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1 Wstep

1.1 Niepetnosprawnosé intelektualna — uwagi ogélne

Niepelnosprawnos¢ intelektualna (NI) dotyczy blisko 3% populacji i stanowi
powazny problem medyczny i spoteczny. Czesto$¢ jej wystgpowania wsrod dzieci do lat
16 waha si¢ od 2 do 4%, a wsrdd osob dorostych od 1 do 2% [121,162,173]. Termin
niepetnosprawnos$¢ intelektualna nie jest diagnoza, lecz objawem. Nie informuje o
etiologii, rokowaniu czy specyficznym leczeniu. Odnosi si¢ do stanu klinicznego i
dotyczy funkcjonowania intelektualnego oraz spotecznego. W pismiennictwie stosowane
sa takze terminy: ,,uposledzenie umystowe”, ,,oligofrenia”, ,niedorozwdj; umystowy”.
Niepetlnosprawnos¢ intelektualna stanowi bardzo heterogenna grupe zaburzen i niestety w
wielu przypadkach (20-50%) jej etiologia pozostaje nieznana. Z uwagi na réznorodne
uwarunkowania, obraz kliniczny, dynamike przebiegu oraz rokowanie, istnieje wiele
definicji niepetnosprawnosci intelektualnej. Wedlug Amerykanskiego Towarzystwa
Psychiatrycznego (DSM-IV) NI to ,,istotnie nizsze od przecigtnego funkcjonowanie
intelektualne (IQ ponizej 70), ujawniajace si¢ ponizej 18. roku zycia, wspotwystepujace z
istotnym ograniczeniem w zakresie dwoch lub wigcej sposrod nastepujacych zdolnosci
przystosowawczych: porozumiewania sig¢, samoobstugi, trybu zycia domowego,
kontaktow spotecznych, korzystania z dobr spoteczno-kulturowych, kierowania soba,
troski o0 zdrowie i bezpieczenstwo, zdolnosci szkolnych oraz sposobu organizowania

wolnego czasu 1 pracy.”

1.2 Klasyfikacja niepetnosprawnosci intelektualnej

Istnieje wiele klasyfikacji stopnia NI. Ogo6lny poziom funkcjonowania
intelektualnego jest najcze$ciej oceniany za pomoca ilorazu inteligencji (1Q; ang.
intelligence quotient) okre§lanego przy zastosowaniu standaryzowanych testow
inteligencji np. skali inteligencji Wechslera [147,173], przyjmujac wartos¢ 1Q=100, jako
przecigtny poziom inteligencji, ktory uzyskano usredniajac wyniki testowe grupy osob
reprezentujacych cala populacje (w tym samym wieku) [142]. Podziatu

niepetnosprawnosci intelektualnej dokonuje si¢ na podstawie liczby odchylen

4



standardowych od $redniej [21]. Stosujac powyzsze kryterium Swiatowa Organizacja
Zdrowia (WHO; ang. World Health Organization) w 1968 roku podzielita
niepetnosprawnos¢ intelektualng na ponizsze kategorie (Tab. 1), przy czym NI graniczna

jest czesto traktowana jako dolny zakres normy.

Tab.1. Klasyfikacja NI wedtug WHO

Stopien NI 'Wskaznik 1Q
graniczna 85-70

lekka 69-50
umiarkowana 49-35
Znaczna 34-20
gleboka <20

Przy takim podziale, zdecydowana wigkszos$¢ (90%) przypadkow NI to stopien lekki (1Q >
50). Osoby te sa zdolne do samodzielnego funkcjonowania w spoteczenstwie i pracy.
Jedynie 10% stanowia pacjenci z NI umiarkowanego i znacznego stopnia (1Q < 50) [162].
U os6b dorostych z powyzszymi stopniami NI rozwoj psychiczny odpowiada poziomowi 9.
i 6. roku zycia. Wysoka heterogennos$¢ przyczyn sprawia, ze etiologia glebokiego stopnia
NI (rozwdj dorostego cztowieka na poziomie 3. roku zycia lub nizszym) pozostaje
niewyjasniona w 20-50% przypadkow [159,160]. Szacunkowy odsetek NI o nieustalonej
przyczynie zwigksza si¢ nawet do 75-80% w grupie pacjentow z lekka i1 graniczng NI [51].
Niepelnosprawnos$¢ intelektualng mozna takze podzieli¢ na dwie gtdéwne kategorie
- zespotowa (ang. syndromic ID), gdy towarzysza jej cechy dysmorficzne lub wady
narzadow wewngetrznych, oraz izolowang (ang. non-syndromic ID lub non-specific ID),

gdy jedynym objawem jest niepelnosprawnos¢ intelektualna [31].

