danych z bazy VarSome.

Dodatkowym argumentem potwierdzajacym mozliwy zwigzek wariantu
€.16223G>A genu KMT2D z obserwowanym u pacjenta fenotypem jest fakt, ze
nie zidentyfikowano tej tranzycji u zdrowych rodzicow probanta oraz u zadnej z
analizowanych kontroli z populacji polskiej, a takze w populacji kontrolnej bazy danych
GnomAD.
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Przypadek nr 7

Ciekawie przedstawia si¢ wynik sekwencjonowania pacjenta z nsCLP, u ktorego
zidentyfikowano nowg heterozygotyczng zmiane typu nonsense w genie MAML1
(ang. Mastermind-like 1). Substytucja ¢.193C>T powoduje przedwczesng terminacje
translacji w pozycji 65 glutaminy i w konsekwencji powstanie skroconego tancucha
polipeptydowego (p.GIn65*). Warianty wprowadzajace kodon stop zaliczane
sg do zmian, ktore szczegolnie negatywnie wplywajg na strukture i funkcje kodowanego
biatka. Patogenny charakter wariantu potwierdzily 3 zastosowane programy
bioinformatyczne. Wykluczono takze obecnos¢ wariantu u zdrowych rodzicéw pacjenta,
€O wzmacnia przypuszczenia o jego negatywnym wplywie na produkt ekspresji genu
MAML1.

Badania wskazuja, ze biatko kodowane przez MAML1 jest jednym z kluczowych
koaktywatorow transkrypcji dla szlaku sygnalizujgcego JAG2-NOTCHI, a takze Wnt/3-
katenina [172], ktore biorg udzial w rozwoju embrionalnym twarzoczaszki. Sugeruje sie,
ze MAML1 wzmacnia takze transkrypcje genu RUNX2, odgrywajac w ten sposob
znaczacg rolg podczas rozwoju kosci [173]. Produkt biatkowy genu MAML1 uwazany
jest takze, za jeden z glownych regulatorow szlaku Sonic Hedgehog. Myszy
z homozygotycznym knock-outem genu (Maml1”) wykazuja znaczng dystrofi¢ migéni
i ging zaraz po urodzeniu [174].

Silng koekspresje genow MAML1 oraz genu TWIST1 zaobserwowano
w komorkach raka ptaskonabtonkowego gtowy i szyi (HNSCC — ang. Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma) sugerujac, ze zaburzenia w funkcjonowaniu kodowanych
przez nie bialek moze promowac onkogenezg tego typu nowotworéw [175], [176].
Wzajemna regulacja ekspresji genow MAMLL1 oraz TWIST1, moze wskazywa¢ takze na
udziat genu MAML1 w etiologii wad rozszczepowych. Gen TWIST1 koduje bowiem
czynnik transkrypcyjny bioracy udzial w rozwoju zuchwy i1 podniebienia. Ulega on silnej
ekspresji w komorkach mezenchymy w okolicach twarzoczaszki. Patogenne warianty
w genie TWIST1 sg jedng z najczestszych przyczyn zespotu Saethre-Chotzena (OMIM
#101400) nalezacego do kraniosynostoz. Zespot ten charakteryzuje si¢ m.in. hipoplazja
twarzoczaszki, gotyckim podniebieniem wystepujacym u 43% chorych lub rozszczepem
podniebienia, ktory stwierdza sie u 6% pacjentow. Catkowity knock - out genu Twistl
jest letalny dla mysich zarodkoéw juz na wezesnym etapie rozwoju (E11.5), natomiast jego

warunkowy knock - out w komoérkach cNCC prowadzi do hipoplazji zuchwy, rozszczepu
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podniebienia oraz agenezji kosci czotowej i1 szczgkowej u myszy. Badania funkcjonalne
na mysim modelu wskazuja, ze gen Twstl wptywa takze na ekspresje genu Irf6. Sugeruje
si¢, ze interakcja z IRF6 moze $wiadczy¢ o prawdopodobnym udziale genu TWIST1
w rozwoju anomalii rozwojowych twarzoczaszki u cztowieka [173].

Powyzsze dane moga wskazywaé na zawigzek zidentyfikowanego wariantu
w genie MAML1 z rozwojem nsCLP u prezentowanego pacjenta. Nalezy jednak rozwazy¢
mozliwos¢ oligo- lub poligenowego modelu dziedziczenia, w ktérym do manifestacji
fenotypu konieczne jest rownoczesne pojawienie si¢ patogennych wariantoéw w kilku
lub wielu genach gléwnych, na ktorych ekspresje moga wptywaé dodatkowo rdzne
modyfikatory genetyczne. Model ten sugeruje ponadto, ze modyfikatory genetyczne
1 ich episatatyczne interakcje z gtdownymi genami odpowiadaja za zmienng penetracje
patogennych wariantow, zwigkszajagc lub hamujac ekspresje gtownych gendw,
wplywajac w ten sposob na manifestacj¢ rozszczepu [129], [177].

Przypadek nr 8

Przeprowadzona w ramach niniejszej pracy analiza wielogenowego panelu
w oparciu o technike NGS umozliwila zidentyfikowanie nowej, heterozygotycznej delecji
w genie ARHGAP29 (c.1060 1061delCT, p.Leu354ValfsTer33). Zmiang te¢ wykryto
u pacjenta z obustronnym catkowitym nsCLP.

ARHGAP29 jest zlokalizowany w znanym locus (1p22.1) dla izolowanych wad
rozszczepowych, ktore zidentyfikowano gtownie dzigki analizom GWAS [178-181].
Gen ten koduje aktywator GTPaz z rodziny Rho 29. Biatka nalezace do tej rodziny
sg zaangazowane w regulacje wielu waznych procesOw m.in. zmiang¢ ksztattu komorek
oraz ich proliferacje, a takze rearanzacje¢ jej cytoszkieletu. Wszystkie te procesy
sg niezwykle istotne podczas rozwoju embrionalnego twarzoczaszki [22]. Biatka
z rodziny Rho sa rowniez efektorami wielu szlakow sygnatowych krytycznych dla
rozwoju struktur twarzowych takich jak szlak Wnt/p-katenina (Wnt5a,Wnt9b) oraz TGF-
B [98], [182]. Pierwszym doniesieniem naukowym wskazujacym, ze gen ARHGAP29
moze odgrywacé istotng rolg w etiopatogenezie wad rozszczepowych byta praca Bueno
i wsp. Wykazano w niej, ze poziom ekspresji genu ARHAGP29 w komorkach
macierzystych miazgi zeba pochodzacych od pacjentow z nsCL/P jest 3-krotnie nizszy
niz w przypadku komoérek pochodzacych od 0séb zdrowych [183].

Leslie i wsp. jako jedni z pierwszych potwierdzili, ze gen ARHGAP29 moze by¢

genem kandydackim dla izolowanych wad rozszczepowych. Wykorzystujac mysie
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zarodki wykazali oni, ze gen Arhgap29 ulega silnej ekspresji podczas rozwoju struktur
twarzoczaszki. Szczeg6lnie wysoki poziom biatka Arhgap29 byt obserwowany
w komorkach nablonkowych i mezenchymalnych wyrostkow nosowych, a takze
w wyrostkach zuchwowych i szczekowych.. W swoich badaniach sekwencjonowali oni
takze wybrane eksony genu ARHGAP29 w grupie 972 pacjentéw z nsCL/P pochodzacych
z populacji filipinskiej oraz amerykanskiej. Wykonane analizy pozwolity na identyfikacje
8 nowych patogennych wariantow zmiany sensu. Jedng z tych zmian byla
heterozygotyczna dwunukleotydowa delecja wykryta u pacjenta z nsCLP. Prowadzita ona
do zmiany 20 aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym i1 w konsekwencji
do powstania przedwczesnego kodonu stop (NM_004815.3, c.62_63delCT,
p.Ser21Yfs*20) [184]. Co cieckawe, ta sama delecja zostala rowniez zidentyfikowana
u zdrowego rodzenstwa probanta. Lesie 1 wsp. wykryli takze u jednego z pacjentow
z nsCLP wariant typu nonsense (NM_004815.3, ¢.976A>T, p.Lys326*). Transwersja
ta zostala odziedziczona od zdrowej matki, u ktérej nie wystepowaly zadne wady
rozwojowe. Zaden z 8 wykrytych patogennych wariantéw genu ARHGAP29 nie zostat
zidentyfikowany w grupie kontrolnej liczacej 962 zdrowe osoby [184].

Kolejne analizy sekwencjonowania genu ARGHGAP29 przeprowadzane
w roznych populacjach, zdawaty sie potwierdza¢ znaczaca role jaka moze on odgrywac
w etiologii wad rozwojowych [180], [184 — 186].

Zidentyfikowana w ramach niniejszej pracy nowa delecja genu ARHGAP29
(c.1060 1061delCT, p.Leu354ValfsTer33), to zmiana zaliczana do wariantow utraty
funkcji (ang. loss-of-function), ktére sg uwazane za warianty o potencjalnie najbardziej
negatywnym wplywie na biatko. O patogennos$ci wykrytej delecji $wiadczy fakt,
ze powoduje ona przesunigcie ramki odczytu i przedwczesng terminacj¢ translacji
prowadzac do powstania krétszego tancucha polipeptydowego, co w istotny sposob moze
oddziatywa¢ na strukture i funkcj¢ kodowanego bialka.

Wykryta delecja zostala odziedziczona od zdrowej matki, co jest spdjne
z wieloma opublikowanymi analizami. Nosicielstwo patogennego wariantu u zdrowego
cztonka rodziny jest zjawiskiem czestym w przypadku rzadkich wariantow
nukleotydowych. By¢ moze przyczyna wystgpienia wady sg interakcje z innymi,
czestymi wariantami lub/oraz wspotwystepujacymi czynnikami srodowiskowymi [184],
dlatego nie mozna wykluczy¢ wpltywu wykryte] delecji na fenotyp pacjenta.

Za patogenno$cig zmiany moze $wiadczy¢ takze fakt, ze nie zostata ona wykryta w grupie
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kontroli z populacji polskiej oraz nie figuruje w bazie populacyjnej GnomAD, ktora
zawiera sekwencje genomow referencyjnych zdrowej populacji.

Przypadki nr 9, 15 oraz 25

Roéwnie ciekawie przedstawiaja sie wyniki analiz sekwencjonowania genow
PLEKHAS oraz ESRP2. Potencjalnie patogenne warianty zlokalizowane w tych genach
zidentyfikowano w sumie u 3 pacjentow.

Geny PLEKHAS5 oraz ESRP2 koduja biatka skladajace si¢ na kompleks
E-kadheryna/B-katenina regulujacy proces adhezji komorek nablonkowych. W jego sktad
wchodzi katenina P120Ctn - kodowana przez gen CTNND1 - bedaca biatkiem
cytoplazmatycznym i gtownym trzonem kompleksu oraz biatka kodowane przez geny
PLEKHA7, PLEKHAS, a takze ESRP2. Podczas rozwoju embrionalnego geny te ulegaja
ekspresji wylacznie w nabtonku jamy ustnej i podniebienia [187].

Z przeprowadzonych przez Cox i wsp. badan na mysich modelach wynika,
ze zaburzenia funkcjonowania powyzszego kompleksu moga by¢ jednym z gtéwnych
patomechanizméw powstawania izolowanych wad rozszczepowych [187]. Obserwacje
te poparly przeprowadzone przez nich analizy sekwencjonowania, dzigki ktéorym
zidentyfikowali m.in. patogenny wariant genu PLEKHA5 (c.1769A>G, p.Tyr590Cys)
w rodzinie obcigzonej izolowang wada rozszczepowa. Wykryta przez zespot Cox i wsp.
tranzycja c.1769A>G u pacjenta z nsCLP powstala de novo. Potwierdzono
takze segregacj¢ wariantu z anomalig rozwojowa w rodzinie pacjenta, w ktorej trojka jego
dzieci miata rozszczep, co swiadczy o chorobotworczym charakterze zmiany. W analizie
przeprowadzonej przez ten zespdt badawczy zidentyfikowano roéwniez potencjalnie
patogenny wariant typu nonsense p.Arg520* w genie ESRP2. Zmianeg wykryto u pacjenta
z nsCLP, ktory odziedziczyt ja od zdrowego ojca [187].

W badania przeprowadzonych w ramach realizacji niniejszej pracy potwierdzono
obecnos$¢ 2 potencjalnie patogennych wariantow genu ESRP2, w tym nowg transwersje
€.697G>T (p.Glu233*) u pacjenta z nsCLP (przyp. nr 9) oraz bardzo rzadkg tranzycje
€.1058G>A (rs201908706, p.Arg353GIn) u pacjentki nsCL (przyp. nr 25). Gen ESPR2
ulega silnej ekspresji w twarzoczaszce podczas rozwoju embrionalnego. Produktem
biatkowym genu jest regulator procesu splicingu, ktory wigze si¢ bezposrednio mRNA
w komorkach nabtonkowych. Kodowane biatko odgrywa wazng role w splicingu m.in.
transkryptow CD44, CTNND1, ENAH, ktore ulegaja modyfikacji w tzw. przejsciu EMT.

Proces ten jest kluczowy podczas taczenia si¢ wyrostkow podniebiennych w czasie

106



rozwoju embrionalnym. ESPR2 wptywa takze na ekspresje genu FGFR2, ktory byt
wielokrotnie wigzany z patogeneza rozszczepow [187].

Zidentyfikowane warianty genu ESPR2 nie zostaly zarejestrowane w bazach
danych dedykowanych do oceny ich wptywu na fenotyp. Wyniki przeprowadzonych
analiz in silico wskazuja jednak na patogenny charakter wykrytych zmian.

Analizy sekwencjonowania pozwolily takze na identyfikacj¢ nowej,
potencjalnie patogennej tranzycji ¢.1172A>G w genie PLEKHA5S u pacjenta z nsCLP
(przyp. nr 15). Produktem ekspresji genu PLEHADS jest biatko o domenie homologiczne;j
do plekstryny A typu 5, ktore zapewnia stabilno$¢ wspomnianego kompleksu
E-kadheryna/B-katenina [187]. Z przeprowadzonych analiz in silico wynika,
ze zidentyfikowana substytucja aminokwasowa p.Asp391Gly polegajaca na zmianie
wysoce konserwatywnego kwasu asparaginowego na glutaming moze mie¢ negatywny
wptyw na strukture i funkcje kodowanego biatka. Spos$rod uzytych programow
bioinformatycznych 3 ocenity wariant jako damaging ,,uszkadzajacy” lub patogenny.

Biorac pod uwage powyzsze dane mozna przypuszczaé, ze zidentyfikowane
w ramach niniejszej pracy potencjalnie patogenne warianty w genach ESRP2
(c.697G>T; ¢.1058G>A) oraz PLEKHAS (c.1172A>G) moga stanowic¢ jedng z przyczyn
molekularnych wystepujacych u pacjentéw anomalii.

Przypadek nr 10

Kolejng ciekawa zmiang jest hemizygotyczna trojnukleotydowa delecja
(c.1251_1253delTGT, p.Val418del) wykryta w genie FGD1 u pacjenta z nsCL. Biatko
kodowane przez FGD1 pehi rolg aktywatora GTPazy Cdc42, ktéra bierze udziat
m.in. w rozwoju kos$ci twarzoczaszki podczas embriogenezy [188]. W modelach mysich
z knock-outem genu Fgdl (Fgdl’) opisywano nieprawidtowa morfologie czesci
twarzowej czaszki. Wykryta delecja dotyczy reaktywnej oraz hydrofobowej reszty waliny
zlokalizowanej w konserwatywnej domenie DH (ang. Dbl Homology), ktora pelni wazna
role w interakcji biatkka FGD1 z innymi biatkami. Dane literaturowe wskazuja,
ze patogenne warianty genu FGD1 zlokalizowane w sekwencji kodujacej domeng DH
oraz domen¢ PH (ang. Pleckstrin Homology) sa przyczyna zespotu Aarskog-Scott
(OMIM #305400) [189]. Zespodt ten nazywany jest takze dysplazjg twarzowo-genitalng.
Jest to choroba o recesywnym modelu dziedziczenia sprz¢zonym z chromosomem X.
Charakteryzuje si¢ dysmorfig twarzy, wadami narzadéw ptciowych, niskorostoscia,

hipodoncja, a takze wadami kofczyn takimi jak: brachydaktylia, klinodaktylia
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oraz syndaktylia. W zespole Aarskog-Scott obserwowane sg rowniez rozszczep wargi
oraz podniebienia [190].

Ze wzgledu na potencjalnie patogenny charakter wykrytej delecji p.Val418del
oraz istotng rol¢ w rozwoju twarzoczaszki jaka pelnig kodowane przez FGD1 biatko,
mozna sugerowa¢ wplyw zidentyfikowanej zmiany na prezentowany fenotyp pacjenta.

Przypadki nr 11 oraz nr 14

Kolejng nowa, niecopisang dotychczas w pisSmiennictwie naukowym zmiang jest
wariant ¢.787C>G zlokalizowany w genie SHH. Ta heterozygotyczna transwersja zostata
zidentyfikowana u pacjentki nsCLP (przyp. nr 11). Wariant ten powoduje zmiang
polarno$ci w strukturze kodowanego biatka wynikajacg z substytucji hydrofilowe;j
argininy na hydrofobowa glicyne (p.Arg263Gly). Taka zamiana aminokwasowa moze
znaczaco wplywacé na stabilno$¢ tancucha polipeptydowego. Patogenno$¢ wariantu
zostala potwierdzona przez 15 programéw do analiz in silico, ktore ocenity go jako
wariant uszkadzajacy ,,damaging” lub chorobotworczy ,,disease causing”. O patogennym
charakterze zidentyfikowanej substytucji moze Swiadczy¢ rowniez fakt, ze nie znaleziono
jej u zadnej z przebadanych kontroli z populacji polskiej ani w bazie danych GnomAD.