1.3 Etiologia niepefnosprawnosci intelektualnej

Istnieje ogromna ilos¢ znanych przyczyn NI, ale trzeba wspomnie¢, ze nie zawsze
sa one znane. W normalnych warunkach intelekt cztowieka jest ksztalttowany poprzez
wspotdzialanie czynnikow genetycznych i srodowiskowych. Czynniki uszkadzajace ptod
powodujace NI moga dziata¢ w okresie pre-, peri- oraz postnatalnym. Do czynnikéw

uszkadzajacych ptéd w tonie matki naleza: promieniowanie jonizujace, niedotlenienie,



urazy mechaniczne, dziatanie niektorych lekow, zatrucia, zaburzenia hormonalne matki,
infekcje, awitaminoza, zaburzenia krazenia czy silne urazy psychiczne matki. NI moze
by¢ takze wynikiem uszkodzenia ptodu w czasie akcji porodowej. Najczgscie] mowi si¢ o
urazie okotoporodowym, ktérego konsekwencja jest tzw. krwotok wewnatrzczaszkowy i
niedotlenienie mézgu. Czestym nastepstwem tego zdarzenia jest porazenic moézgowe.
Podaje sig, ze od 50 do 70% dzieci z moézgowym porazeniem dziecigcym wykazuje NI.
Nalezy rowniez pamigta¢ o czynnikach zaburzajacych rozwdj dziecka w zyciu
pozaptodowym. Sposrod wielu chordb, urazow i zatru¢ mogacych by¢ przyczyna NI,
najczeséciej wymienia sig: zapalenie opon mézgowych i mozgu, choroby wirusowe (np.
$winka, odra, r6zyczka, ospa wietrzna), zatrucia metalami cigzkimi, lekami oraz urazy
gtowy. Wymienione czynniki wyst¢puja powszechnie, jednak nie w kazdym przypadku
powoduja powstanie NI. Skutki ich dziatania zaleza migdzy innymi od wrazliwoS$ci
organizmu dziecka, przebiegu choroby i stosowanego leczenia.

Genetyczne przyczyny NI odpowiadaja za 60% przypadkéw o znanej etiologii.
Przy poprawie opieki przed- i okotoporodowej czynniki genetyczne nabieraja coraz

wigkszego znaczenia [174].

1.3.1 Genetyczne przyczyny niepetnosprawnosci intelektualnej

Genetycznie uwarunkowana niepelnosprawnos¢ intelektualna ma swoje podtoze w
wielu réznorodnych zmianach materiatu genetycznego, przede wszystkim liczby lub
struktury chromosomow, takich jak aneuploidie (np. zespét Downa), zespotach
mikrodelecji (np. zespot Pradera-Willi’ego), rearanzacjach subtelomerowych oraz

chorobach jednogenowych [161].

1.3.1.1 Aberracje liczbowe chromosoméw

Liczbowe aberracje chromosomowe obejmuja najwigksze zmiany materiatu
genetycznego. Zmianie ulega liczba catych chromosoméw. Wiele aberracji
chromosomowych zwiazanych z NI wynika z obecnosci dodatkowego chromosomu
(trisomie, np. zesp6t Edwardsa). Do trisomii najczes$ciej prowadzi "nierozdzielno$¢"
chromosomow (ang. non-disjunction) podczas podzialu mejotycznego. Najczestszym

zespolem wynikajacym ze zmiany liczby chromosomow jest zespét Downa. Szacuje sig,
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ze czesto$¢ wystepowania tej choroby wynosi 1:650-1000 zywych urodzen [121]. U
okoto 3-4% pacjentdow wystgpuje niezrbwnowazona translokacja robertsonowska
chromosomu 21, za$ u 1-2% trisomia w ukladzie mozaikowym. Stosunkowo rzadka
przyczyna zespotu Downa jest duplikacja cze$ci chromosomu 21, obejmujaca tzw. region
krytyczny (21921.3-922). Zespot Downa cechuje si¢ licznymi cechami dysmorfii takimi
jak: splaszczona potylica lub matoglowie, splaszczona nasada nosa, skosnie i szeroko
rozstawione szpary powickowe, nisko osadzone, male malzowiny uszne oraz
powigkszony jezyk z bruzdami. U noworodkow z zespotem Downa wystepuje rowniez
obnizone napigcie mig$niowe. Wigkszos¢ chorych wykazuje NI od lekkiego (1Q 50-70)
do umiarkowanego (IQ 35-50) stopnia [121]. Obecnie wiadomo, ze zdolnosci
intelektualne 1 rozwoj spoleczny oséb z zespotem Downa w duzej mierze moga by¢
ksztaltowane przez warunki $rodowiskowe, a wczesna pomoc pedagogiczna w
wychowywaniu dzieci z zespotem Downa w istotny sposob wptywa na ich rozwéj [104].
Wykazano zalezno$¢ migdzy wiekiem matki a czgstoscia wystgpowania zespotu Downa u
dzieci. Wérod matek w wieku 20-24 lat ryzyko wystapienia zespotu Downa u dziecka
wynosi 1:1490, w wieku 40 lat 1:60, a u matek po 49 roku zycia 1:11 urodzonych dzieci
ma zesp6t Downa. Mimo to, 80% dzieci z zespotem Downa rodza matki ponizej 35. roku
zycia, co zwiazane jest z najwyzsza ptodnoscia w tej grupie wiekowej [173].

Oprécz zespotu Downa do najczestszych aneuploidii autosomow naleza: zespot
Edwardsa i Patau’a. Czgstos¢ wystgpowania zespotu Edwardsa szacowana jest na 1:8000
urodzen. Okoto 95% ptodow z trisomia 18 ulega samoistnemu poronieniu. Okoto 30%
zywo urodzonych dzieci z zespotem Edwardsa umiera w pierwszym miesiacu zycia, tylko
10% przezywa 1 rok. Czegstos¢ wystgpowania zespotu Edwardsa wzrasta z wiekiem
matki, podobnie jak w przypadku zespotu Downa. Zesp6t Edwardsa cztery razy czesciej
wystepuje u dziewczynek niz chtopcow [147].

Trisomia chromosoméw 13 pary w zespole Patau’a rowniez spowodowana jest
nierozdzielnoscia chromosoméw podczas I lub II podziatu mejotycznego u jednego z
rodzicoéw. Wiaze si¢ z duzym ryzykiem poronienia lub urodzenia martwego dziecka.
Okoto 70% dzieci z zespotem Patau’a umiera w ciagu pierwszego potrocza zycia, do
pierwszego roku zycia umiera kolejnych 10% chorych, a przypadki przezycia chorego do
pdznego dziecinstwa sa niezwykle rzadkie [109,174].

Obok anecuploidii autosoméw wyrdézniamy takze zmiany liczby chromosomow
ptciowych, ktére zazwyczaj maja tagodniejszy przebieg. Wsrdd nich nalezy wymieni¢

przede wszystkim zespol Klinefeltera oraz trisomi¢ X. M¢zczyzni z zespotem Klinefeltera
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posiadaja dodatkowy chromosom X. Aberracja wystepuje przeci¢tnie U 1:500
noworodkow ptci meskiej [113]. Zespot Klinefeltera rzadko rozpoznawany jest w wieku
dziecigcym, gdyz zwykle nie ma w tym okresie charakterystycznych cech. Wystgpowac
moze jedynie tagodne opdznienie rozwoju i pewnego stopnia niedojrzato$¢. U starszych
chtopcéw obserwuje si¢ mate, twarde jadra. Mgzczyzni cechuja si¢ zwykle stabym
umig$nieniem i delikatna budowa ciata, z dlugimi konczynami i krétkim tutowiem.
Trisomia X polega na obecnosci dodatkowego chromosomu X u kobiet. Aberracja
ta wystepuje z czestoscia okoto 1:1000 zywych urodzen. Trisomii X towarzyszy
najczegsciej wysoki wzrost, trudno$ci W nauce, obnizona inteligencja, a w niektorych

przypadkach lekka NI [151].