Gen SHH koduje, ktore jest gltowna czasteczka sygnalizacyjnag w bardzo
konserwatywnym ewolucyjnie szlaku Hedgehog. Bialko SHH nalezy do silnych
morfogendéw bioracych udziat w procesie tworzenia osi ciata, réznicowania ukladu
nerwowego, konczyn, serca, ucha wewngtrznego, mieszkow wtosowych oraz zebow [1].
Gen SHH ulega silnej ekspresji juz na wczesnym etapie rozwoju twarzoczaszki
umozliwiajac proliferacje i roznicowanie komorek grzebienia nerwowego [191].
W rozw¢j tych komorek jest zaangazowanych wiele biatek uczestniczacych
w przekaznictwie sygnatow miedzy komodrkami oraz czynnikéw transkrypcyjnych.
Sugeruje si¢, ze wszelkie zaklocenia tego procesu na niemal kazdym jego poziomie, moga
skutkowa¢ wadami rozwojowymi twarzoczaszki [192]. Komorki grzebienia nerwowego
wywodzg si¢ z komorek neuroepitelialnych. Podczas rozwoju embrionalnego migrujg one
w kierunku brzusznym do tukéw gardtowych oraz przodomoézgowia i kubka ocznego,
gdzie biorg udziat w procesie ksztattowania si¢ wszystkich struktur twarzowych czaszki
oraz bloniastych i chrzgstnych rejonéw mozgoczaszki [191]. Ich mutlipotencjalny
charakter zostal udowodniony w badaniach przeprowadzonych in vivo [193].
Dowiedziono takze, ze kluczowa role w powstawaniu trzewioczaszki, dajac poczatek

mezenchymie glowowej, odgrywa wyspecjalizowana subpopulacja komoérek grzebienia
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nerwowego tj. komorki czaszkowe grzebienia nerwowego CNCC (ang. Cranial Neural
Crest Cells) [191]. Komoérki CNCC poprzez migracje i interakcje z komorkami
ekto- i endodermy, stymulujg powstanic 5 wyniosto$ci nazywanych tez wyrostkami
(wyniostos¢ czolowo-nosowa, para wyniostosci zuchwowych oraz szczgkowych)
bedacych zawigzkami struktur twarzy. Komoérki CNCC biorg ponadto udziat
w tworzeniu chrzastki i ko$ci szkieletu twarzoczaszki, a takze formuja wszystkie inne
tkanki w tych okolicach m.in. tkanke taczng, odontoblasty zgbdw, neurony czuciowe
i komorki glejowe [191], [194].

W badaniach na mysich modelach wykazano, Zze podstawowym receptorem
dla biatka Shh jest receptor Patched 1 (Ptchl), ktory po zwigzaniu z ligandem jest
internalizowany i degradowany w obrebie komorki [96]. Degradacja Ptchl prowadzi
do uwolnienia i aktywacji receptoro-podobnego biatka Smo (ang. Smoothened), ktore
stymuluje aktywno$¢ wielu czynnikoéw transkrypcyjnych m.in. biatek Gli kontrolujacych
ekspresje Shh, a takze wielu innych genow docelowych uczestniczagcych w rozwoju
organizmu [96]. U myszy pozbawionych glownego receptora Ptchl [195]
i acylotransferazy Hedgehog (Hhat) [196] oraz u myszy, u ktorych wystepuje
zmniejszona ekspresja efektorow kaskady sygnatowej szlaku Shh (Forhead box 2, Fofx2,
Glil) obserwuje si¢ rozszczep wargi [191]. Z badan tych wynika takze, ze zburzenia
aktywnosci czynnikow transkrypcyjnych regulujacych szlak Shh m.in. Foxfl, Foxf2,
Ostr2 moze prowadzi¢ do utraty nabtonka podniebiennego oraz zahamowania wzrostu
plyt podniebiennych, co w konsekwencji prowadzi do rozszczepu podniebienia u myszy
[197].

Dowiedziono, ze patogenne warianty nukleotydowe zlokalizowane w genie SHH
sa odpowiedzialne za rozwoj licznych wad rozwojowych. Najczgstszym ztozonym
zaburzeniem jest dziedziczona autosomalnie dominujaco holoprozencefalia, ktora
wynika z nieprawidtowego podziatu przodomdzgowia oraz charakteryzuje si¢ licznymi
malformacjami w obrebie twarzoczaszki. Holoprozencefalii towarzyszy przede
wszystkim CP; jednakze przypadki CL/P tez sg obserwowane [198]. W zwierzecych
modelach holopozencefalii, wyciszenie genu Gasl (kodujacego gldwnego agoniste Shh)
powoduje obok mikroformy holoprozencefali rowniez rozszczep podniebienia [199],
[200].

Do tej pory gen SHH byt brany pod uwagg glownie jako gen kandydacki dla nsCP.
U pacjentow z nsCL/P zidentyfikowano jedynie kilka potencjalnie patogennych
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wariantéw zmiany sensu w genach kodujacych czasteczki regulujace $ciezke sygnalowa
Hedgehog, takich jak PTCH1 [201], GLI3 [202] oraz FOXF2 [191], [203].

Dotychczas przeprowadzono jedng znaczaca analize, w ktorej sekwencjonowano
gen SHH w grupie 220 noworodkéw z nsCL/P w populacji poludniowoamerykanskiej,
ale nie znaleziono wariantoéw nukleotydowych, ktére moglyby mie¢ bezposredni zwigzek
z etiopatogeneza tej formy rozszczepow [204]. Dlatego tez wyniki analiz niniejszej pracy
wydaja si¢ rzuca¢ nowe i ciekawe $wiatto na gen SHH sugerujac, ze powinien on by¢
brany pod uwage jako gen kandydacki dla nsCL/P.

Opisywana powyzej sygnalizacja Hedgehog, bardzo istotna z punktu widzenia
rozwoju twarzoczaszki, jest regulowana przez liczne biatka, w tym biatka nalezace

do rodziny transformujacego czynnika wzrostu B (TGF-B)[205], [206]. Jak pokazuja
liczne badania przeprowadzone na przestrzeni ostatnich lat, biatka z rodziny TGF-p
ulegaja silnej ekspresji w rozwijajacym si¢ podniebieniu u myszy i posrednicza
w proliferacji komoérek mezenchymalnych oraz fuzji ptyt podniebiennych [100].
W badaniach poswieconych rozwojowi twarzoczaszki wykazano, ze inaktywacja genow
kodujacych rodzing czynnikow TGF-B, w tym gtownie TGF-£3, powodowaty wady
rozwojowe w obrebie twarzoczaszki, a takze rozszczep podniebienia u myszy [207].
W pozniejszych analizach z wykorzystaniem modeli zwierzecych wykazano ponadto,
ze delecja genu Tgf-f3 lub jego czgsciowa inaktywacja zmniejsza ekspresje Pax9 i Shh
[208], a takze genu dla naskorkowego czynnika wzrostu Egf (ang. Epidermal growth
factor) oraz Msx1 [209]. Zaburzona funkcja Tgf-f3 u myszy prowadzita rowniez
do zmniejszenia ekspresji ,,downregulation” genu p63, ktory pelni istotng rolg
w roznicowaniu perydermy i reguluje proces fuzji plytek podniebiennych. U myszy
biatko p63 bierze takze udziat w aktywacji transkrypcji genow Fgfr2 i Irf6, ktorych
produkty ekspresji odgrywaja krytyczng role w rozwoju twarzoczaszki, a ich wplyw
na rozwdj izolowanych oraz zespotowych form rozszczepow zostal potwierdzony
w wielu wezesniejszych analizach [210], [211].

Ponadto badania asocjacyjne przeprowadzone w licznych populacjach
potwierdzaja silny zwigzek pomig¢dzy wariantami nukleotydowymi zlokalizowanymi
w genach z rodziny TGF-p oraz ryzykiem nsCP i nsCL/P[119], [212-214].

Wobec powyzszych doniesien, interesujacym wydaje si¢ by¢ zidentyfikowany
nowy wariant zlokalizowany w genie SKI (c.1280A>G, p.GIn427Arg) u pacjenta z nsCLP
(przyp. nr 14). Gen SKI koduje biatko bedace jednym z represorow szlaku TGF-3 poprzez
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wigzanie bialek SMAD, ktére pelnig kluczowa role w przekazywaniu sygnahu.
W  najwazniejszych bazach danych, gromadzacych informacje o wszystkich
zidentyfikowanych do tej pory wariantach nukleotydowych (gnomAD, ClinVar,
VarSome oraz HGMD) nie stwierdzono wyst¢powania wykrytej tranzycji. Wsrod
programow zastosowanych do analiz in silico 4 wskazaly na jego patogenny oraz
,chorobotworczy” charakter.

Meta-analiza wykonana z wykorzystaniem wynikow kliku badan GWAS
przeprowadzonych dla wady rozszczepowej w populacjach europejskich wykazata
istotny zwigzek wariantow genu SKI z etiologig nsCL/P [28]. Ponadto sekwencjonowanie
genu SKI przez zespét Vieira i wsp. w grupie pacjentow z izolowanymi postaciami
rozszczepow, pozwolilo zidentyfikowa¢ potencjalnie patogenny wariant zmiany sensu
u pacjenta z nsCLP [215].

Wobec powyzszych danych, prawdopodobienstwo udzialu wykrytej zmiany
w etiologii nsCLP u pacjenta moze by¢ znaczace.

Przypadek nr 12 oraz nr 23

Techniki sekwencjonowania NGS pozwolily na identyfikacj¢ nowego wariantu
zlokalizowanego w genie FGF4 (c.460G>A p.Glul54Lys) u pacjentki z nsCL (przyp.
nr 12), a takze rzadkiego wariantu w genie FGFR3 (rs761163163, c.1756C>T
p.Pro586Ser) u pacjenta NnSCLP (przyp.nr 23). Warianty te wydaly si¢ intersujace
ze wzgledu na wiele literaturowych odniesien na temat roli jaka pelni rodzina genow
kodujacych ligandy oraz receptory szlaku sygnatlowego FGF w morfogenezie
twarzoczaszki [97], [216]. U ssakow rodzina biatek FGF sktada si¢ z 23 ligandow i 7
receptorow [97]. Udowodniono m.in. jej krytyczna rolg w migracji komorek grzebienia
nerwowego, ktdére w pierwszym etapie rozwoju embrionalnego stymuluja powstawanie
zawigzkow twarzy. Szlak sygnatowy FGF odgrywa réwniez kluczowa role w regulacji
przemian EMT, a takze w stymulacji wzrostu szkieletu, rozwoju podniebienia, gruczotow
podzuchwowych i zebow [217], [218]. Badania na mysich modelach dowiodly,
ze inaktywacja genow Fgf lub genow kodujacych jeden z ich receptorow powoduja
anomalie twarzoczaszki, w tym roznego rodzaju kraniosynostozy, wady rozwojowe
zuchwy, a takze CL/P [217], [219 — 221].

Analizy sekwencjonowania przeprowadzane przez rézne zespoty naukowe,
zdaja si¢ potwierdza¢ wazng rolg jaka peini Sciezka sygnatowa FGF w etiopatogenezie

wad rozszczepowych. Pozwolily one zidentyfikowa¢ wiele potencjalnie patogennych
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wariantow, zarowno w genach kodujacych ligandy, jak i receptory szlaku sygnatowego
FGF [221-224]. Zespot Riley i wsp. zasugerowal, ze zaburzenia szlaku sygnalowego
FGF moga odpowiada¢ za okoto 3-5% wszystkich obserwowanych przypadkow
rozszczepéw twarzy a geny kodujace ligandy i receptory szlaku FGF powinny
by¢ uwzgledniane przy opracowywaniu genowego panelu diagnostycznego [225].

Dlatego tez wykryty w badaniach wlasnych nowy, nieopisany dotad
w literaturze wariant genu FGF4 (c.460G>A p.Glul54Lys) wydaje si¢ by¢ szczegdlnie
intersujacy. Jego patogenny wplyw na funkcje i1 struktur¢ biatka potwierdzito
13 programoéw bioinformatycznych zastosowanych do analizy in silico Co ciekawe,
w badaniach przeprowadzonych przez Riley i wsp. jedyne warianty jakie
zidentyfikowano w genie FGF4 u pacjentow z wada rozszczepowa byly to warianty
intronowe oraz warianty zlokalizowane w sekwencjach kodujacych 3’ i 5> UTR [225].

Kolejng zmiang, ktorg wykryto w genie kodujacym jedno z waznych bialtek
receptorowych szlaku sygnatowego FGF jest tranzycja ¢.1756C>T zlokalizowana
w genie FGFR3 (rs761163163, p.Pro586Ser). Wariant ten zidentyfikowano u pacjenta
ze sporadycznym przypadkiem nsCLP. Co ciekawe, druga potencjalnie patogenng
zmiang, ktora rowniez moze mie¢ wplyw na obserwowany fenotyp pacjenta jest wariant
genu POLR1C (rs371479150, ¢.845C>G, p.Thr282Ser). Gen koduje podjednostke
C polimerazy RNA | oraz I11. Patogenne warianty POLR1C sg opisywane jako przyczyna
zespotu Treachera Collinsa (OMIM #248390). W zespole tym obok licznych malformacji
twarzowe] czesci czaszki moze wystapi¢ réwniez rozszczep podniebienia. Opisywana
substytucja niesynonimiczna p.Thr282Ser w genie POLR1C zostata oceniona przez
9 programéw bioinformatycznych jako patogenna, co wzmacnia przypuszczenia
0 jej negatywnym wptywie na produkt biatkowy genu.

Przypadek nr 13

Wyniki przedstawianych w niniejszej pracy analiz wpisujg si¢ w dotychczasowe
ustalenia na temat genu TRSPS1, ktérego warianty od niedawna sg brane pod uwage
jako potencjalne czynniki genetyczne biorgce udziat w patomechanizmie zaréwno nsCP,
jak 1 nsCL/P [226]. Wykryty w tym genie nowy niezidentyfikowany w Zadnej bazie
danych wariant (c.2190G>T, p.GIn730His) zostal zakwalifikowany jako potencjalnie
patogenny przez 3 programy do analizy in silico, co moze sugerowac jego negatywny
wplyw na funkcje kodowanego biatka.

Patogenne warianty zlokalizowane w tym genie sg opisywane jako przyczyna
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zespolu wlosowo-nosowo-paliczkowego (TRPS,OMIM #190350), ktory objawia sig
znacznymi malformacjami twarzoczaszki, a takze rozszczepem podniebienia. Dlatego tez
sugeruje si¢, ze kodowany przez TRPS1 czynnik transkrypcyjny moze odgrywac istotng
role w regulacji procesoéw wzrostu kosci 1 chrzagstek podczas rozwoju embrionalnego.
[226].

W badania przeprowadzonych na modelach mysich wykazano silng ekspresj¢
genu Trspl w komorkach mezenchymalnych i nabtonkowych podniebienia podczas
rozwoju embrionalnego. U myszy Trpsl” oprocz rozszczepu podniebienia,
obserwowano takze hipoplazje przedniej podstawy czaszki oraz chrzastek wyrostkow
ktykciowych i katowych zuchwy [226]. Sugeruje si¢, ze ekspresja tego genu jest
niezbedna do zapoczatkowania fuzji wyrostkow podniebiennych, ale molekularne
mechanizmy, za pomoca ktorych TRPS1 reguluje ekspresje genow wymaganych
do zainicjowania tego procesu sg niejasne [226].

Wyniki analizy sekwencjonowania eksomowego przeprowadzone przez Bureau
1 wsp. jako pierwsze wskazaty, ze TRSP1 moze by¢ jednym z gendéw kandydackich
dla nsCL/P. Zidentyfikowali oni kilka patogennych wariantéw u pacjentéw
z izolowanymi wadami rozszczepowymi. U pacjenta z nsCLP pochodzacego z populacji
filipinskiej stwierdzono obecno$¢ heterozygotycznego wariant genu TRPS1 (c.1883A>G,
p.GIn628Arg) zlokalizowanego w sekwencji kodujacej domene palcow cynkowych.
Obecnos$¢ patogennej substytucji p.Gln628Arg w TRPS1 potwierdzono réwniez
u zdrowego ojca oraz jego brata z wadg rozszczepowa, co wedlug zespotu Bureau
I wsp.,potwierdza tylko ztozony charakter dziedziczenia izolowanych rozszczepow [224].

W ramach badan witasnych zidentyfikowano nowy wariant w genie TRPS1
(c.2190G>T, p.GIn730His) u pacjentki z nsCLP. Wykryta transwersja jest zlokalizowana
w sekwencji kodujacej wazny region biatka TRSP1 bioracy udzial w interakcjach
z czynnikiem transkrypcyjnym GLI3, ktéry odgrywa kluczowa role podczas rozwoju
twarzoczaszki. Co ciekawe, patogenne warianty genu GLI3 zidentyfikowano u chorych
z nsCL/P w populacji chinskiej sugerujac, ze moga mie¢ one wplyw na patogeneze
izolowanych wad rozszczepowych [202].

Obecnos¢ prezentowanej niesynonimicznej zmiany (¢.2190G>T, p.GIn730His)
w genie TRPS1 potwierdzono réwniez u zdrowej matki pacjenta, co jak demonstrujg
wyniki analiz sekwencjonowania przeprowadzone przez inne zespoly badawcze, nie musi

wyklucza¢ jej potencjalnego wplywu na postawanie wady rozszczepowe;.
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Biorac po uwage lokalizacj¢ wariantu oraz fakt, ze 3 programy bioinformatyczne
ocenity jego wptyw na produkt biatkowy jako patogenny, mozna sugerowaé potencjalng
role wykrytej substytucji w rozwoj wady rozszczepowej u pacjenta.