1.3.1.2 Aberracje strukturalne chromosoméw

Aberracje strukturalne powstaja na skutek pgknigé chromosomoéw, a nastgpnie
nieprawidtowego taczenia si¢ ich fragmentéw. Strukturalne aberracje chromosomowe
moga zachodzi¢ spontanicznie lub pod wplywem czynnikow mutagennych (np.
promieniowania jonizujacego, ultrafioletowego czy tez wysokiej temperatury). Aberracje
strukturalne chromosomow dzielimy na:

o delecje — polegajace na utracie fragmentu chromosomu,

 duplikacje - polegajace na podwojeniu fragmentu chromosomu,

e inwersje - polegajace na odwroceniu fragmentu chromosomu o 180 stopni,

o translokacje - polegajace na  przeniesieniu  fragmentow  miedzy
niehomologicznymi chromosomami,

e chromosomy pierscieniowe — powstajace, gdy ramiona chromosomu tacza sig,
tworzac pierScien - zazwyczaj towarzyszy temu delecja dystalnych fragmentow
chromosomu.

Najczgstszymi aberracjami strukturalnymi chromosomoéow u pacjentow z NI sa
translokacje niezréwnowazone, prowadzace do delecji lub duplikacji fragmentow
chromosomow. Zréwnowazone aberracje strukturalne chromosomoéw wystepuja
z czestoscia  1:2000 zywych urodzen [164]. Zazwyczaj nie manifestuja si¢ one
nieprawidlowym fenotypem, jednak w okoto 6% przypadkow stwierdzana jest
niepelnosprawnos¢ intelektualna [109]. Sugeruje si¢ jednak, ze pacjenci Ci moga posiadac

dodatkowe mikrodelecje lub mikroduplikacje, nie wykryte w rutynowym badaniu



kariotypu, co ttumaczytoby NI [24]. Aberracje strukturalne wystepuja w dwoch dobrze
znanych zespotach zwiazanych z NI: zespole krzyku kota oraz w zespole Wolfa-
Hirschhorna.

Zespot krzyku kota (CDC; fr. cri-du-chat) spowodowany jest delecja krotkiego
ramienia chromosomu 5. Wielko$¢ delecji moze by¢ rdzna, od Sp15.2 do catego krotkiego
ramienia. Wigkszo$¢ delecji powstaje de novo. Przypuszcza sig, ze do genow, ktorych
delecja wptywa na fenotyp zespolu krzyku kota naleza potozone na krétkim ramieniu
chromosomu 5 geny kodujace biatka biorace udzial w rozwoju mézgu - semaforyna F i
delta-katenina, a takze gen kodujacy telomerazg [43,101,139]. Czgsto$¢ wystgpowania
zespohu ocenia si¢ na 1:20000-50000 zywych urodzen [95]. Oprocz niepetnosprawnosci
intelektualnej (od stopnia lekkiego do gl¢bokiego), na fenotyp pacjentéw z zespotem
krzyku kota sktadaja si¢, w okresie noworodkowym: charakterystyczny ptacz dziecka
przypominajacy mialczenie kota, mata masa urodzeniowa, nieche¢¢ do ssania, stabe
przybieranie na wadze, wiotko$¢ migsni, utrudnione oddychanie. Osoby dotknigte
zespotem Krzyku kota czesto sa nadpobudliwe, agresywne, tatwo je wyprowadzi¢ z
rownowagi. Maja one takze sktonno$¢ do samookaleczen.

Zespot Wolfa-Hirschhorna (WHS; ang. Wolf-Hirschhorn Syndrome) jest zespotem
spowodowanym delecja ramion krétkich chromosomu 4, obejmujaca Co najmniej region
krytyczny 4p16.3 (geny WHSC1 oraz WHSC1). Rozmiar delecji u poszczegodlnych
pacjentdéw moze si¢ rozni¢, dlatego tez zespol ten moze by¢ rowniez klasyfikowany jako
zespot mikrodelecji. NI wykazuje zwykle stopien gieboki. Czgstos¢ zespotu szacuje si¢ na
okoto 1:20000-50000 urodzen, przy czym wystepuje on czesciej u dziewczynek [14,94].
Do typowych objawow naleza: matoglowie, wypukta gtadzizna czota, tukowaty przebieg
linii brwi, szeroko rozstawione i plytko osadzone galki oczne, szczelina tgczowki,
szerokie szpary powiekowe, czgsto skierowane skosnie w dot, wysunigta i szeroka nasada
nosa, dlugi grzbiet nosa, krotka rynienka podnosowa, niedorozwoj szczeki, waska szpara
ust z wywinigta warga gorna i dolna, czasem rozszczep wargi i/lub podniebienia oraz

nisko osadzone matzowiny uszne z matym ptatkiem [15].



1.3.1.3 Submikroskopowe aberracje chromosomowe

Zespoly mikrodelecyjne

Oprécz klasycznych aberracji chromosomowych, przyczyna NI moga by¢ takze
submikroskopowe zmiany genomowe, ktorych wielko$¢ jest mniejsza od rozdzielczos$ci
standardowego badania kariotypu. Sa one czgsta przyczyna zaburzen fenotypowych
stwierdzanych u oséb, uktérych rutynowe badanie wykazato prawidlowy lub
zrownowazony kariotyp. Submikroskopowe aberracje chromosomowe (znacznie czg$ciej
delecje niz duplikacje) stwierdzane u pacjentow z NI, powoduja powstanie tzw. zespotow
mikrodelecyjnych, zwanych tez zespotami przylegtych gendéw (ang. contiguous gene
syndrome) [163]. Diagnostyka aberracji submikroskopowych opiera si¢ na technikach
cytogenetyki molekularnej takich jak: FISH, MLPA czy wreszcie array-CGH lub SNP-
array. Sposréd wielu znanych zespotdow mikrodelecyjnych, ponizej przedstawiono

najbardziej znane z nich, zwiazane z wystgpowaniem NI.
Zespol DiGeorge’a (DGS; ang. DiGeorge Syndrome)

Przyczyna zespotu DiGeorge’a jest mikrodelecja krytycznego regionu 22q11.2
(MDGCR1; ang. Minimal DiGeorge Critical Region 1) w obregbie dlugiego ramienia
chromosomu 22, obejmujaca okoto 3 Mb [130]. W obrebie regionu krytycznego
zidentyfikowano okoto trzydziestu genow kodujacych czynniki odpowiedzialne za rozwoj
I migracje komorek grzebienia nerwowego (m.in.: geny TBX1, COMT, PRODH, HIRA)
[170,171]. Delecja regionu 22g11.2 jest najczgstszym zespotem mikrodelecyjnym u
cztowieka i wystepuje z czgstoscia 1:4000-5000 urodzen [59]. Wigkszo$¢ dzieci z
mikrodelecja 22ql11.2, osiagajaca wiek szkolny ma problemy neuropsychologiczne,
socjologiczne i trudno$ci w nauce spowodowane zaburzeniami myslenia abstrakcyjnego,
rozumienia, czytania i liczenia, a NI ma najczesciej stopien lekki [107]. Mikrodelecje w
regionie chromosomowym 22q11.2 sa zwiazane z okoto z 30-krotnym wzrostem ryzyka
zachorowania na schizofreni¢ 1 czgsto wykrywa si¢ je u pacjentow cierpiacych na te
chorobe [35]. Opisano ponad 180 cech wchodzacych w sktad zespotu DiGeorge’a [
42,57,58,144,167]. Do najwazniejszych z nich naleza:

e wrodzona wada serca (dotyczaca zwlaszcza podziatu stozka i pnia tetniczego),
e hipoplazja lub dysfunkcja grasicy i gruczotow przytarczycznych,

e zaburzenia immunologiczne,
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e dysmorfia twarzy,

e rozszczep podniebienia,

e wrodzone wady nerek,

e niepelnosprawnos¢ intelektualna,

e zwigkszone ryzyko zachorowania na choroby psychiczne.

Zespot Phelan-McDermida (PMS; ang. Phelan-McDermid Syndrome)

Zespot ten spowodowany jest terminalna delecja obejmujaca fragment dhugiego
ramienia chromosomu 22 (22q13.3). Opisywano roéwniez przypadki mozaicyzmu. Do
utraty regionu 22g13.3 dochodzi wskutek delecji, translokacji lub utworzenia
chromosomu pierscieniowego [92]. U okoto 80% o0sob z zespotem Phelan-McDermida
delecja powstaje de novo [79]. Chore dzieci charakteryzuja si¢ znacznym opdznieniem
rozwoju psychomotorycznego, brakiem lub op6znieniem rozwoju mowy Oraz
zachowaniami autystycznymi, co jest zwiazane z delecja genu SHANK3 w regionie
22013.3 [168]. Badania nad aberracjami regionow subtelomerowych wskazuja delecje
22013.3 jako druga co do czestosci (po delecji 1p36) terminalng delecje prowadzaca do
NI [67,124]. Na fenotyp zespotu Phelan-McDermida sktadaja sig:

e hipotonia migsniowa w okresie noworodkowym,

e opOznienie rozwoju psychomotorycznego,

e opoznienie lub catkowite zahamowanie rozwoju mowy,
e drobne cechy dymorficzne,

e zachowania autystyczne.