Przypadek nr 16

W wyniku przeprowadzonych analiz wykryto nowy interesujacy wariant
€.1618A>G (p.lle540Val) genu TOX3 u pacjenta z nsCLP. Produkt ekspresji tego genu
nalezy do rodziny biatek o duzej ruchliwosci elektroforetycznej (ang. high mobility group
box familiy memeber 3). Biatko peini funkcje czynnika transkrypcyjnego specyficznego
dla Polimerazy RNA 1I, regulujgcego liczne procesy komoérkowe m.in. apoptoze
1 réznicowanie komorek ektodermy oraz mezodermy. Najnowsze badania sugeruja,
ze patogenne warianty liczby kopii CNVs (ang. Copy Number Variants) znajdujace
si¢ w chromosomowym locus 16q12.1, moga istotnie zwigksza¢ ryzyko wystgpienia
wady rozszczepowej, a zlokalizowany w tym regionie gen TOX3 jest jednym z genow
kandydacki dla tej wady rozwojowej. Wyniki analiz wskazuja bowiem, ze ,,zmiana
dawki” TOX3 moze mie¢ istotny na rozwoj anomalii rozwojowej twarzowej czeSci
czaszki [227], [228].

Trzy programy bioinformatyczne stuzgce do predykcji patogennosci, wskazaty
na uszkadzajacy ,,damaging” wplyw opisywanej w prezentowanej pracy substytucji
p.lle540Val na strukture i funkcje¢ biatka. MozZna zatem przypuszczac, ze wykryty wariant
€.1618A>G genu TOX 3 prawdopodobnie koreluje z wystapieniem wady rozszczepowe;j
u pacjenta.

Przypadek nr 17

Analiza NGS wykazata takze obecno$¢ nowego, prawdopodobnie patogennego
wariantu ¢.8C>G (p.Ser3*) genu ADK u pacjenta z nsCLP. Gen ten koduje kinazg
adenozynowa, ktora Kkatalizuje przeniesienie gamma-fosforanu pochodzacego
z adenozyno-5'-trifosforanu (ATP) na czasteczke adenozyny, prowadzac do powstania
adenozyno-5'-monofosforanu (AMP). Kinaza adenozynowa reguluje w ten sposob
wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowe stezenie adenozyny, ktora pelni znaczaca role
w wielu procesach biochemicznych zachodzacych w komorce, wptywajac na uktad
sercowo-naczyniowy, nerwowy, oddechowy oraz immunologiczny. Inhibitory tego
enzymu uzywane sg w farmakoterapii m.in do zahamowania proceséw zapalnych
w organizmie. Kinaza adenozynowa reguluje takze procesy metylacji zachodzace

w komorce. Deficyt enzymu spowodowany patogennymi wariantami w genie ADK
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powoduje powstanie hipermetioninemii (OMIM #614300). Ta metaboliczna choroba,
o autosomalnie recesywnym modelu dziedziczenia, charakteryzuje si¢ m.in.
spowolnionym rozwojem intelektualnym oraz wadami rozwojowymi w obrebie
twarzoczaszki [229].

Nie udowodniono do tej pory bezposredniej roli jaka moga petni¢ produkty
ekspresji genu ADK na rozwoj twarzowej czgsci czaszki. Jednakze wyniki analizy GWAS
przeprowadzonej w grupie pacjentow z wrodzonymi nieprawidtowosciami zgbowymi
w populacji europejskiej, wykazaty ze cz¢ste warianty genu ADK, mogg mie¢ rowniez
wplyw na budowe¢ morfologiczng twarzy. W swoich analizach zespot Fatemifar i wsp.
dowodza, ze w istotny sposob determinujg one m.in szerokos¢ nosa [230].

Wykryta transwersja ¢.8C>G powoduje wprowadzenie przedwczesnego kodonu
stop w pozycji 3 (p.Ser3*). Prowadzi to do skrocenia o 343 reszty aminokwasowe
produktu ekspresji genu ADK, co powaznie zaburza funkcje katalityczne kodowanego
enzymu. Negatywny wpltyw zmiany na wlasciwosci fizykochemiczne biatka potwierdzity
takze wyniki analizy bioinformatycznej. Trzy z 6 uzytych programéw do predykcji
patogenno$ci  ocenily = wariant  jako  ,,chorobotworczy”,  ,uszkadzajacy”.

Wobec powyzszych danych mozna wysuna¢ hipoteze, ze zmiana
ta ma potencjalny wplyw na rozwoj wady rozszczepowej u pacjenta.

Przypadek nr 18

Nowy, interesujacy wariant €.11896A>G (p.Lys3966Glu) w genie LRP2
zidentyfikowano u pacjenta z nsCLP. Gen ten koduje receptor zwigzany z lipoproteinami
o niskiej gestosci typu 2. To receptorowe biatko nazywane réwniez megaling bierze
udzial w szeregu waznych procesow zachodzacym w organizmie, takich jak: wchtanianie
witamin A 1 D, funkcjonowanie uktadu odporno$ciowego, odpowiedz na stres i transport
lipidéw we krwi. Bialko ulega ekspresji w komorkach nablonkowych, petniac istotng role
w $ciezce sygnalowej regulujacej rozwdj 1 funkcjonowanie m.in. mézgu 1 rdzenia
kregowego, oczu, uszu, ptuc, jelit, ukltadu rozrodczego i1 kanalikéw nerkowych.
Patogenne warianty nukleotydowe w genie LRP2 zwigzane sg z zespotem twarzowo-
0Czno-uszno-nerkowym nazywanym rowniez zespotem Donnai-Barrowa (OMIM
#222448). Zespot oprocz szeregu wad rozwojowych charakteryzuje si¢ takze licznymi
anomaliami twarzoczaszki, w tym rozszczepem wargi [231], [232]. Receptor LRP2
uwazany jest za wazny modulator SHH, bedacym jednym z kluczowych szlakow
sygnalizacyjnych uczestniczacych w rozwoju twarzoczaszki. Ponadto u myszy Lrp2™

obserwuje si¢ rozszczep podniebienia [233], [234].
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Opisywana substytucja p.Lys3966Glu genu LRP2 zostala oceniona jako
patogenna przez dwa programy uzyte do analizy in silico, co pozwala przypuszczac,
7ze moze ona mie¢ negatywny wplyw na aktywnos$¢ kodowanego receptora. Wariantu
nie zidentyfikowano u zdrowej matki pacjenta, ale z powodu braku materialu
genetycznego od ojca, nie udato si¢ oceni¢ statusu dziedziczenia wykrytej zmiany.
Z wywiadu rodzinnego wynika jednak, ze wada rozszczepowa dotknigty jest takze
dziadek ze strony ojca, dlatego w celu potwierdzenia mozliwego wplywu wariantu
c.11896A>G na obserwowany fenotyp u pacjenta, wskazana bylaby weryfikacja
obecnos$ci wariantu u chorego krewnego.

Przypadek nr 19

Zastosowana w niniejszych analizach technika NGS umozliwita identyfikacje
nowego wariantu ¢.18C>G (p.Asp6Glu) genu EDAR u pacjenta z nsCLP. Gen ten koduje
biatko receptorowe o nazwie ektodysplazyna A, ktore peini kluczowa rolg w szlaku
sygnatowym biorgcym udziat w proliferacji, ré6znicowaniu oraz wzroscie komorek.
Szczegoblnie istotne znaczenie pelni w interakcjach pomiedzy warstwa ektodermalng
a mezodermalng podczas wczesnego rozwoju embrionalnego. Interakcje te umozliwiaja
tworzenie roznych struktur z warstwy ektodermalne;j takich jak: skéra, gruczoty lojowe,
gruczoly potowe mieszki wlosowe, paznokcie oraz zgby. Sugeruje si¢ rowniez,
ze produkt ekspresji genu EDAR uczestniczy w szlaku sygnalizacyjnym zaangazowanym
w rozwoju podniebienia [235]. Patogenne warianty nukleotydowe zlokalizowane w genie
EDAR odpowiadajg za hipohydrotyczng dysplazje ektodermalng typu 10A (OMIM
#129490) oraz typu 10B (OMIM # 224900). W fenotypie osoby dotknigtej dysplazja
ektodermalng obserwuje si¢ znaczng dysmorfie twarzoczaszki, a takze rzadko
wystepujacy rozszczep wargi lub podniebienia [236]. Ponadto patogenne warianty
nukleotydowe zlokalizowane w genie EDAR uwazane sg za jedng z przyczyn izolowanej
agenezji zebow statych. Dane literaturowe wskazuja na te same mechanizmy
molekularne, ktére mogg odgrywac rolg zarowno podczas rozwoju zawigzkow zebow jak
réwniez rozwoju wargi i podniebienia [237]-[239], dlatego mozna przypuszczac,
ze wykryty wariant ¢.18C>G modgl mie¢ wptyw na rozwdj nsCLP u analizowanego
pacjenta. Zidentyfikowana substytucja p.Asp6Glu zostata oceniona przez program
bioinformatyczny FATHM za zmiang uszkadzajacg ,,damaging” wskazujac, ze moze
mie¢ ona negatywny wptyw na funkcje kodowanego. W bazie VarSome wykryta zmiana

figuruje jako wariant o niepewnym znaczeniu, przy czym dopuszcza jej patogenny
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charakter. Ponadto opisywana transwersja ¢.18C>G genu EDAR jest zlokalizowana
w sekwencji ,,hot spot”, ktora koduje funkcjonalng domeng biatkowa — peptyd sygnalny.
W rejonie tym zidentyfikowano m.in heterozygotyczny, patogenny wariant tworzacy allel
ztozony w obrebie eksonu i1 intronu 2, ktory w bazie ClinVar podawany jest za jest
przyczyne hipohydrotycznej dysplazji ektodermalnej typu 10B [240].

Nie mozna zatem wykluczy¢ patogennego wplywu zidentyfikowanej zmiany
na prawidlowg aktywnos$¢ produktu ekspresji genu, a takze jej mozliwej roli w rozwoju
izolowanej wady rozszczepowej u pacjenta.

Przypadek nr 20

U jednej z pacjentek z nsCLP zidentyfikowano bardzo rzadki i potencjalnie
patogenny wariant genu EFTUD2 (rs1467291243, c.956C>T, p.Thr319Met). EFTUD2
koduje biatko o aktywno$ci GTPazy, ktore jest sktadowa spliceosomu. Dane wskazuja,
ze de novo heterozygotyczne patogenne warianty lub delecje genu EFTUD2
sa odpowiedzialnie za dystoze zuchwowo — twarzowa typu Guiona Almeida (OMIM
#610536) dziedziczong autosomalnie dominujaco. U niektdrych pacjentow z tym typem
dysostozy jednym z objawdw klinicznych jest rozszczep podniebienia [241]. W zwigzku
z licznymi deformacjami twarzy w przebiegu zespotu Guiona i Almeida wywotanego
przez patogenne warianty w genie EFTUD2, nie mozna wykluczy¢ wptywu wykrytej
substytucji aminokwasowej p.Thr319Met na rozwdj nsCLP u pacjentki. Patogenny
charakter analizowanej zmiany potwierdzito 14 programow wykorzystanych do analiz in
silico. Ponadto zidentyfikowany wariant zlokalizowany jest w sekwencji kodujacej
funkcjonalng domeng biatkowa, co moze dodatkowo sugerowac jego negatywny wptyw
na funkcj¢ biatka EFTUD2.W bazie VarSome wariant ¢.956C>T genu EFTUD?2 jest
okreslony jako zmiana potencjalnie patogenna. W bazie ClinVar zmiana ta nie zostata
do tej pory zarejestrowana.

Pacjentka z analizowang tranzycja genu EFTUD2 jest jedyng osobg w rodzinie
z wrodzong wada rozwojowa czesci twarzowe] czaszki. Wariant ten odziedziczyta
od swojego zdrowego ojca, co moze prawdopodobnie wyklucza¢ jego bezposredni
wplyw na rozw¢j wady rozszczepowej. Jednakze biorac po uwage niepetng penetracje
patogennych wariantéw, a takze znaczacg role biatek EFTUD2 w prawidtowym rozwoju
twarzy, mozna sugerowac udzial opisywanej substytucji aminokwasowej p.Thr319Met

w etiologii wady rozszczepowej u badanej pacjentki.
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Przypadki nr 21 oraz nr 24

W badaniach zrealizowanych w ramach niniejszej pracy zidentyfikowano
rowniez rzadki wariant genu COL9Al (rs760070670, ¢.1802G>T, p.Gly601Val)
u pacjenta z nsCLP (przyp. nr 24), a takze zmian¢ w genic COL11A1 (rs775587076,
p.GIn1398Pro, c.4193A>C) u pacjenta nsCL (przyp. nr 21). Oba warianty
sklasyfikowano przez odpowiednio 16 oraz 11 programéw do analiz in silico jako
warianty patogenne. Wyniki te pozwalajg przypuszczaé, ze wykryte substytucje moga
negatywnie wplywaé¢ na strukture i funkcje kodowanych biatek. Dodatkowym
argumentem $wiadczacym o ich potencjalnej patogennosci jest fakt, ze substytucje
te sg zlokalizowane w sekwencjach kodujacych wazne domeny bialkowe, ktore
zapewniajg stabilno$¢ kodowanych biatek.

Gen COL11A1 koduje jeden z dwoch tancuchéw al w kolagenie typu XI.
Jego ekspresje wykrywa si¢ juz na wczesnym etapie zarodkowym m.in w chrzastce
Meckela, ktora zanika na dalszym etapie rozwojowym. Chrzastka ta zapewnia wsparcie
mechaniczne dla rozwijajacej si¢ zuchwy umozliwiajac zageszczenie sie wokot niej
tkanki mezenchematycznej. Pozwala to w dalszym procesie na jej kostnienie i rozwoj
zuchwy. W badaniach funkcjonalnych na mysich modelach wykazano, ze patogenne
warianty w Colllal powoduja chondrodysplazje, ktorej efektem jest mikrognacja
oraz anomalie rozwojowe podniebienia, w tym jego rozszczep. Chorobotworcze warianty
COL11A1 zostaly takze zidentyfikowane u pacjentdow z zespotem Pierre'a Robina,
w ktorym jednym z charakterystycznych objawow jest CP, a w ciezkiej postaci moze
wystepowac takze CLP [139].

Patogenne warianty w genach COL11A1 oraz COL9AL s3 opisywane rowniez
jako jedna z przyczyn zespotu Sticlera, odpowiednio typu II (OMIM #604841,
dziedziczenie autosomalne dominujace) oraz IV (OMIM #614134, dziedziczenie
ztozone). Wspdlng cecha, charakterystyczng dla wszystkich sze$ciu typow zespotu
Sticklera jest ptaska twarz, ktora jest efektem zaburzen rozwoju ko$ci twarzoczaszki,
mikrognacja, zapadanie si¢ jezyka oraz CP [136], [242].

Przypadek pacjenta z nsCL, u ktorego zidentyfikowano potencjalnie patogenny
wariant c.4193A>C w genie COLL11A1 oraz pacjenta z nsCLP ze zmiang ¢.1802G>T
w COL9AL nie wpisuja si¢ w dotychczasowe ustalenia, ktore sugeruja raczej na zwigzek
tych gendéw z patogeneza rozszczepow samego podniebienia. Nalezy jednak wzia¢ pod

uwage fakt, ze zaburzenia funkcji genow COL11A1, COL9A1l powoduja takze inne
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deformacje twarzoczaszki, wigc nie mozna wykluczyé ich potencjalnego wplywu
na rozwdj opisywanych u pacjentoéw wad rozszczepowych.

Przypadek nr 22

Kolejny potencjalnie patogenny wariant genu CDH7 (rs1009126876, c.4477C>T,
p.Argl493Cys), wykryto u pacjentki z nsCL. Zmiana zostala oceniona przez
15 programéw bioinformatycznych jako wariant patogenny. U chorej zidentyfikowano
réwniez potencjalnie patogenny wariant w znanym genie kandydackim ARHGAP29
(rs140877322,  ¢.1043G>T).  Substytucja  p.Arg348Leu  zostala  oceniona
przez 9 programow uzytych do analizy in silico jako zmiana o patogennym,
»uszkadzajacym” wplywie na biatko, co pozwala przypuszczaé, ze ma ona takze
znaczacy wplyw na fenotyp pacjentki. By¢é moze ujawnienie si¢ u niej wady
rozszczepowej jest zwigzane z wystgpieniem dopiero dwodch patogennych wariantow,
zarobwno w genie CDH7, jak i ARHGAP29.

Nosicielstwo analizowanych zmian, udalo si¢ zweryfikowaé jedynie u ojca.
Pacjentka odziedziczyta od niego wariant ¢.1043G>T genu ARHGAP29. Z powodu braku
materialu genetycznego od matki pacjentki, nie okreslono charakteru dziedziczenia
zmiany zlokalizowanej w CDH7, co w przypadku zmiany de novo, wzmocnitoby

przypuszczenia o patogennosci zidentyfikowanego wariantu.

5.3  Analizy sekwencjonowania NGS w grupie pacjentéw z nsCP
5.3.1  Czynniki genetyczne w rozszczepie podniebienia

Liczne dane naukowe wskazuja na wazna rolg¢ czynnikdw genetycznych
w etiologii izolowanych rozszczepéw samego podniebienia. Swiadczy o tym choéby fakt,
ze ryzyko wystapienia nsCP u rodzenstwa pacjentow z ta anomalig jest zwigkszone
50 - 60 razy [243]. Jednakze przeprowadzone dotychczas dwie analizy GWAS [244],
[245] oraz meta - analiza [77] pozwolity zidentyfikowac tylko jedno chromosomowe
locus (1p36), ktore mialo istotny statystycznie zwigzek z ryzykiem nsCP. Najsilniejszy
sygnat w obrebie tego regionu chromosomalnego pochodzit z genu GRHL3 (OMIM *
608317). Wariant nukleotydowy GRHL3 (rs41268753), dla ktoérego wynik osiggnal
istotno$¢ statystyczng na poziomie genomowym (p = 4.08E%) to zmiana
niesynonimiczna, polegajaca na substytucji aminokwasowej p.Thr454Met w eksonie
11 tego genu [245]. GRHL3 koduje czynnik transkrypcyjnych z rodziny Grainyhead-like,

ktory stymuluje migracje komorek Srodbtonka podczas rozwoju embrionalnego
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podniebienia. Patogenne warianty genu GRHL3 sa roéwniez opisywane jako jedna
z przyczyn zespotu Van der Woud’a [246].