Zespot delecji 1p36 (ang. Monosomy 1p36 Syndrome)

Zespot delecji 1p36 spowodowany jest duza delecja obejmujaca dystalny odcinek
krotkiego ramienia chromosomu 1. Delecja 1p36 jest najczgstsza terminalna delecja u
ludzi. Czgstos¢ zespotu jest stosunkowo duza, szacuje si¢ ze wynosi okoto 1:5000
urodzen [134]. Wigkszos¢ matych dzieci z zespotem delecji 1p36 charakteryzuje sig
op6znionym rozwojem psychomotorycznym. Duze wady obecne w przypadku delecji
1p36 to:

e rozszczep wargi lub podniebienia,
® wnetrostwo,

e wrodzone wady serca,
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e opdznienie wzrastania,
¢ hipotonia mig$niowa,

e opOznienie roZWoju psychomotorycznego.
Zespol Williamsa (WS; ang. Williams Syndrome)

Zespol Williamsa spowodowany jest mikrodelecja o wielkosci 1,5-1,8 Mb
obejmujaca fragment chromosomu 7 (7ql1.23), zawierajacy okoto 28 genow [119]. U
95% pacjentow z zespolem Williamsa stwierdza si¢ delecj¢ genu kodujacego elastyng
(ELN) [46]. Zespot Williamsa wystepuje z czgstoscia 1:7500 zywych urodzen [143]. U
pacjentdw z tym zespotem obserwuje si¢ zaburzenia osobowosci i orientacji wzrokowo-
przestrzennej. Przyczyna tych defektow jest prawdopodobnie delecja genu LIMK1. Gen
ten koduje kinaze biatkowa, Ktora odgrywa wazna rolg w rdéznicowaniu komorek
nerwowych 1 przekazywaniu sygnalow wewnatrzkomorkowych w mozgu [87]. lloraz
inteligencji osob chorych mieéci si¢ w szerokich granicach 20-106 [87]. Dzieci z
zespotem Williamsa sa nadpobudliwe i maja problemy z koncentracjg. Posiadaja jednak
unikalna osobowos¢: sa bardzo przyjacielskie, gadatliwe i z tatwoscia nawiazuja kontakt z
otoczeniem. Typowe objawy zespotu Williamsa to:

e charakterystyczny wyglad twarzy, okreslany jako ,,twarz elfa”,

e wady sercowo-naczyniowe, zwlaszcza nadzastawkowe zwezenie aorty i/lub
tetnicy ptucnej,

e opodznienie rozwoju psychomotorycznego i charakterystyczne postrzeganie
rzeczywistosci,

e hiperkalcemia niemowlgca.
Zespol Smitha-Magenisa (SMS; ang. Smith-Magenis Syndrome)

Zespot Smitha-Magenisa wystepuje z czestoscia 1:25000 urodzen [2] |
spowodowany jest delecja regionu 11.2 krotkiego ramienia chromosomu 17 (17pl11.2).
Najmniejsza delecja dajaca pelnoobjawowy SMS ma wielkos¢ 1,5-2 kb [20]. Sadzi sie, ze
duze zroéznicowanie w obrazie klinicznym SMS wiaze si¢ z wielko$cia utraconego
fragmentu chromosomu [120]. Juz we wczesnym okresie dziecinstwa zauwaza si¢
wyrazne opdznienie rozwoju psychomotorycznego. Wigkszos¢ dzieci i 0sob dorostych z