Od lat sugeruje sie, ze nsCL/P oraz nsCP majag odmienng patogeneze
oraz etiologi¢ genetyczng. Waznych dowodoéw potwierdzajacych te przypuszczenia
dostarczyly analizy Ludwig i wsp.[247], w ktorych wykazano, Zze z wyjatkiem
genu FOXEL1 (locus 9q22), zadne ze zidentyfikowanych 37 loci dla nsCL/P [1], [28], [63],
[65], [66], [179] nie wykazuje zwigzku z ryzykiem nsCP. Wyniki tych analiz potwierdzito
takze badanie populacyjne przeprowadzone przez Moreno-Uribe i wsp. [248].

Trudnosci jakie przysparza identyfikacja gendéw kandydackich oraz
chromosomowych loci ryzka dla nsCP mogag wynikac z faktu, ze w etiologii izolowanych
rozszczepow podniebienia wigksza role odgrywaja rzadkie warianty nukleotydowe, ktére
w analizach GWAS mogly by¢ pomijane. Moze §wiadczy¢ o tym fakt, Ze jedyny wariant
dla ktorego wyniki osiggnely istotnos¢ genomowa w analizie GWAS (wariant
rs41268753 genu GRHL3) wystepuje w populacji europejskiej stosunkowo rzadko, bo
Z czgstoscia ok. 3%. Przypuszcza si¢ rowniez, ze w etiologii tej postaci rozszczepdw
istotniejsza role odgrywaja czynniki $rodowiskowe w pordwnaniu do czynnikow
genetycznych [243], [249].

5.3.2  Wyniki sekwencjonowania NGS

W grupie 45 chorych z izolowanym rozszczepem podniebienia zidentyfikowano
14 potencjalnie patogennych wariantow, w tym 7 nowych oraz 7 rzadkich zmian.
Przeprowadzona analiza wzbogacenia (ang. enrichment analysis) dla grupy
12 gendéw, w ktorych zidentyfikowano powyzsze warianty wykazata, Ze najistotniej
,»hadreprezentowane” procesy biologiczne dotyczyty rozwoju narzadéw zmystu. Wynik
ten mozna ttumaczy¢ wspolnym pochodzeniem struktur twarzoczaszki oraz narzadow
zmystow. Istotnie nadreprezentowane byty takze procesy roznicowania komoérek oraz
osteogenezy. Sposrdd analizowanych funkcji molekularnych w grupie badanych genéw
najistotniejszy wynik dotyczyt biatka Frizzled, ktory jest jednym z gtéwnych receptorow
dla szlaku sygnalizacyjnego WNT/B-katenina. Wyniki prezentowane w niniejszej pracy
zdajg si¢ potwierdza¢ istotng rolg jaka pelnig ligandy i1 receptory szlaku WNT
w prawidtowym rozwoju twarzoczaszki.
Przypadek nr 26
Ciekawy wynik analizowanego panelu genowego przedstawia si¢ u pacjenta

z nsCP, u ktérego zidentyfikowano nowy potencjalnie patogenny wariant w genie IRF6
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(c.224A>G, p.Asp75Gly). Wszystkie programy zastosowane do analizy in silico okreslity
wplyw wariantu na produkt biatkowy genu IRF6 jako patogenny. Dane literaturowe
wskazujg, ze warianty zlokalizowane w sekwencji kodujacej genu [RF6, sa jedng
z glownych molekularnych przyczyn nsCL/P [34], [58], [62], [250], [251].Patogenne
warianty w genie /RF6 dziedziczone sg zwykle autosomalnie dominujaco. Oznacza to,
ze ryzyko wystapienia wady rozszczepowej u przyszlego potomstwa pacjenta wynosi
50%. Dotychczas nie wykazano istotnego zwigzku pomiedzy wariantami genu /RF6
a izolowanym rozszczepem podniebienia, dlatego otrzymane wyniki sekwencjonowania
wydaja si¢ by¢ szczeg6lnie interesujace. Wariantu nie zidentyfikowano u zdrowych
rodzicow, co jest silnym argumentem przemawiajacym za jego patogennym wpltywem
na rozwdj tej anomalii.

U pacjenta z opisywanym powyzej wariantem €.224A>G w genie IRF6 analiza
sekwencyjna wykazala takze obecno$¢ rzadkiej tranzycji ¢.443C>T zlokalizowanej
w eksonie 3 genu WNT10A (rs373695499,p.Alal48Val). Sposrod zastosowanych
programow bioinformatycznych uzytych do oceny in silico 15 okreslito ja jako
patogenna.

W mysim modelu wykazano, ze geny z rodziny Wnt ulegaja silnej ekspresji
podczas rozwoju embrionalnego w migrujacych komorkach ¢cNCC, a takze w tkance
ektodermalnej oraz mezenchymalnej, z ktorej formuja si¢ wyrostki twarzowe. Wszelkie
zaburzenia w szlaku sygnalowym Wnt prowadza u nich do licznych anomalii
rozwojowych twarzoczaszki [252], [253]. Liczne badania, w tym badania asocjacyjne
przeprowadzone w populacji polskiej, wskazuja ze warianty nukleotydowe genow
z rodziny WNT sa czynnikami zwigkszajacymi ryzyko izolowanych wad
rozszczepowych. [196], [206], [254]-[257].

W fenotypie opisywanego pacjenta obserwuje si¢ rdéwniez wrodzony
brak zawigzka zeba stalego. Co ciekawe, czeste 1 rzadkie warianty nukleotydowe
WNT10A opisywane sg rowniez jako przyczyna lub tez czynnik zwiekszajacy ryzyko
izolowanej agenezji zebow statych. [38], [258], [259]. Nalezy zatem przypuszczac,
ze wariant ten, obok potencjalnej roli w patogenezie rozszczepu, moze by¢ bezposrednig
przyczyng wystepowania hipodoncja u pacjenta.

Przypadek nr 27

U jednej z pacjentek z izolowanym rozszczepem podniebienia zidentyfikowano

nowy wariant genu NHS. Wykryta zmiana polega na transwersji ¢.568G>C, ktora
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prowadzi do substytucji waliny na leucyng w pozycji 190 kodowanego biatka
(p.Val190Leu).

Gen NHS podczas rozwoju embrionalnego ulega silnej ekspresji szczeg6lnie
w tkance mezenchymalnej znajdujacej si¢ w rejonach tworzacej si¢ twarzoczaszki
oraz w zawigzkach zebowych. Podczas translacji powstaja co najmniej 4 izoformy biatka
NHS, roznigce si¢ lokalizacja komorkowa. Glowny transkrypt genu (NHS-A) koduje
biatko sktadajace si¢ z 1630 aminokwasow, ktére znajduje si¢ na powierzchni btony
komorek nablonkowych. Pozostate izoformy sg zlokalizowane w cytoplazmie i ulegajg
ekspresji w komorkach nienablonkowych. Funkcja biatka NHS nie zostala jeszcze
doktadnie poznana. Wiadomo jednak, ze jego struktura zawiera funkcjonalng domene
homologiczng do kompleksu WAVE (ang. verprolin-homologous protein),
ktoéry odgrywa wazng rolg w regulacji przebudowy filamentéw aktynowych. Produkt
ekspresji genu NHS prawdopodobnie wchodzi w interakcj¢ z biatkiem ZO-1
(ang. zonula occludens), ktore nalezy do biatek zamykajacych odpowiedzialnych za tzw.
potaczenia $ciste w komorkach nabtonkowych (ang. tight junction). Ten rodzaj potaczen
migdzykomérkowych zapewnia S$ciste przyleganie do siebie komorek, utrzymujac
W ten sposob stabilng strukture tkanki, a takze umozliwiajac komunikacje¢ 1 koordynacje
procesow metabolicznych migdzy komorkami [260].

Patogenne warianty nukleotydowe zlokalizowane w genie NHS sa opisywane
jako przyczyna zespotu Nance’a — Horana (OMIM #302350). Jest to choroba sprz¢zona
z chromosomem X dziedziczona w sposob dominujacy. Wedtug bazy danych HGMD

(http://www.hgmd.cf.ac.uk) =zidentyfikowano dotychczas okoto 40 patogennych
wariantow w genie NHS, ktére sa przyczyna tego rzadkiego zaburzenia. Wigkszos$¢
opisywanych zmian to warianty typu nonsense lub mate delecje. Wedlug danych
literaturowych, do tej pory zidentyfikowano kilkadziesiat rodzin z zespotem Nance'a-
Horana pochodzacych glownie z populacji kaukaskiej [261]. Kobiety bedace
nosicielkami patogennego wariantu genu NHS manifestujg znacznie lzejsze objawy.
Najczgsciej wystepuja u nich tagodne zaburzenia gatki ocznej, zmetnienie soczewki
oka, a takze nieznaczna dysmorfia twarzy. U mezczyzn zespdl ten przebiega
z charakterystycznymi malformacjami twarzoczaszki, zaburzeniami w strukturze
i liczbie zgbow, zaburzeniami rozwoju konczyn oraz anomaliami gatki ocznej, do ktorych
naleza matoocze, zaburzenia w rozwoju rogdéwki czy tez wrodzona za¢ma. Czgsto

obserwowanym objawem jest takze lekka lub umiarkowana niepetnosprawnos¢
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intelektualna. U pacjentéw z zespotem Nance'a - Horana obok opisywanych wad
rozwojowych twarzoczaszki wystepuje takze rozszczep podniebienia [261 — 263],
co pozwala przypuszczac, ze zaburzenie produktu biatkowego genu NHS moze rowniez
odgrywac role w patomechanizmie powstawania izolowanego rozszczepu u pacjentki.

Wykryty w przedstawianych badaniach wariant genu NHS (c.568G>C,
p.Vall90Leu) jest zlokalizowany w miejscu splicingowym, co sugeruje, ze moze
on w istotny sposoéb wplywaé¢ na proces skladania transkryptu genu NHS. Ponadto
4 programy bioinformatyczne zastosowane do analiz in silico ocenity wplyw wariantu
na funkcje biatka jako ,,chorobotworczy”, ,,uszkadzajacy” Zmiany nie zidentyfikowano
do tej pory w zadnej bazie danych. Wariant ¢.568G>C genu NHS powstat de novo,
co dodatkowo wzmacnia przypuszczenia o jego patogennym charakterze.

Przypadek nr 28

Ciekawie przedstawia si¢ przypadek pacjentki z nsCP, ktora jest nosicielka
substytucji nukleotydowych w genach IRF6 oraz NIPBL.

Wykryta u niej zmiana w IRF6 jest to wariant splicingowy (rs200808685,
€.1060G>A, p.Asp354Asn) o wysokiej wartosci wspotczynnika adaptive boosting score
(ada =0,9998), ktory wskazuje na silny wplyw tej zmiany na proces sktadnia transkryptu.
Wykryta transwersja c.1060G>A zostata juz wczesniej zidentyfikowana przez zespo6t
Jehee i wsp. w grupie pacjentéw z nsCL/P [264], a takze w pojedynczych przypadkach
zespolu van der Wouda oraz pletwistosci podkolanowej. [250], [265]. Programy
bioinformatyczne pozwalajace oceni¢ in silico wptyw badanej substytucji p.Asp354Asn
na produkt biatkowy genu potwierdzily jej patogenny charakter.

Druga zidentyfikowang zmiang u tej samej pacjentki, byl nowy nieraportowany
dotychczas w Zadnej dostgpnej bazie danych wariant w genie NIPBL
(c.2688A>C, p.Lys896Asn). Gen NIPBL w okresie embrionalnym ulega silnej ekspresji
w rozwijajacych si¢ kosciach oraz tkankach w rejonie twarzoczaszki. Wariant ¢.2688A>C
wedtug 7 zastosowanych programow bioinformatycznych zostat oceniony jako zmiana
patogenna, co pozwala przypuszczac¢, ze ma ona negatywny wplywu na kodowane biatko.
Dodatkowym argumentem sugerujacym, ze wykryta transwersja genu NIPBL moze mie¢
potencjalny wplyw na manifestacj¢ fenotypu pacjenta sa dane z bazy VarSome
oraz ClinVar, w ktorych zdeponowano informacje o 399 patogennych wariantach genu
NIPBL. Warianty te opisywane sa przede wszystkim jako przyczyna zespotu

Cornelii de Lange typu 1 (OMIM #122470) o autosomalnie dominujagcym modelu
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dziedziczenia. Choroba ta nalezy do zespotow wad rozwojowych, w ktérych rozszczep
podniebienia jest jednym z objawow towarzyszacych [266].

Na podstawie powyzszych danych mozna przypuszczaé, ze zidentyfikowana
zmiana ¢.2688A>C w NIBL wraz z transwersjg ¢.1060G>A w IRF6 mogg by¢ jednymi
z molekularnych przyczyn wady rozszczepowej u pacjenta.

Przypadek nr 29

Interesujacg zmiang jest takze nowy wariant ¢.3605A>G (p.Tyr1202Cys) genu
FLNB. Gen ten koduje biatko o nazwie filamina typu B, ktére jest waznym elementem
strukturalnym 1 funkcjonalnym cytoszkieletu komorki. Filmina typu B ulega ekspresji
m.in. w chondrocytach, regulujac proces ich réznicowania oraz prawdopodobnie reguluje
proces kostnienia chrzastki w okresie prenatalnym. Wedlug bazy VarSome
zidentyfikowano dotychczas 95 patogennych wariantow genu FLNB 0 poznanym
znaczeniu klinicznym, ktore powoduja m.in. zespotu Larsena (OMIM #150250).
o autosomalnie dominujacym sposobie dziedziczenia, w ktorym jedna z czesto
towarzyszacych anomalii jest rozszczep podniebienia [267].

Opisywany wariant ¢.3605A>G nukleotydowy zlokalizowany jest w sekwencji
kodujacej repetetywne regiony funkcjonalnej domeny biatkowej, ktora odpowiada
za interakcje z innymi biatkami. Pozwala to przypuszczaé, ze substytucja p.Tyr1202Cys
zlokalizowana w tym regionie, nie pozostaje bez wplywu na prawidlowe funkcjonowanie
kodowanego biatka. Potwierdzaja to wyniki analiz in silico uzyskane dzigki
wykorzystaniu narzedzi bioinformatycznych. Sposréd 17 zastosowanych do celu
programéw, 16 ocenito zmiang jako patogenng.

Przypadek nr 30

Na uwage zasluguje rowniez pacjent z nsCP, u ktorego zidentyfikowano
2 potencjalnie patogenne warianty. Pierwszy z nich to nowa, nieopisana w zadnej
dostgpnej bazie danych tranzycja c.1997A>G (p.Tyr666Cys) zlokalizowana w genie
NOTCH2. Druga zidentyfikowanag u pacjenta zmiang jest wariant c.1075C>T
(rs755547723, p.Arg359*) w genie FGFR3.

NOTCH2 nalezy do rodziny gendéw kodujacych receptory, dla ktorych istnieje pie¢
ligandow (JAG 1,2 1 Delta 1, 2, 3). Receptory NOTCH sg zlokalizowane na powierzchni
btony komorkowej petnigc rolg w przekazywaniu sygnatu miedzy komoérkami. Bialka te
maja wiele wysoce konserwatywnych ewolucyjnie domen, w tym m.in. domeng

zewnatrzkomoérkowa Notch (NECD - ang. Notch extracellular domain) z repetetywnym
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motywem podobnym do EGF (ang. EGF - like ) [268], ktory jest miejscem wigzania
ligandéw. To wlasnie w sekwencji kodujacej ten motyw jest zlokalizowany nowy
opisywany wariant ¢.1997A>G. Mozna zatem przypuszczaé, ze ma on potencjalnie
patogenny wptyw na funkcje kodowanego biatka, co potwierdzito 15 programow
stosowanych do analizy in silico.

Zaburzona sygnalizacja NOTCH jest przyczyna zespotow wad wrodzonych,
w ktorych wystepuja liczne anomalie twarzoczaszki, sugerujac jego istotny wplyw
na prawidlowy rozwoj struktur twarzowych. Wykazano, ze szlak sygnalizacyjny NOTCH
odgrywa istotng rol¢ zarbwno w chondro-, osteoklasto-, jak i osteoblastogenezie [268].

Z patogennymi wariantami genu NOTCH2 zwigzany jest dziedziczony
autosomalnie dominujgco zesp6t Hajdu-Cheneya (OMIM #102500). Charakteryzuje
si¢ on dysplazja kostng, anomaliami twarzowo — czaszkowymi, w tym rowniez
nieprawidlowosciami w rozwoju podniebienia (gotyckie podniebienie) [269]. Patogenne
warianty zlokalizowane w genie NOTCH2 sa rowniez przyczyng zespotu Alagille' a typu
2 (OMIM #610205) o autosomalnie dominujagcym sposobie dziedziczenia. W tym zespole
zaburzen, oprocz wad serca i watroby, obserwuje si¢ charakterystyczny wyglad twarzy,
w tym wydatne czoto, glgboko osadzone oczy oraz malg i szpiczasta brode. Czestosé
wystepowania zespotu Alagille'a wynosi 1 na 700 000 zywych urodzen. Jego gtdowna
przyczyng sa patogenne warianty genu JAG1, ktorego produkt biatkowy jest jednym
z regulatorow szlaku NOTCH, w tym gtéwnym ligandem dla NOTCH2. Dlatego mozna
przypuszczaé, ze zaburzenia w strukturze receptora NOTCH2 moga mie¢ istotny wplyw
na transdukcje sygnatu w opisywanym szlaku sygnalizacyjnym [268], [270], [271].