SMS wykazuje umiarkowana lub znaczna NI (IQ czesto nie przekracza 50).
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Ponad potowa pacjentoéw z SMS wykazuje zmniejszona wrazliwo$¢ na bol i temperaturg.
Na obraz kliniczny zespotu skladaja sig:

e hipotonia mi¢$niowa W okresie noworodkowym,

e opOznienie rozwoju psychomotorycznego,

e nieche¢ do ssania,

e wady teczowki,

e wady uktadu kostnego (ptaska twarz, chod Chaplina),

e stereotypie ruchowe,

e autoagresja (bicie sig, gryzienie palcow lub warg).
Zespol Millera-Diekera (MDS; ang. Miller-Dieker Syndrome)

Zespot wad wrodzonych spowodowany delecja regionu 13.3 krotkiego ramienia
chromosomu 17. Na szczegolng uwage W regionie 17p13.3 zastuguja geny: LIS oraz 14-3-
3-epsilon. Pierwszy jest odpowiedzialny za gladkomézgowie (ang. lissencephalia),
natomiast gen 14-3-3-epsilon prawdopodobnie przyczynia si¢ do wystapienia cigzszej
formy zespotu Millera-Diekera [156]. Cechy charakterystyczne zespotu to:

o gladkomozgowie,

e maloglowie,

e wady uktadu sercowo-naczyniowego,

o wady nerek,

e wady przewodu pokarmowego,

e opdznienie rozZwoju psychomotorycznego,

e cechy dysmorfii twarzy (hipoplazja jej srodkowej czgsci, krotki i zadarty nos,

mikrognacja).
Zespol Rubinsteina-Taybi’ego (RSTS; ang. Rubinstein-Taybi Syndrome)

Wystepuje z czestoscia 1:100000-125000 zywych urodzen [68]. Pacjenci z
zespolem Rubinsteina-Taybi’ego wykazuja NI w stopniu umiarkowanym. Przyczyna
zespotu Rubinsteina-Taybi’ego jest mikrodelecja 16p13.3 lub mutacja w genie CREBBP,
zlokalizowanym w krotkim ramieniu chromosomu 16 pary. Wigkszo$¢ mutacji w RSTS
powstaje de novo (okoto 96%), tylko nieznaczny ich odsetek pacjenci dziedzicza po

rodzicach [12]. Charakterystyczne cechy zespotu to:
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e matoglowie,

o szerokie kciuki i paluchy,

e wrodzone wady serca i uktadu moczowego,
e hirsutyzm,

e hipoplazja zuchwy,

o gruszkowate guzki na zgbach,

e wnetrostwo,

e niepelnosprawnos¢ intelektualna.
Zespol Pradera-Willi’ego (PWS; ang. Prader-Willi Syndrome)

Zespot Pradera-Willi’ego byl pierwszym opisanym u czlowieka przyktadem
zjawiska rodzicielskiego pigtna genomowego. Jednak najczestsza przyczyna zespotu
Pradera-Willi’ego jest czesciowa delecja dtugiego ramienia chromosomu 15 (15q11.2-
gl13), pochodzacego od ojca (70% pacjentow). Obok delecji, innymi mechanizmami
prowadzacymi do zespolu Pradera-Willi’ego sa: matczyna disomia jednorodzicielska
(UPD; ang. uniparental disomy), zaburzenia w centrum pigtnowania oraz mutacje w genie
SNRPN [29,78]. Czestos¢ wystgpowania zespotu ocenia si¢ na 1:10000-25000 zywych
urodzen [148]. NI wystepuje w stopniu umiarkowanym, czgsto z zaburzeniami rozwoju
mowy. Ostatnie doniesienia wskazuja na wystgpowanie u osdb z zesotem Pradera-
Willi’ego nieprawidtowych zachowan spotecznych podobnych do wystepujacych w
autyzmie, ktory jest diagnozowany u okoto 25% pacjentow z PWS [41]. Uwaza sig, ze
zespot Pradera-Willi’ego jest najczestsza genetycznie uwarunkowana przyczyna otytosci
[27]. Na fenotyp choroby sktadaja si¢ m.in.:

e otylos¢,
e niski wzrost,
e niepetnosprawnos¢ intelektualna,

e hipogonadyzm.
Zespol Angelmana (AS; ang. Angelman Syndrome)