W badania wykorzystujacych modele mysie wykazano ponadto epistatyczne
interakcje pomigdzy genem Jaggedl (JAG1) a genem Twistl [272], [273]. Gen TWIST1
jest rowniez sugerowanym czynnikiem regulujagcym prawidlowy rozwdj twarzoczaszki.
Patogenne warianty genu TWIST1 s3 opisywane jako przyczyna zespotlu
Saethre-Chotzena (OMIM #101400), w ktorym oprocz wielu wad rozwojowych
twarzoczaszki moze wystapi¢ rowniez rozszczep podniebienia [274]. Co ciekawe,
wykazano silng koekspresj¢ genu Twistl z genem Irf6é podczas rozwoju twarzoczaszki
u myszy, a pojedynczy knock-out genowy Irf6/Twistl powodowat u nich liczne anomalie,
w tym rozszczep podniebienia. [173].

W badaniach funkcjonalnych na modelu ryby Danio wykazano, ze szlak

sygnatowy Notch moze uczestniczy¢ w rozwoju twarzoczaszki rowniez poprzez jego
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rolg/funkcje w regulacji ekspresji genow z rodziny Fgf [268], [275]. Ligandy oraz
receptory szlaku sygnalizujacego FGF odgrywaja niezwykle istotng role w patogenezie
wad rozwojowych twarzoczaszki. Dlatego szczegoélnie interesujgca wydaje si¢ by¢ druga
zidentyfikowana u pacjenta zmiana zlokalizowana w genie kodujgcym jeden z gtownych
receptoréOw tego szlaku. Potencjalnie patogenny wariant ¢.1075C>T (rs755547723,
p.Arg359*) wykryto u niego w genie FGFRS3.

W badaniach funkcjonalnych przeprowadzonych na mysich modelach wykazano,
ze produkt ekspresji genu Fgfr3 jest negatywnym regulatorem S$ciezki sygnatowej
uczestniczacej w osteogenezie, a takze reguluje ekspresje genu Ihh (ang. Indian
Hedgehog kodujacy biatko z rodziny Hegehog) oraz Bmp4 (koduje biatko
morfogenetyczne kosci 4, nalezace do rodziny TGF-B) w chondrocytach. Wykazano,
ze stanowi to glowny patomechanizm odpowiedzialny za rozwoj achondroplazji (OMIM
#100800) u pacjentdow z patogennymi wariantami w genie FGFR3. Achondroplazja
charakteryzuje si¢ autosomalnie dominujagcym sposobem dziedziczenia. Glownym
objawem tej choroby jest kartowatos$¢, ale takze znaczna dysmorfia twarzoczaszki [276].

Kolejnym zaburzeniem zwigzanym z patogennymi wariantami w genie FGFR3
jest zespot Crouzona z rogowaceniem ciemnym (OMIM #612247) przebiegajacym
ze znacznymi deformacjami w obrebie twarzowej czgéci czaszki, w tym réwniez
rozszczepem podniebienia [277], [278].

Prezentowana w niniejszej pracy  tranzycja ¢.1075C>T genu FGFR3
ma prawdopodobnie negatywny wplyw na struktur¢ kodowanego biatka. Wariant
ten prowadzi powstania kodonu stop (p.Arg359%*) i przedwczesnej terminacje translacji.
Jego patogenny charakter potwierdzily wyniki uzyskane przez 4 programy
bioinformatyczne, ktorych uzyto do analizy in silico. Opisywana substytucja
nukleotydowa c¢.1075C>T =zlokalizowana jest w sekwencji kodujacej funkcjonalng
domeng immunoglobulinopodobng C2 typu 3 (ang. Ig-like C2-type 3). Region
ten odpowiada za interakcje bialko - biatko oraz biatko — ligand. Dlatego tez mozna
przypuszczaé, ze opisywany wariant ma prawdopodobnie znaczacy wpltyw na funkcje
kodowanego receptora.

Sugeruje to, ze zaréwno wariant genu NOTCH2 (c.1997A>G) jak i FGFR3

(c.1075C>T) mogg mie¢ wplyw na obserwowany fenotyp u pacjenta.
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Przypadek nr 31

Wariantem o niepewnym patogennym znaczeniu, ktory moze mieé
prawdopodobny wplyw na rozwdj wady rozszczepowej to nowa zmiana ¢.749C>G
(p.Ala250Gly) w genie DHODH, kodujacego dehydrogenazg¢ dihydroorotanu. Enzym ten
zlokalizowany jest na powierzchni wewnetrznej blony mitochondrialnej. Katalizuje
utlenianie dihydroorotanu do kwasu orotanowego, ktory jest niezbednym substratem
do biosynytezy pirymidyn, bedacych budulcem DNA, RNA, a takze czasteczek
przenoszacy energie w komorce (ATP, GTP).

Dane literaturowe wskazuja, ze patogenne warianty zlokalizowane w genie
DHODH sg przyczyng m.in. zespolu Millera, nazywanego tez zespolem
Genee - Widemanna (OMIM #263750), ktory jest chorobg o autosomalnie recesywnym
modelu dziedziczenia. Zespot charakteryzuje si¢ mikrognacja, hipoplazja lub dysplazja
konczyn, coloboma (rozszczepem) powieki oraz politelia (dodatkowy sutek),
a takze rozszczepem wargi lub podniebienia [279]. Biorac pod uwage, ze opisywana
substytucja aminokwasowa p.Ala250Gly zostala oceniona przez 13 programow
bioinformatycznych jako zmiana patogenna, mozna przypuszcza¢ ze ma ona negatywny
wptyw na prawidlowe funkcjonowanie produktu ekspresji genu DHODH.

Przypadek nr 32

Wykryty nowy wariant ¢.35A>T (p.GInl2Leu) genu SPRY2 wydaje si¢ byc
réwnie interesujacy. Gen ten koduje biatko sygnalowe Sprouty 2, ktore petni rolg ligandu
dla receptora kinazy tyrozynowej, uczestniczac w ten sposdb w regulacji procesu
roznicowania ektodermy. Bialko Spry?2 jest takze antagonistg szlaku sygnatowego FGF,
niezbgdnego do prawidtowego rozwoju podniebienia w czasie embriogenezy, a u myszy
pozbawionych funkcjonalnej formy genu (Spry2”") obserwuje si¢ jego rozszczep [280].
Przeprowadzona meta-analiza wykorzystujaca wyniki uzyskane z kilku badan GWAS
wykazata, ze zlokalizowane w regionie chromosomalnym 13q31 czgste warianty
nukleotydowe, moga zwigkszaé ryzyko wystgpienia izolowanych wad rozszczepowych,
a znajdujacy w tym locus gen SPRY2, zostal uznany za jeden z najwazniejszych
w tej lokalizacji [28]. Ponadto przeprowadzone przez Vieira i wsp. analizy
sekwencjonowania pozwolity na identyfikacje rzadkich patogennych wariantow
nukleotydowych genu SPRY2 w grupie pacjentow z izolowanymi wadami
rozszczepowymi, potwierdzajac tym samym, ze gen SPRY2 moze odgrywac istotng role

w etiologii tej anomalii rozwojowej [215].
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Zidentyfikowany w ramach niniejszej pracy nowy wariant c.35A>T genu SPRY2
prowadzi do substytucji konserwatywnego w tej pozycji kwasu glutaminowego
na leucyne (p.GInl2Leu), co z pewnoscig nie pozostaje bez wpltywu na prawidlowag
aktywnos$¢ kodowanego biatka. Patogenny charakter wariantu potwierdzily 3 programy
bioinformatyczne zastosowane do analizy in silico. Z powodu braku materiatu
genetycznego od zdrowych rodzicéw, nie udato si¢ ustali¢ statusu dziedziczenia.
Nie mozna zatem stwierdzi¢ czy jest to zmiana de NOVo, co wzmocnitoby przypuszczenia
o jego mozliwej roli w etiopatogenezie wady rozszczepowej u analizowanej pacjentki.

Przypadek nr 33

Potwierdzeniem istotnej roli jaka petnig biatka sygnatowe szlaku WNT w etiologii
wad rozszczepowych jest identyfikacja potencjalnie patogennego wariantu genu WNT5B
u jednego z pacjentdow z izolowang postacig rozszczepu podniebienia. Wykryta tranzycja
€.716G>T genu WNT5B (rs529807731, p.Arg239Leu) nie zostata zarejestrowana w bazie
ClinVar, ale jej patogenny wplyw na biatko potwierdzilo 15 programow uzytych
do analiz in silico. W modelach zwierzgcych wykazano istotng rolg jaka petnig produkty
ekspresji genow Wnt5a oraz Wnt5b w roznicowaniu chondorocytéw [281]. Zespot Kim
1 wsp. wykazal epistatyczne interakcje pomigdzy wariantami nukleotydowymi
zlokalizowanymi w genie WNT5B a wariantami genu MAFB i regionu 8g24.21.
Sugerujac, ze warianty tego genu mogg by¢ czynnikiem bioragcym udziat
w etiopatogenezie wad rozszczepowych [282].

Przypadek 34

Glownymi receptorami dla kanonicznej $ciezki WNT zaleznej od p-kateniny
jest transbtonowy receptor Frizzled (Fzd) oraz receptor lipoproteinowy kodowany przez
gen LRP6, ktorego zaburzenia sg wigzane z ryzykiem wad rozszczepowych [128], [284].
Patogenne warianty w genie LRP6 sg opisywane takze w kontek$cie wrodzonych wad
cewy nerwowej [283] oraz jako jedna z mozliwych przyczyn agenezji zgboéw statych
[284]. Zesp6t Basha i wsp. zidentyfikowal patogenny wariant genu LRP6
w rodzinie obcigzonej izolowanym rozszczepem wargi i podniebienia. W opisywanym
przez nich przypadku zaréwno pacjentka oraz jej corka z nsCLP byly nosicielkami tego
samego patogennego wariantu typu nonsense (NM_002336.2: ¢.3373C>T, p.Argl125%*).
Heterozygotyczny wariant odziedziczyl réwniez zdrowy syn probantki, co potwierdza

ztozong etiopatogeneze izolowanych wad strukturalnych twarzoczaszki [128].
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Potencjalnie patogenny wariant genu LRP6 u pacjentki z nsCP zidentyfikowany
w ramach niniejszej pracy polega na transwersji c.481C>A (rs769446193, p.Pro161Thr).
Wedlug bazy GnomAD czgsto§¢ wystepowania tego wariantu wynosi 0,00000398.
Transwersja c.481C>A jest zlokalizowana w eksonie 3 genu w sekwencji kodujacej jedng
ze struktur tzw. $migta B (ang. beta - propeller), ktorego funkcja jest regulacja tworzenia
oddziatywan miedzy biatkami. Dlatego mozna przypuszczaé, ze substytucja
aminokwasowa p.Prol61Thr w tej lokalizacji ma prawdopodobnie negatywny wpltyw
na funkcje kodowanego biatka. Potwierdzilty to wyniki analiz in silico,
ktére przeprowadzono z zastosowaniem dedykowanych do tego narzedzi
bioinformatycznych. Wszystkie uzyte do tego celu programy sklasyfikowaty opisywany
wariant jako ,.chorobotworczy”, ,uszkadzajacy”. Jego patogenny charakter moze
podwazac nosicielstwo wariantu c.481C>A u zdrowej matki pacjentki. Jednakze biorac
pod uwage niepelng penetracje wczesniej raportowanych patogennych wariantow genu
LRP6, mozna z duzym prawdopodobienstwem zatozy¢, ze zmiana ta ma wplyw
na fenotyp pacjentki.

Przypadek nr 35

Wyniki analiz genetycznych pacjenta z nsCP, u ktorego zidentyfikowano
2 rzadkie warianty w genie IRF6 oraz WNT10B przedstawiaja si¢ rownie intersujgco.

W przypadku genu IRF6 u pacjenta wykryto ten sam wariant, ktory zostat
zidentyfikowany u dziewczynki z nsCP opisany wczesniej — wariant ¢.1060G>A
(rs200808685, p.Asp354Asn ). Czesto$¢ wystepowania opisywanej tranzycji ¢.1060G>A
w eksonach i genomach referencyjnych w bazie gnomAD wynosi odpowiednio 0,000227
oraz 0,000195, dlatego identyfikacja zmiany u niespokrewnionego pacjenta dotknigtego
ta sama wada stanowi wazny argument przemawiajacy za patogennoscia
zidentyfikowanego wariantu. Mozna zatem przypuszczaé, ze wykryta substytucja
p.Asp354Asn w genie IRF6 stanowi wazny genetyczny czynnik w rozwoju wady
u pacjenta.

Druga zidentyfikowang u pacjenta zmiang byla tranzycja ¢.832C>T w genie
WNT10B (rs200116103, p.Arg278Trp). Wariant ten zostat oceniony przez 16 programow
do analiz in silico jako patogenny. Wielokrotnie wykazywano istotny zwigzek pomigdzy
wariantami nukleotydowych zlokalizowanymi w genach z rodziny WNT a zwigkszonym
ryzykiem rozwoju wad rozszczepowych [254], [256], [285], [286]. Pozwala

to przypuszczaé, ze manifestacja obserwowanego u pacjenta fenotypu zwigzana jest
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z obecno$cig wariantu zaréwno ¢.1060G>A w genie IRF6 jak i ¢.832C>T w genie
WNT10B.

5.4 Podsumowanie

Stworzony wielogenowy panel dla izolowanych wad rozwojowych
twarzoczaszki, oparty o technik¢ NGS umozliwit identyfikacje potencjalnie patogennych
wariantow nukleotydowych u 24% analizowanych pacjentow. Sposrod analizowanych
potencjalnie patogennych zmian 51% stanowily nowe, nieopisane dotad
w pi$miennictwie naukowym warianty.

Najlepszym  sposobem  weryfikacji  patogennosci nowych  zmian
jest przeprowadzenie badan funkcjonalnych na modelach mysich lub coraz cze¢$ciej
uzywanej w modelach rozszczepow ryby danio (Danio rerio). Ponadto bardzo przydatne
W ocenie rzeczywistego wpltywu zmiany na etiologi¢ badanej anomalii rozwojowej,
bytoby potwierdzenie segregacji wariantu z fenotypem w rodzinie. Oczywiscie
rowniez istotna bylaby weryfikacja tej samej zmiany u niespokrewnionych pacjentow,
manifestujacych ten sam fenotyp. Jednak biorac pod uwage bardzo niska czestosé
wystepowania  zidentyfikowanych  zmian oraz ich ,prywatny” charakter,
prawdopodobienstwo znalezienia tych samych wariantéw u innych pacjentow jest bardzo
niewielkie.

U pozostalych 114 pacjentow, dla ktorych wykonano analizy genetyczne,
nie udato si¢ zidentyfikowa¢ wariantow nukleotydowych mogacych odgrywac istotng
role w etiologii wady rozszczepowej. Nie mozna jednak wykluczy¢ u nich obecnosci
patogennych wariantow ze wzgledu na to, ze zmiany te moga by¢ zlokalizowane
w regionach kodujacych, nieobjetych analiza NGS lub tez w sekwencjach niekodujacych.
Dlatego nalezatloby przeprowadzi¢ u nich sekwencjonowanie catoeksomowe
(WES, ang. Whole Exome Sequencing) badz sekwencjonowanie calego genomu
(WGS, ang. Whole Genome Sequencing). Brak patogennych wariantow w tej grupie
pacjentow wynikaja réwniez z ograniczen metody NGS. Potencjalnie chorobotworcze
zmiany mogg by¢ zlokalizowane w regionach genow, gdzie nie uzyskano optymalnego
poziomu pokrycia lub tez w regionach o ograniczonej czutosci metody.

Wigkszos$¢ zidentyfikowanych w niniejszej pracy zmian jest zlokalizowana
w genach zwigzanych z syndromicznymi formami wad rozszczepowych twarzoczaszki.
Wyniki  przeprowadzonych analiz potwierdzaja m.in. doniesienia zespotu

Basha 1 wsp., wykazujace, ze pacjenci z izolowanym rozszczepem s3 cz¢sto nosicielami
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wariantu w genie zwigzanym z zespolem wad rozwojowych, w ktérych rozszczep
jest jedng z anomalii towarzyszacych. Zespot ten wysunat hipoteze, jakoby identyfikacja
rzadkich wariantow nukleotydowych w sekwencjach kodujacych jak i niekodujacych
genow zwigzanych z chorobami jednogenowymi moze pomdc wyjasnia¢ zjawisko
brakujacej odziedziczalnosci (ang. missing heritability), ktére jest obserwowane
w przypadka izolowanych wad rozszczepowych [128].

Identyfikacja zwtaszcza nowych, nieopisanych dotychczas zmian genetycznych
jest szczegdlnie istotna dla poglebienia stanu wiedzy z zakresu molekularnego podtoza
izolowanych wad twarzoczaszki oraz zrozumienia nowych patomechanizméow
odgrywajacych istotng rol¢ si¢ w rozwoju tych anomalii.

Uzyskane wyniki zdaja si¢ potwierdza¢ stuszno$¢ opracowywania
wielogenowych paneli opartych na technikach sekwencjonowania nastgpnej generacji.
Wskazuja, ze jest to wiarygodne narzedzie diagnostyczne, generujace mniej kosztow od
sekwencjonowania catego eksomu.

Analizy wielogenowych paneli oparte na technice NGS moga przyczynié
si¢ do opracowania schematu postepowania diagnostycznego dla nsCL/P oraz nsCP,
a tym samym do rozwoju poradnictwa genetycznego tych niezwykle ztozonych i zarazem

najczesciej wystepujacych anomalii rozwojowych.
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6. Whnioski

1. W prezentowanej pracy potwierdzono, ze patogenne warianty zlokalizowane
w genach ARHGAP29, ESRP2, FGFR3, FGF4, PLEKHA5, SHH, SKI, TOX3
oraz TRPS1 sa istotnym czynnikiem etiologicznym, przyczyniajagcym si¢
do powstawania izolowanych wad rozszczepowych.

2. Potwierdzono, ze patogenne warianty genu IFR6 sa jedng z najistotniejszych
molekularnych przyczyn zarowno nsCL/P jak i nsCP.

3. Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja, ze geny ADK, BMPR1A, COL8AL,
COL9A1, COL11A1, COL17A1, CHD7, EDAR, EFTUDZ2, FGD1, KMT2D, LRP2,
MAML1 sg nowymi genami kandydackimi dla nsCL/P; warianty nukleotydowe
tych gendw moga by¢ przyczyna lub tez moga zwigkszac ryzyko tej anomalii
rozZwojowe;j.

4. Geny FGFR3, FLNB, LRP6, NHS, NIPBL, NOTCH2, SPRY?2 oraz geny z rodziny
WNT (WNT5B, WNT10A,WNT10B) sa nowymi genami kandydackimi dla nsCP;
warianty nukleotydowe zlokalizowane w tych genach mogg odgrywac istotna role
w etiopatogenezie rozszczepu podniebienia.

5. W przypadku pacjentow, u ktorych nie zidentyfikowano potencjalnie
patogennych wariantow badanych gendéw, nie mozna wykluczy¢ udziatu czynnika
genetycznego w etiologii ich wady rozszczepowej; warianty te moga
by¢ zlokalizowane w rejonach nieobjetych analizg tj. w sekwencjach
eksomowych spoza zaprojektowanego panelu oraz w sekwencjach
niekodujacych, a takze w regionach o ograniczonej czuto$ci metody.

6. Dziedziczenie patogennych zmian od zdrowych rodzicéw, §wiadczy o ztozonej
etiopatogenezie izolowanych rozszczepow twarzowej czesci czaszki, w ktorej
wazng role odgrywaja zar6wno czynniki genetyczne, jak rdéwniez czynniki
srodowiskowe oraz ich wzajemne ztoZone interakcje.

7. Geny, ktorych patogenne warianty s3 przyczyng zespolowych postaci
rozszczepoOw  twarzoczaszki moga by¢ genami kandydackimi takze
dla izolowanych postaci tej wady rozwojowej.

8. Analiza panelu genowego oparta na technice sekwencjonowania NGS jest
skutecznym 1 wiarygodnym narzedziem diagnostycznym, umozliwiajagcym
identyfikacje wariantéw nukleotydowych odgrywajacych role w etiologii
izolowanej wady rozszczepowej.
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7. Streszczenie

Wady rozwojowe twarzoczaszki, w tym rozszczepy wargi i/lub podniebienia
powstaja w wyniku nieprawidlowego rozwoju pierwszego i drugiego tuku gardtowego
(dawniej nazywanymi tukami skrzelowymi) w 5 tygodniu zycia ptodowego. Rozszczepy
wargi potaczone lub nie z rozszczepem podniebienia CL/P (ang. Cleft Lip with of without
Cleft Palate) oraz rozszczepy samego podniebienia CP (ang. Cleft Palate) to jedne
z najczestszych wad strukturalnych twarzowej czgsci czaszki. Szacuje sie¢, ze czestosc
wystepowania wszystkich form rozszczepéw na $wiecie wynosi 1 na 700 zywych
urodzen. W Polsce z t3 wada rozwojowa rodzi si¢ 1 na okoto 1000 zywo urodzonych
noworodkow. Dane wskazuja, ze 70% wszystkich CL/P 1 50% wszystkich CP
to przypadki klasyfikowane jako formy izolowane.

Wiedza na temat molekularnego podloza izolowanych rozszczepow
obejmujacych twarzowa czgs¢ czaszki, wcigz nie jest w pelni poznana. Przyczyng
jest wieloczynnikowa etiologia, w ktorej biora udziatl zaréwno czynniki genetyczne
jak 1 srodowiskowe, w tym zalezna od populacji heterogenno$¢ pod wzgledem genoéw
kandydackich oraz ich wariantow nukleotydowych (ang. locus and allelic heterogenity),
a takze udzial epistatycznych interakcji miedzy genami oraz oddzialywan gen-
srodowisko.

Znaczacy wplyw na identyfikacje czynnikow genetycznych zwigzanych
z etiopatogeneza izolowanych rozszczepow mialy badania asocjacyjne w skali calego
genomu, wykorzystujace technologi¢ mikromacierzowa GWAS (ang. Genome-Wide
Association Study). Pozwolity one na identyfikacj¢ czestych wariantow nukleotydowych,
mogacych zwigksza¢ ryzyko wystapienia izolowanego rozszczepu. Jednak wykryte
warianty s3 zlokalizowane gltéwnie w sekwencjach niekodujacych, a ich zwigzek
z fenotypem wady rozszczepowej moze wynikaé ze sprz¢zenia z prawdziwym, jeszcze
niezidentyfikowanym wariantem patogennym. Dlatego zaczeto sugerowac, ze rzadkie,
patogenne warianty nukleotydowe zlokalizowane w sekwencjach kodujacych gendw,
a wigc majacych bezposredni wptyw na kodowane biatko, moga leze¢ u molekularnego
podloza tych anomalii rozwojowych. Dynamiczny rozw¢j wysokoprzepustowych technik
sekwencjonowania, daje mozliwos$¢ identytikacji tego rodzaju zmian.

Dlatego tez gldéwnym zaloZeniem prezentowanej pracy byla identyfikacja
rzadkich oraz nowych, nieopisanych dotad wariantow nukleotydowych , ktére moga by¢
przyczyng lub tez zwigksza¢ ryzyko izolowanych wad rozszczepowych. W tym celu
zaprojektowano panel wad rozwojowych twarzy, obejmujacy petna eksomowa sekwencje
424 gendéw 1 61 wariantow nukleotydowych o catkowitej wielkosci 1614841 pz = 1,6

Mpz. Do analizy sekwencji kodujacej genéw wiaczonych do panelu wykorzystano
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metod¢ wysokoprzepustowego sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS - ang. Next
Generation Sequencing). Zaprojektowany panel obejmowatl geny, dla ktoérych zwigzek
z izolowanymi postaciami rozszczepu zostat juz udokumentowany oraz takie, ktore nie
byly dotychczas analizowane w kontekscie tych anomalii rozwojowych. Analiza
genetyczna objeta w sumie 150 pacjentow, w tym 105 z nsCL/P oraz 45 z nsCP.

Zastosowana metoda umozliwita identyfikacje¢ potencjalnie patogennych
wariantow u 35 (23%) pacjentow. Wsrod wykrytych 41 heterozygotycznych zmian,
zidentyfikowano 34 wariantow zmiany sensu oraz 5 wariantow typu nonsense. Pozostate
warianty nukleotydowe to zmiana prowadzaca do przesunigcia ramki odczytu, a takze
trojnukleotydowa hemizygotyczna delecja. Nowe, nieopisane dotagd w literaturze
substytucje i delecje stanowily 51% wszystkich powyzszych zmian.

W wyniku przeprowadzonych analiz sekwencyjnych stwierdzono obecno$¢
potencjalnie patogennych wariantow w najwazniejszym genie dla izolowanych
rozszczepow - IRF6, a takze w znanych genach kandydackich zwigzanych z tg wada
rozwojowa tj. ARHGAP29, ESRP2, FGFR3, FGF4, PLEKHA5, SHH, SKI, TOX3 oraz
TRPS1. Potwierdzono tym samym, ze zaburzenia ich produktow ekspresji moga
odgrywac istotng role w etiopatogenezie opisywanych wad strukturalnych twarzoczaszki.

Wytypowano takze nowe geny kandydackie, ktorych warianty nukleotydowe
sa prawdopodobng molekularng przyczyng badz mozliwym czynnikiem zwigkszajacym
ryzyko rozwoju wad rozszczepowych u analizowanych pacjentéw. Nowe i rzadkie
zmiany mogace mie¢ zwiazek z etiologia nsCL/P zidentyfikowano w genach ADK,
BMPR1A, COL8AL, COL9A1, COL11A1, COL17Al, CHD7, EDAR, EFTUD2, FGD1,
KMT2D, LRP2 oraz MAML1.

Warianty  nukleotydowe  pelnigce  prawdopodobnie istotng  role
w patomechanizmie powstawania nsCP wykryto w genach FGFR3, FLNB, LRP6, NHS,
NIPBL, NOTCHZ2, SPRY2 oraz genach z rodziny WNT (WNT5B, WNT10A, WNT10B).
Analiza genetyczna w tej grupie pacjentow umozliwita takze identyfikacj¢ patogennych
wariantéw genu IRF6, wskazujac tym samym, ze warianty te, moga odgrywac istotng
role w etiopatogenezie nie tylko nsCL/P, ale rowniez rozszczepu samego podniebienia.

Wielogenowe panele oparte na technice NGS s3 wiarygodnym
1 skutecznym narzedziem do identyfikacji znanych i nowych, nieopisanych dotad
patogennych wariantéw nukleotydowych.

Uzyskane wyniki poszerzaja stan wiedzy na temat genetycznego podtoza
izolowanych rozszczepdw twarzoczaszki, a takze mogg stanowi¢ istotny wkiad

w rozwoj poradnictwa genetycznego tych niezwykle ztozonych anomalii rozwojowych.
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8. Summary

Cleft lip with or without cleft palate (CL/P) or cleft palate only (CPO) is one
of the most commonly observed congenital defects within the facial skeleton. It has been
estimated that globally this congenital anomaly affects about 1 in every 700 children.
In Poland, this defect occurs in approximately 1 in every 1000 live births. Data show
that 70% of all CL/P and 50% of all CP are isolated forms.

Treatment of this congenital defect requires long-term, multi-specialist care.
This malformation constitutes an extreme psychical discomfort for the patient,
and increases the risk related with the occurrence of neoplastic diseases. What is more,
the consequences associated with this deformation frequently include hearing loss
and cardiovascular pathology.

It is well known that apart from environmental factors, genetic factors
play a crucial role in the etiopathogenesis of non — syndromic cleft lip with or without
cleft palate (nsCL/P) and non— syndromic cleft palate only (nsCPO) as well. However,
despite numerous researches, the molecular background underlying this defect is still
not completely understood. The above is related to multiple factors connected with
the etiology of the defect, along with considerable genetic heterogeneity of this
developmental anomaly.

The main objective of this doctoral dissertation was to identify new, previously
undescribed pathogenic nucleotide variants in patients with nsCL/P and nsCP, as well as
the analysis covering genotype-phenotype correlations. A gene panel for congenital facial
defects has been created in order to conduct genetic tests. This panel covered 424 genes
and 61 nucleotide variants, which have a documented association with cleft defects,
or the ones that, based on the currently available data, can be taken into consideration
as a factor participating in etiopathogenesis correlated with this developmental anomaly.
the analysis including the whole coding sequence of selected genes covered 150 patients,
105 with nsCL/P and 45 with nsCP. Sequence changes have been identified using the
NGS technology and the platform produced by the Illumina company.

This technique allowed the identification of likely pathogenic nucleotide variants
in 24% of all patients, including 25 cases with nsCL/P and 10 with nsCP. Among the
41 detected variants, 21 changes were novel substitutions and deletions, previously not

described in scientific literature.
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The study enabled to reveal new, possible candidate genes for nsCP and nsCL/P.
It has been shown that likely pathogenic variants identified within these genes can
be engaged in the pathomechanism underlying the occurrence of isolated cleft anomalies.
The eventual candidate genes for nsCL/P are BMPR1A, COL8A1, COL9A1, COL11A1,
COL17A1, CHD7, EFTUD2, FGD, KMT2D, MAML1. The candidate genes which
can be involved in the pathogenesis of nsCP including FGFR3, FLNB, LRP6, NHS,
NIPBL, NOTCH2, SPRY2, and the WNT family genes (WNT5B, WNT10A, WNT10B).

Furthermore, the study made it possible to identify the pathogenic variants within
the known candidate genes for isolated orofacial clefts. It has been confirmed
that ARHGAP29, ESRP2, FGFR3, IRF6, PLEKHAS5, SHH, SKI, and TRPS1 genes play
a crucial role in the etiopathogenesis of craniofacial anomalies. Based on conducted
genetic tests, it was stated that IRF6 revealed a previously unknown relation with
the pathogenesis of the cleft palate only. Interestingly, previous studies
have demonstrated an association only between IRF6 and nsCL/P.

NGS-based multi-gene panels are a perfect tool to identify new, previously
undescribed nucleotide variants. This may undoubtedly contribute to substantial progress
leading to a complete understanding of the genetic basis of multifactorial diseases,
including isolated craniofacial anomalies, and would let to improve genetic counseling

of this highly heterogeneous anomaly.
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77
78
79
80
81

CHRNG
CHUK

CLPTM1
COL11A1
COL11A2

COL17A1

COL1A1

COL1A2
COL21A1
COL2A1
COL3A1
COL5A1
COL8A1
COL9A1
COL9A2
COL9A3
COLEC11
CREBBP
CRISPLD2
CSF1
CSF1R

CTNNB1

CTNND1
CYP1Al
DCAF4
DEFB112
DHCR24
DHCRY7
DHODH
DICER1
DISP1
DKK1

*100730
* 600664

* 604783
*120280
*120290

* 113811

+ 120150

* 120160
* 610002
+ 120140
* 120180
* 120215
* 120251
*120210
* 120260
* 120270
* 612502
* 600140
* 612434
* 120420
* 164770

* 116806

* 601045
*108330
*616372
*615243
* 606418
* 602858
* 126064
* 606241
* 607502
* 605189

X X X X

X

X (meta)
X(PL)
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NA

CpP

NA
CpP
NA

NA

NA

NA

CpP
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA
NA

CP
NA
NA

NA

CP wtornego
NA
NA

NA

NA

nieprawidtowa morfologia
siekaczy; guzkéw trzonowych
NA
NA
NA

NA

nieprawidtowa morfologia miazgi
zebowej; nieprawidiowa
mineralizacja z¢biny
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
zgby nadliczbowe
NA

brak zebow
brak dolnych siekaczy;

nieprawidlowy rozwoj z¢bow
NA
NA

NA
NA
NA
NA

braki zgbowe




82
83
84

85

86

87
88

89

90

91
92
93

94

95

96

97

98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108

DLG1
DLG1-AS1
DLL3

DLX1

DLX2

DLX3
DLX4

DLX5

DLX6

DMD
DSP
DUSP6

EDA

EDA2R = XEDAR

EDAR

EDARADD

EDN1
EDNRB
EFNB1
EFTUD2
EGF
EGFL6
EGFR
EHMT1
ENPP1
EP300
EPHA3

*601014
HGNC:44154
* 602768

*600029

* 126255

*600525
*601911

*600028

*600030

*300377
* 125647
* 602748

*300451

*300276

* 604095

* 606603

* 131240
* 131244
* 300035
*603892
* 126150
*300239
* 131550
*607001
* 173335
*602700
* 179611

X

X (PL)
X (PL)

X (meta)
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CP

NA
CP

CP

NA
NA

CP

nieprawidtlowa morfologia
podniebienia

NA
NA
NA

NA

NA

NA

NA

CP

CL;CP
CP

NA
NA
NA
CP
NA
NA
NA
NA

NA

NA
DLX1/DLX2 (-/-) - brak
zawiazkow zegbowych
DLX1/DLX2 (-/-) - brak
zawigzkow zgbowych

NA

NA

nieprawidlowa morfologia
siekaczy, trzonowcow;
nieprawidlowa mineralizacja
zebow

NA

NA
NA

NA
brak sickaczy; zgby
nadliczbowe; zmniejszona liczba
trzonowcow; zaburzony rozwoj
zebow
NA
nieprawidlowa morfologia
z¢bow; brak siekaczy ; brak
trzonowcow; zgby nadliczbowe

nieprawidlowa morfologia
z¢bow; zmniejszona liczba
trzonowcow

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA




109
110
111
112
113

114
115

116

117
118
119
120
121
122
123
124

125

126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

136

137

EPHX1
ERCC2
ESCO2
ERF

ESRP2

EVC
EVC2

EYAL

FAM174A
FAM19A2
FAM49A
FBN3
FBXO11
FBXW4
FGD1
FGF1

FGF10

FGF12
FGF13
FGF18
FGF2
FGF23
FGF3
FGF4
FGF7
FGF8
FGF9

FGFR1

FGFR2

* 132810
* 126340
*609353
* 611888
*612960

*604831

*607261

*601653

HGNC:24943

* 617496

HGNC:25373

* 608529
*607871
* 608071
*300546
*131220

*602115

*601513
*300070
*603726
* 134920
* 605380
* 164950
* 164980
* 148180
*600483

*600921

* 136350

* 176943

xX X

xX X

X (PL)
X (PL)
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NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA

nieprawidlowy rozwoj
podniebienia; CP
NA

NA
NA

CP; rozszczep twarzy
NA

NA
niep orawidlowy rozwoj
podniebienia wtornego; CP
wtornego
NA
NA
CP
NA
NA
NA
NA
NA
NA

CP

nieporawidlowy rozwoj
podniebienia wtornego; CP

CP

NA
NA
NA
NA
NA

nieprawidlowa morfologia zebow

male gorne siekacze
NA

NA

NA
NA

NA
NA

NA
nieprawidlowa morfologia zebow

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

nieprawidlowy rozwoj zebow
dlugie kly

brak zawigzkoéw zgbowych

x




138
139
140
141

142
143

144

145

146
147
148
149
150
151
152
153

154

155

156
157
158
159
160
161
162
163
164
165

166

FGFR3
FGFR4
FILIP1L
FLNA

FLNB
FMN1

FOS

FOXC1

FOXC2
FOXE1
FOXG1
FOXL2

FOXO03
FOXO6
FOXP2
FRAS1

FST

FUz

FYCO1
FzZD2
FZD6
GAB4
GABRB3
GAD1
GADD45G
GALC
GAS1

GC

GCH1

*134934
* 134935
*612993
*300017

* 603381

*136535

* 164810

*601090

* 602402
* 602617
* 164874
* 605597
* 602681
* 611457
* 605317
* 607830

*136470

* 610622

*607182
* 600667
* 603409
HGNC:18325
*137192
* 605363
* 604949
* 606890
*139185
*139200

* 600225

X X NA
NA

X (PL) NA

S cp
X X NA
X (PL, NA

meta)

X NA

X NA

S cp
X X X X X CP
X NA

NA

NA

NA

X X NA
X CcP

CP

CP; nieprawidlowy rozwdj
podniebienia
X (PL) NA
CpP
NA
X (PL)
X X CP
X? X CP; CP
X NA
NA
NA
NA

X (PL) NA
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dhugie kly
NA
NA
NA

NA
NA

brak zawigzkow zgbowych;
zahamowanie wyrzynania si¢
ze¢bow

NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
brak siekaczy; zaburzony
rozwoj zgbow
brak siekaczy; zaburzony
rozwdj zebodw
NA
NA
NA

NA
NA
NA
brak siekaczy
zros$nigte siekacze
NA
NA

X X X




167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178

179

180

181

182
183
184

185
186
187

188
189
190
191
192
193
194
195
196

GDF5
GDF6
GH1
GHR
GJAL
GJB2
GJB6
GLI2
GLI3
GNAI3
GPC3
GREM1

GREM2

GRHL2

GRHL3

GSK3B
HDACS8
HECTD1

HOXA2
HMGA2
HOXB1

HOXC13
HSD11B2
HSPG2
HYAL2
IFT122
IFT88
IGF1
IKBKG
IL11RA

*601146
*601147
*139250
* 600946
* 121014
*121011
* 604418
* 165230
* 165240
*139370
*300037
* 603054

* 608832

* 608576

* 605004
*300269

* 604685

* 600698

* 142968

* 142976
* 614232
* 142461
*603551
* 606045
* 600595
* 147440
*300248
* 600939

X X

X X X X
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NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
CP
CL; CP
NA
NA
NA

NA

rozszczep twarzy

CP; nieprawidlowy rozwdj
podniebienia
CcpP
NA
NA

CpP

NA
nieprawidtowa morfologia
dolnej wargi
NA
NA
CP
NA
NA
CcP
NA
NA
NA

NA

NA

NA

NA
zaburzony rozwoj zgbow

NA

NA

brak siekaczy

zaburzony rozwoj zgbow

NA

NA

NA
nieprawidtowa morfologia

siekaczy/ guzkow trzonowych

NA

NA

NA
NA
NA

NA
NA
nieprawidtowa morfologia zgbow

NA
NA
NA
NA
NA
nadliczbowe trzonowce
NA
NA
NA




197
198
199
200
201
202

204

205
206
207
208
209
210

211

212
213
214
215
216

217

218
219

220

221
222
223
224
225
226

227

INHBA
INHBB
IRF6
IRX1
IRX2
ISL1

JAG1

JAG2

KAL1 = ANOS1
KAT6B

KCNJ2

KDF1

KDM6A
KIAA0196 =

WASHC5
KISS1R
KMT2D
KREMEN1
KRT18
KRT7

LAMA3

LAMB3
LATS1

LEF1

LEFTY1
LHX2
LHX6
LHX8
LIFR
LMO4

LOXL3

* 147290
* 147390
*607199
*606197
* 606198
* 600366

*601920

* 602570
*300836
* 605880
* 600681
* 616758
*300128

* 610657

* 604161
*602113
* 609898
* 148070
* 148059

* 600805

*150310
*603473

+ 153245

*603037
* 603759
* 608215
* 604425
* 151443
*603129

*607163

X X X
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X?

CP lub brak podniebienia

CpP

CpP

NA

NA

NA
nieprawditowa morfologia

podniebienia

CpP

NA

NA

CcpP

CP

NA

NA

NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA
NA

NA

NA
NA
NA
CP
NA
NA
nieprawidlowy rozwdj
podniebienia; CP

brak siekaczy
brak siekaczy
zaburzony rozwoj zebow
zaburzony rozwoj zgbow
NA
NA

NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA
NA
NA
NA
NA
nieprawidlowa morfologia
ameloblastu i szkliwa
hipodoncja;mikrodoncja
NA

zatrzy manie rozwoju zgbow;
brak siekaczy; trzonowcow; brak
zawiazkow ze¢bowych
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

X X X




228

229

230

231

232
233
234
235
236
237

238
239

240

241
242

243

244
245
246
247
248
249
250
251
252
253

LRP2

LRP4

LRP6

LTBP3

MAFB

MAML1
MASP1
MATN1
MEIS2
MID1

MITF

MKKS

MMP14

MMP16
MMP2

MMP20

MRPL53
MSX1
MSX2
MYC
MYCN
MYH9
MYO1H
MYT1
NAT1
NAT2

*600073

*604270

*603507

*602090

* 608968
* 605424
* 600521
* 115437
*601740
*300552

* 156845
* 604896

* 600754

* 602262
*120360

* 604629

* 611857
* 142983
*123101
*190080
* 164840
* 160775
* 614636
* 600379
*108345
*612182

x
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CpP

NA

CL; CP

NA

NA

NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA

NA

NA
NA

NA

NA
CP
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

zaburzony rozwoj zebow;
nadliczbowe siekacze

zmnigjszona liczba trzonowcow;
zaburzony rozwoj zebow

nieprawidtowa morfologia
szkliwa
NA
NA
NA
NA
NA
NA
nieprawidiowa morfologia
siekaczy; zahamowanie
NA
zaburzony rozwoj zebow;
opo0znione wyrzynanie
NA
NA

nieprawidlowa morfologia zgbow

NA

zatrzy manie rozwoju zgbow
nierozwinicte zgby trzonowe

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA




254
255
256

257

258

259
260
261

262

263
264
265
266
267

268

269
270

271

272

273
274
275

276

277
278

279

280
281
282
283

NAV2
NBN
NFATC1

NFIC

NGFR

NHS
NIPBL
NOG

NOTCH2

NRIP2
NSD1
NTN1
OFD1
OSR1

OSR2

PAFAH1B1
PAK1IP1

PARK2 = PRKN

PAX3

PAX5
PAX6
PAX7

PAX9

PBX1
PBX2

PBX3

PDGFC
PHF8
PHGDH
PHYH

* 607026
* 602667
* 600489

* 600729

*162010

*300457
* 608667
*602991

*600275

HGNC:23078
* 606681
*601614
*300170
* 608891

*611297

*601545
* 607811

* 602544

*606597

* 167414
*607108
*167410

*167416

*176310
*176311

*176312

* 608452
*300560
* 606879
* 602026

NA
NA
NA

NA

NA

NA
CL
X CcpP

NA

NA
NA
X (meta) NA
NA
NA

CP; CP

NA

X CP; rozszczep twarzy
NA

nieprawidlowy rozwoj

podniebienia wtornego; CP

NA
NA
X X NA

X CP

NA
NA

NA

CP wtornego
NA
NA
X NA
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NA
NA
brak dolnych siekaczy
brak dolnych siekaczy;
zaburzony rozwdj zebow

nieprawidtowa morfologia zgbow

NA
NA
NA

nieprawidlowa morfologia zgbow

NA
NA
NA
NA
NA
zaburzony rozwoj zgbow; zgby
nadliczbowe
NA
NA

NA

NA

NA
nadliczbowe siekacze
NA
zatrzymanie rozwoju z¢bow;
brak zawiazkow zgbowych
NA
NA

nieprawidlowa morfologia zgbow

NA
NA
NA
NA




284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295

296

297
298
299

300

301

302

303
304
305
306
307
308

309

310
311
312

313

PIK3R5
PITX1
PITX2
PKN2
PLCB4
PLEKHAS5
PLEKHA7
PLXNA2
POLD3
POLR1C
POLR1D
POMT1

PORCN

PQBP1
PRDM16
PRKD1

PRRX1

PRRX2

PTCH1

PTCH2

PTEN

PTHI1R

PTPN11

PVRL1 = NECTIN1
PVRL2 = NECTIN2

PVRL3 = NECTIN3

RAD21
RAD54B
RARA

RAX

*611317
*602149
* 601542
* 602549
*600810
*607770
* 612686
* 601054
*611415
* 610060
*613715
*607423

*300651

*300463
*605557
*605435

*167420

* 604675

*601309

*603673
*601728
* 168468
* 176876
* 600644
*600798

*607147

* 606462
* 604289
* 180240

*601881

X X X X X

X

X
X
X
X (PL)
X
X
X
X
X
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NA
Ccp

CP

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

CP

NA
CcpP
NA

CP
NA

CpP

NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA
NA
NA

nieprawditowa morfologia
podniebienia; CP

NA
NA X

zatrzy manie rozwoju zgbow X

NA X
NA
NA
NA
NA X
NA
NA
NA
NA

nieprawidlowa morfologia zgbow

NA
NA
NA
Prx1/Prx2 homozygotyczna
mutacja - brak siekaczy
Prx1/Prx2 homozygotyczna
mutacja - brak siekaczy
nieprawidfowa morfologia
gorny ch siekaczy
NA
NA
NA
NA
zaburzony rozwoj zgbow
NA
nieprawidlowa morfologia

dolnych siekaczy
NA

NA
NA

NA




314
315
316
317

318

319
320

321

322
323
324
325

326
327
328
329
330
331
332
333

334

335
336
337
338
339
340
341
342
343
344

345

346
347
348
349
350

RB1
RBFOX3
RBL1
RBL2

RECQLA4

RFC1
RHPN2

RIPK4

RMRP
ROR2
RPS26
RPS6KA3

RUNX2
RUNX3
RXRA
RYK
SALL1
SALL4
SAMD4A
SATB1

SATB2

SCG5
SEMA3E
SF3B4
SHH
SIX1
SIX3
SIX5
SKI
SLC12A9
SLC26A2

SLX4

SMAD?2
SMAD3
SMC1A
SMC2

SMC3

* 614041
* 616999
* 116957
* 180203

* 603780

*102579
*617932

* 605706

* 157660
* 602337
* 603701
* 300075

* 600211
* 600210
* 180245
* 600524
* 602218
* 607343
*610747
* 602075

* 608148

HGNC:10816
* 608166
* 605593

* 600725

* 601205
* 600963
* 164780
* 616861
* 606718

* 613278

* 601366
* 603109
* 300040
* 605576

* 606062

XX XX X XX X

X

X (PL)

X (PL)

X (PL)
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NA NA
NA NA
NA brak siekaczy
NA brak siekaczy
zaburzony rozwoj trzonowcow i
CP .
siekaczy
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
CP; CP NA
NA NA
NA nieprawidlowa morfologia
zebow; zeby nadliczbowe
CP zatrzy manie rozwoju z¢bow
NA NA
NA NA
CP NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA

brak siekaczy ; nieprawidtowa

CL;CP h .
morfologia trzonowcow
NA NA
NA NA
NA NA
CcP zahamowany rozwoj zgbow
NA NA
NA NA
NA NA
rozszczep twarzy NA
NA NA
NA NA
NA nieprawidtowa morfologia z¢bow
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA




351

352
353
354
355
356
357
358
359

360

361
362
363
364

365

366
367

368

369

370
371
372
373
374

375

376
377
378
379
380
381

382

383
384
385
386

387
388

SMO

SMOC2
SMS
SNAI1
SNAI3
SNX3
SOX11
SOX12
SOX13

SOX2

SOX4
SOX5
SOX6
SOX9

SP6

SPECCI1L
SPRY1

SPRY2

SRC

STAG2
SUMO1
TAF1B
TANC2
TBK1

TBL1XR1

TBX1
TBX10
TBX22
TBX3
TBX5
TCIRG1

TCOF1

TFAP2A
TFAP2B
TGDS
TGFA

TGFB1
TGFB2

* 601500

* 607223
* 300105
* 604238
* 612741
* 605930
* 600898
*601947
* 604748

* 184429

* 184430
* 604975
* 607257
* 608160

* 608613

*614140
* 602465

* 602466

* 190090

* 300826
*601912
* 604904
* 615047
* 604834
* 608628

* 602054
* 604648
*300307
* 601621
* 601620
* 604592

* 606847

* 107580
* 601601
* 616146
*190170

* 190180
*190220

X
X (meta)
X
X
X
X
X
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NA

NA
NA
NA
NA
NA
CL; CP
NA
NA

nieprawdilowa morfologia
podniebienia

NA
CcpP
NA
CcpP

NA

NA
NA

NA

NA

NA

CP; sko$ny rozszczep twarzy

NA
NA
NA
NA

CP; CP
CL; CP; CP
CP
CP
NA
NA

nieprawidlowy rozwoj wargi;

CP
CP; rozszczep twarzy
NA
NA
NA

NA
CP

brak dolnych siekaczy;
nieprawidlowa morfologia
trzonowcow
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA
NA
NA
NA
zaburzony rozwoj z¢bow; zgby
nadliczbowe
NA
NA
zaburzony rozwo6j z¢bow; zgby
nadliczbowe
brak siekaczy; zmniejszona
liczba trzonowcow

NA
NA
NA
NA
NA
NA

absent upper incisors
NA
NA
NA
NA
brak zawiagzkow zgbowych

NA

NA
NA
NA
NA

nieprawidtowa morfologia zgbow

NA

X X




389 TGFB3 *190230 X X cp NA
390 TGFBR1 *190181 X NA NA
391 TGFBR2 * 190182 X nieprawidlowy rozwoj NA
podniebienia; CP
392 TGFBR3 * 600742 X NA NA
393 TGIF1 * 602630 X CL NA
394 THADA * 611800 X (meta) NA NA
395 TLX1 * 186770 NA NA X
396 TMEM19 HGNC:25605 X NA NA
397 TOX3 *611416 X NA NA
398 TP53 *191170 CL;CP
399 TP63 * 603273 X X X X CP brak zawigzkoéw zgbowych X
400 TPM1 *191010 X (meta) X NA NA
401 TRAF6 * 602355 NA brak sickaczy i z¢bow
trzonowych
402 TRPS1 * 604386 X NA nieprawid.}owa morfologia
siekaczy
403 TSPEAR * 612920 X NA NA
404 TWIST1 * 601622 X CP NA X
405 UBB * 191339
406 UBR1 * 605981 X NA NA
407 VAX1 * 604294 x x cp nieprztwidlowa_ morfologia
gorny ch siekaczy
408 VDR * 601769 NA NA
409 VEGFA * 192240 CP brak siekaczy
410 WDR35 * 613602 X NA NA
411 WNT10A * 606268 X X NA brak trzonowcow; nadlicz_bowe
trzonowce; taurodontia
412 WNT10B * 601906 X X NA NA
413 WNTI11 * 603699 NA NA
414 WNT3 * 165330 X NA NA
415 WNT3A * 606359 NA NA
416 WNT5A * 164975 X CL;CP NA
417 WNT5B * 606361 NA NA
418 WNTS8A * 606360 NA NA
419 WNT9A * 602863 NA NA
420 WNT9B * 602864 CL;CP NA
421 YAP1 * 606608 X NA NA X
422 ZDHHC4 HGNC:18471 X (PL) NA NA
423 ZEB2 * 605802 X
424 71C2 * 603073 X NA NA

nsCL/P — izolowany rozszczep wargi z/lub bez rozszczepu podniebienia (ang. non-syndromic Cleft Lip with/or without Cleft Palate), SCL/P — zespotowa forma rozszczepu wargi z/lub bez rozszczepu
podniebienia (ang. syndromic Cleft Lip with/or without Cleft Palate), nSTA — izolowana agenezja z¢bow (ang. non - syndromic Tooth Agenesis), STA — zespotowa forma agnezji z¢bow (ang.syndromic Tooth
Agenesis), NA — nie dotyczy (ang. not applicable) GWAS — analiza asocjacyjna w skali calego genomu (ang. Genome Wide Association Study), SEQ — sekwencjonowanie, WES — sekwencjonowanie

catoeksomowe (ang. Whole Exome Sequencing), *MGI — bazy danych Mouse Genome Informatics (http://www.informatics.jax.org/)




12.2 Sekwencje starterow zastosowane do amplifikacji produktow PCR uzytych w analizie sekwencjonowania metoda

Sangera.
Produkty PCR do analizy
sekwencjonowania metoda Sangera
Gen Numer rs Pozy;::'j i::)c/ianej Sekwencja starteréw 5'- 3' anall)i;gg\:':lsncego Temz);::tzeeyizzvzania
produktu PCR
o | voww | cis  RIOSERGOT | | o
ARHGAP29 | rs140877322 ¢.1043G>T ;ﬁiﬁgﬁiﬁigﬁgﬁg@gﬁf 52602 66.3°C
ARHGAP29 NOWY  |c.1060 1061delCT ;igf_ggg%ﬁ?gﬁgggigi% 492p7 65°C
BMPRIA (5587781332 C.1216C>T :ﬁi‘;&éﬁi?ﬁf&fé&fﬁm 506pz 67°C
CHD7 rs1563644113 ¢.4033C>T ;Egigﬁg%%fgggﬁ:g:% 33502 67°C
CHD7 rs1009126876 C.4477C>T E;gfgf:g&i?ffggg :ATSG 457pz 67°C
COL11A1 15775587076 C.4193A>C ;g@ﬁggfgfﬁ;&ifgfgfc%G 289pz 65°C
COL17A1 (5121912769 ¢.3676C>T ;gﬁggﬁgg&iﬁg;zﬁi@i 269z 67°C
COL8AL COSM4595504 |  c.1463C>T :’_*r’égggéifg gggg;iggi(; 294pz 66.3°C
COL9A1 15760070670 ¢.1802G>T :ggﬂggg;gi%iﬁg;ﬁ% 52202 67°C
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FTCGCCGACGTAGTTGAAGTG

DHCR? (s547012639 C1087C>T | A 404pz 65°C
DHODH NOWY C.749C>G :%‘é‘éﬁ;}‘fgﬁgﬁggiﬁg 455p2 65°C
DLX5 5887777137 ¢.830T>C ;@iﬁi@g’ﬁgfg&%ﬁg&g@ 500pz 66.3°C
EDAR NOWY ¢.18C>G ;iﬁgﬁgﬁggiﬁg;ﬁ%ﬁigg 286p2 67°C
EFTUD2 (51467291243 ¢.956C>T :?Eﬁig@gﬂi;ﬁ?gﬁgggg 420pz 67°C
ERCC2 5780844758 ¢.1361T>C E‘%‘Zﬁl&ﬁi‘éﬂ%ﬁi&%&c 34507 67°C
ESRP2 NOWY c.697G>T ;(éi%iggyc?ccgiégggg 344pz 62.6°C
ESRP2 15201908706 ¢.1088G>A ;ﬁgggiggﬁg@i%iﬁgi; 326p2 59.7°C
FGD1 NOWY  £.1251 1253delTG1 ;iﬁgﬁg@ﬁgggﬁggﬁggg 469p7 65°C
FGF4 NOWY C.460G>A ;TT(é_Arﬁggg;ﬂ(éﬁgggﬁggT 343p2 64.5°C
FGFR3 (5755547723 ¢.1075C>T ;ﬁiﬁ‘é‘;‘é‘éﬂ%ﬁ‘;‘éﬁiﬁ% 347pz 65°C
FGFR3 5761163163 ¢.1759C>T ;Eﬁgggﬁgﬁgﬁ%&gﬁ(} 331p2 66.3°C
FLNA 5781939268 c2410G>A | ACCTCCTCACCAAAGAGGAC 314pz 67°C

R TAGCCAAGACAGGGCTCAAG
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F.GCCGAGTTCACCATCGATAC

FLNB NOWY c3605A5G | o CSRST TR S 523p2 67°C
FLNB (5892500905 ¢.4030A>T Eggﬁ%ﬁ;‘gg@ggfgggﬁ% 45402 67°C
HSPG?2 15962884439 ¢.8293G>A ;ﬁg;griﬁ?cﬁgﬁégéfgg 319p2 65°C
IFT88 (5201076403 C.742A5G ;ﬁgﬁgﬁgﬁg@g&fﬁ;ﬁf 587pz 60°C
IRF6 NOWY C.224A5G ;ggi%gﬂi%ii@gzif AAC 589Dz 62.8°C
IRF6 CM092352 ¢.905T>C ;Eﬁéﬁlﬁéﬁl‘éﬁgﬁggﬁg 509p2 67°C
IRF6 (5200808685 ¢.1060G>A ;iﬁé;%ﬁgﬂggggi%ﬁ 490pz 66.6°C
KMT2D NOWY ¢.16223G>A :%éiéigéﬁggg;i?:é% 499z 65°C
LOXL3 (5375983669 ¢.752C>T ;:;%AC%C;CGTAT:AGCACC;CGTTTTGGCZKC 517pz 64.5°C
LRP2 (749942746 C.2455C>T ;';CA?I:TA%TTTJTGCGAT%;;?:QETG 370z 64.5°C
LRP2 NOWY ¢.11896A>G ;':TTI;%;TT(:ATEQJE;EEZTTL(BATTC 460pz 62.8°C
LRP6 (5769446193 C.A81C>A E‘l@%‘j\ifgfff&fgﬁgﬁéT 303pz 60.5°C
MAML1 NOWY ¢.193C>T Eﬁﬁiﬁﬁggﬁ@g@fﬁgﬁf& 311pz 65°C
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FTAGACGGTTGGTGTCTTGGA

NHS NOWY CS8G>C | AAGCCCAGGATCTGTCACCT 406pz o7°C

NIPBL NOWY C.2688A>C E‘ﬁ‘éﬁlﬁiﬁ?ﬁf@é}éﬁﬁA 302p2 61.4°C
NOTCH2 NOWY C.1997A>G ;;%%TT%AT’QCA:C;ATS:E%?T%%;% 278pz 66.6°C
PLEKHAS NOWY C.1154A>G :giigk:f&iﬁfgfg:&% 314pz 61.4°C
POLRIC (371479150 C.845C>G ;gii%%iﬁggiﬁﬁigii 553z 62.8°C
PRKDL1 NOWY ¢.1649T>A :gi:ggfgggggggﬁéﬁ 326p2 60.5°C
SHH NOWY ¢.787C>G EEECATG‘GC%LCTTTAA%AG‘%CCC;AA?TE 550p2 66.6°C
SKI NOWY C.1280A>G ;%Ei%fg;ﬁ;ggglg;’; cac 299p2 60.5°C
SOX9 (1224146749 C.718A>C Eé’é%i?ﬁmi%%%%g%i 324p7 65.9°C
SPRY2 NOWY C.35A>T ;Eg%gfgfgii%ggﬁg 29207 66.6°C
TOX3 (200208189 C.ABAGSA E‘L%CACCAATCAAT gggg%ggf& 308pz 61.4°C
TOX3 NOWY C.1618A>G ;_Argﬁgﬁggiéggﬁfgf;gg 301pz 64.5°C
TRPS1 NOWY ¢2100G>T |[TCAGAACGCTGTCTTTCCAG 341pz 60.5°C

R TGGAACTCTCGGTCCAAACT
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F.CGATTTGTGGGTTCTTGACC

TSPEAR (5782537440 CLI3OTA [ e 659p2 62.8°C
WNT10A 15121908119 ¢.321C>A ;CCCA%ETTC;%GAAC;%’;CXE%ELGTTFGAG a1z 67°C
WNT10A 5373695499 C.443C>T ;i%%CATAngT%T gTngTCgAT;iiG 570pz 61.7°C
WNT108B (200116103 ¢.832C>T :I;GACACGACCGAGC;CACAATT;CCAAAAGCT’X;C 308pz 66.6°C
WNT5B (5529807731 c716G>T | CTGACCACCTGAGCATCTTG 584pz 67°C

R:;TACACCTGACGAAGCAGCAC
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12.3 Sekwencje starterow zastosowane do amplifikacji produktéow PCR uzytych w analizie Real-Time PCR-HRM.

Analiza HRM
Dhugos¢
Gen NUMET IS PozyCJa. badanej Selmaneh s Fua analizowanego Temp.przqu’czam Zakre s te mp.
zmiany produktu a starterow topnienia
PCR
ADK NOWY .8C>G FAGGAGGGCGAAGCCATGA 1520z 55°C 88.98°C
RAACACGAGGGGGACCAGA
ARHGAP29 | rs140877322 c1043G>T | AATCCGCCACTTGAAGACAG 130pz 55°C 76-86°C
RTGTAGCTTGAAGCAGAGAATGC
BMPRIA | rs587781332 c1216C>T | CCCTCAACTTGGACCTTGG 104pz 60°C 74-92°C
RACTTCGGGAGCCATGTAGE
FTCAGGCCTCCTTGTTCACAC
1 ° 1-91°
CHD7 51563644113 c.40RRCST | ST BT AT 590z 55°C 81 -91°C
FCTACGAAAAGGGGCCTATGG
108 550 8-88°
CHD7 1009126876 c4d77CST | EORARAE s A 0z C 78.88°C
FACACAGATGCTCACCACAGG
. 132 57°C 84-94°C
COL1IAL |rs775587076|  c4193A>C | ZPElSRTse e Aen > 0z
COL17AL | rs121912769 c3676C>T | 'CTCCCTGCCCCACTTACAG 26902 60°C 87.97°C
RCTTCCTCCGCAGCACTACC
COL8AL  L[OSM4595504  c.1463c>T | AAGCCAGGTTTCCTTGGTG 29407 60°C 87.97°C
RTCCGGGTTTCCCTATACCAG
COL9AL | rs760070670 c1802G>T | CCCTGTTGGCCCTGTTATC 13602 55°C 77.87°C
RAGGGAAGCCTGGTCAGATG
DHCRY? (547012639 c1087C>T  |AGGAGCACTCGATGACCTTG 114pz 56°C 84.94°C
RGCCTGGTGGGCTACTACATCT
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F.CGCTATTGTGGAAACCCACT

DHODH NOWY C.749C>G 171pz 55°C 84.95°C
RTGAGGTCAGGAGCGATCTTC

DLX5 (887777137 ¢.830T>C FAGAGAGAGCAGCCCATCTAA 103pz 53°C 82-96°C
RAGTGCAGCCAGCTCAATCA

EDAR NOWY .18C>G FAAGTGGCATGGGTACAGCTT 286pz 60°C 87.97°C
RATCATGAGGATGAGGGTGCT

EFTUD2  |rs1467291243 cosec>T | ACCAAAGGTGTCGGCATAGA 89pz 55°C 80-95°C
RTCCTGGGTAACGTCTGCTTC

ERCC2 (780844758 c1361T>c | CTCCTTACCCCAGATGTGATG 1490z 60°C 86-96°C
RGTGAGGGTGTGAATGCTCTG

ESRP2 NOWY C.697G>T FGECCATCTTTTCTCAGGTCA 173pz 61°C 85-93°C
RTCTCACTGTCCACCACATCA

ESRP?2 (201008706 |  c.1088G>A | CCTCCGGAAGAGTTCAATGT 326pz 56°C 91-99°C
RTCTGGAGGAGCATGAGTGAA

FGF4 NOWY c460G>A  |CCTACCTTGCCCAAGAGGT 141pz 56°C 81-92°C
RACATGCCGGGGTACTTGTAG

FGFR3 (755547723 c1075C>T | CCAGTCCTGGATCAGTGAGA 17202 55°C 88-97°C
RTGGGACAGAGTCGTTACCTG

FGFR3 (761163163 c1759C>T | TAACCTGCGGGAGTTTCTG 331pz 55°C 90-98°C
RCTGCGATCTTCATCACGTTG

FLNA 15781939268 c2419G>A | ACTCCAGGGGCACACTTGAT 164pz 64°C 86-96°C
RACGAGCCCACCTACTTCACT

FLNB NOWY c3605A5G | AACAAAGATGGCACCTACGC 780z 55°C 80-95°C
RGCCACCATACTTCATGGTCA

FLNB 1892500905 C4030A>T | COTGCCTATCCCAAACAGTC 157pz 55°C 80-95°C

R:AACACCAAATGTAGGGCCTTG
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F.GGTCTGAATAGGGGACAGGA

HSPG2 1962884439 |  ¢.8293G>A 319z 56°C 86-99°C
RTGAGTCATCCTCCTCACACG

IFT88 rs201076403 C.742A5G FCCATTTCTTCACAGGAGGTAAGT 278z 56°C 74-86°C
R:.CACTTGGAACTTGGTCTAATGC

IRF6 NOWY C.224ASG FAGTACCAGGAAGGGGTGGAT 111pz 55°C 80-92°C
RCCTCCTTGGTGCCATCATAC

IRF6 CM092352 C.905T>C FCAGAAGCTGTTCACTAGCAAGC 203z 66°C 84-94°C
RCCGCTAAGGAATGTTTCCAGAC

IRF6 15200808685 c1060G>A | TTCCCACGATCAACTTTCTG 107pz 55°C 74-88°C
RATCACTTGTTGCTCCCAACC

LOXL3 1375983669 C.752C>T FTGAGGCTTCGACTGTTGTTG 196p2 55°C 88.98°C
RAGCAACACTCCTTTGGTCTG

LRP2 (749942746 c.2455C>T | ACTTACCCGGCAAAAGGATG 97pz 55°C 78.88°C
RTCAGTGTCATGAGGCTAGCTG

LRP2 NOWY 0.11896A>G | TCTCAAAATTGCCTCAAAGT 306pz 52°C 78.88°C
RCCTCCTTCATTTAATTGGGTACA

LRP6 rs769446193 C.A81C>A FTCCCCTCTGGCACTTAGTCA 303pz 55°C 77-87°C
RTGGACAGACTGGGGAGAAGT

MAML1 NOWY €.193C>T FGAGCGCCAACACACCTTC 311pz 55°C 84-94°C
RAGCTCCCTGCCATGTTACC

NHS NOWY C.568G>C FCTTCCACTCCACCCAGACTT 1550z 55°C 82-92°C
RCGCGGTAGTACACACTCAGC

NIPBL NOWY c.2688A>C | 'GCCTTCGAAGACCAGAAACA 3020z 55°C 76-86°C
R.TGCCTTATTGTCAGGGTGTG

NOTCH2 NOWY c1997A>G | TCCTGAACGAGTCTGTGGAC 278z 55°C 78.88°C

RAACCTGTGAATCCTGGTGAGC
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FCTGAATATGAGAGTGGGTCAGC

PLEKHA5 | NOWY C1154A5G 13002 55°C 80-96°C
RGTATTGGGGCGATTTCCAC

POLRIC  |rs371479150|  c8450>G ||| CCTACCAAGTGGCAAATTAGA 15002 53°C 76-88°C
RCAAGCCTCACAACCTTCTTTAG

PRKDI NOWY 01649T>A | ATCTGEGAGATAGCCATCCA 86z 55°C 84-94°C
RTCACTGTGCAAGTTGGTTCC

SHH NOWY C.787C>G FGCTCTACAGLGACTTCCTCAC 128z 64°C 88-98°C
R.GCGCCACAAAGAGCAGGT

SKI NOWY C1280A>G || TGCCCCTCCAGCTTCTACT 176p2 65°C §7-97°C
RACAGTCAGCTTCCGCTTCC

SOX9 s1224146749]  c718ASC | AAGTCGATAGGGEGCTGTCT 324p7 53°C 80-90°C
RCCTGATAAAAGGGGGCTGTC

SPRY2 NOWY c35A>T | TOTGTTCTAAGCCTGCTGGA 292p72 57°C 84-96°C
RCGTGGAGTCTCTCGTGTTTG

TOX3 rs200208189 cABAGSA | TCCCATATTCTCTGECAGET 308pz 55°C 84-94°C
R.CCACACACAAGTGTCCCAGT

TOX3 NOWY C1618A>G || TCTCCTCGGCAGCACTC 108p2 66°C 84-94°C
RTGAGACTGTATTTGCGACTGG

TRPS1 NOWY 02100G>T | TOCCGTCAGTGCAGTTTTAC 1212 55°C 81-91°C
RATATGGCATGACCGTCCTCT

TSPEAR  |rs782537440|  c1139T>A || TCOAGAAAGTCACCGAACAC 13002 55°C 80-90°C
RACATCCGCCGTCTACAAGT

WNTI0A  |rs121008119|  c321C>A | CATACAGGGCATCCAGATCG 12302 53°C $1-91°C

R:CCTCTGCTGAAGATGGGACT
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F.GAGAGAGCGCTTTTGCCTAC

WNT10A | rs373695499 C.443C>T 1490z 55°C 86.96°C
RTAAGCGGTGCAGCTTCCTAC

WNT10B | rs200116103 C.832C>T FTGCCACAGCCATCCAACAG 308pz 60°C 86-97°C
RGAAGCGGAAATGCAAGTGTC

WNT5B 1s529807731 C.716G>T FGCAGACGTAGCCTGCAAATG 119pz 56°C 86.97°C

R:.GCGCTGTCGTACTTCTCCTT
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13.  Zalaczniki

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISIA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSY TECIE MEDYCENYM
M. KAROLA MARCINKOWSKIEGD W POZNANIL

Cellegium Stematoelagicum
ul. Bukowska 70 tel, (+48 613834 73 36
60-812 Poznai www. bioetyka.ump,edu.pl
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Kemisja Bioctyczna, na posiedzenin w dnin 07 marca 2019r.
rozpatriyia wiiosek dotyezqey prowadzenia badan naukowyeh,

Kierownicy projekiu: dr hab. n. med. Adrianna Mostowska
dr hab. n. med. Barbara Biedziak
Micjsce prowadzenia badani:
Katedra i Zaklad Biochemii i Biologii Molekularnej oraz Klinika Wad
Rozwojowych Twarzy Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Gldwni badacze: dr hab. n. med. Adrianna Mostowska
dr hab. n. med. Barbara Biedziak
Crlonkowie zespolu
badawczego: magr Justyna Dabrowska, lek. dent Agnieszka

Bogdanowicz, lek. dent. Anna Szponar-Zurowska,
lek. dent. Ewa Firlej
Temat badan:
wIdentyfikacja patogennych wariantow nukleofydowych u chorych z
wrodzonymi wadami twarzy",

Komisia podigla Uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu gmian wprowadzonych do
profokoln  powyiszege badania, pelegajgeyelt na  wydzieleniu  tematu  pracy
doktorskiej mgr Justyny Dgbrowskiej - ,Identyfikocia patogensiveh warinntiw

nukleotydowyel & choryeh g fgolowanym rogszezepem warpi polaczonym lih nie g
rogszezepem podniebienia”, cgodnie z Aneksem nr |z dwia 07.03.2009r. do Uchwaly

Komisji Bioetyeznej wr T115/18z dnia 07.11.2018 1.

Proyjeto do wiadomesci informacje dotvezqeq wmiany nagwy jednosthi, w kidref
prowadzone sq badania.

Metodyka badania pogostaje bez zmian.

Przewodniczgey Komisji
praf. ow. dr hab. med. Pawe! Checiski
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