Zespot Angelmana spowodowany jest zwykle delecja matczynego regionu
15q11.2-q13 (okoto 70% pacjentow), rzadziej jednorodzicielska, ojcowska disomia
chromosomu 15 (2% pacjentow), nieprawidtowym pigtnowaniem (2-3% pacjentéw) lub

mutacjami w genie UBE3A (25% pacjentow) [84]. Czgstos¢ wystgpowania tego zespotu
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wynosi $rednio 1:10000-20000 zywych urodzen [166]. Zespotowi Angelmana towarzyszy
takze gleboka NI 1 brak rozwoju mowy. U chorych wystepuja zaburzenia ruchowe w
postaci drzenia konczyn i ataksji, mogacej si¢ przejawia¢ nieprawidtowosciami chodu
takimi jak jego chwiejno$¢ czy niezgrabnymi ruchami rak. Do innych cech
charakterystycznych zespotu naleza:

e opOznienie rozwoju psychomotorycznego, zwlaszcza mowy,

e zaburzenia ruchu i rownowagi,

e czgsty Smiech bez powodu,

e padaczka.

Rearanzacje subtelomerowe

Jednym z wazniejszych rodzajow niezrownowazonych strukturalnych aberracji
chromosomowych, bedacych przyczyna zaburzen rozwoju i NI sa nieprawidtowosci
dotyczace subtelomerowych regionéw chromosoméw. Dotycza one bardzo matych,
koncowych fragmentow chromosomow, dlatego najczesciej nie sa wykrywane metodami
cytogenetyki klasycznej. W ostatnich latach, dzigki wprowadzeniu nowych technik
cytogenetyki molekularnej do rutynowej diagnostyki zauwazono, ze znaczna czg¢$¢ tych
zmian wykrywana jest u oséb z idiopatyczna NI (u 5-7% pacjentoéw z NI stwierdza si¢
aberracje subtelomerowe) [40,47]. Czg$¢ z nich manifestuje si¢ znanym juz fenotypem,
jak np. delecja 4p (zesp6t Wolfa-Hirschhorna), delecja 5p (zespot krzyku kota), czy
delecja 22913.3 (zesp6t Phelan-McDermida), ktore zostaly juz wczesniej oméwione.
Jednak dla wigkszosci rearanzacji subtelomerowych charakterystyczny obraz kliniczny

pozostaje niewyjasniony [40].

1.3.1.4 Mutacje w genach sprz¢zonych z chromosomem X (XLMR; ang.
X-linked Mental Retardation)

W 1938 r. Penrose, brytyjski psychiatra, po raz pierwszy zaobserwowal, ze NI
znacznie czesciej dotyczy mezczyzn niz kobiet; wedlug niego, stosunek ten wynosit 3:1.
Podobne badania prowadzone przez liczne grupy badawcze w USA, Kanadzie, Australii i

Europie potwierdzily t¢ obserwacje, wskazujac jednak tylko na wigksza o 30% liczbg

0sob pici meskiej wsrod osob z NI [116]. Wyjasnieniem obserwowanej przewagi jest
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sprzezenie NI z chromosomem X. Obserwowana, duzo wyzsza liczba chorych mezczyzn
jest nastgpstwem niemoznosci kompensacji patogennych mutacji w chromosomie X u
hemizygotycznego megzczyzny. W bazie danych OMIM (ang. Online Mendelian
Inheritance in Man) opisanych jest obecnie 271 chordb sprzezonych z chromosomem X,
ktorym  towarzyszy niepelnosprawno$¢ intelektualna [73].  Sklasyfikowano i
usystematyzowano NI sprzgzong z chromosomem X, a jednostki chorobowe podzielono
w zalezno$ci od fenotypu na:

e zespotowe (S-XLMR, MRXS; ang. Syndromic X-linked Mental Retardation),

¢ niespecyficzne (NS-XLMR, MRX; ang. Nonsyndromic X-linked Mental

Retardation),

e zespol tamliwego chromosomu X (FraX; ang. Fragile X Syndrome).

Jednakze ogromna liczba genéw XLMR oraz znacznie zrdéznicowane
konsekwencje ich mutacji utrudniaja klasyfikacj¢ XLMR. Wiele z tych genow jest
zaangazowanych w obydwie formy NI (np. geny ARX, MECP2, PQBP1). | tak, mutacje w
genie ARX sa przyczyna S-XLMR w postaci zespolu Westa, zespotu Partingtona,
lissencefalii (gladkomozgowia) oraz NS-XLMR, w ktorej jedyny objaw choroby stanowi
niepetnosprawnos$¢ intelektualna. Niektore postacie wczesniej kwalifikowane jako
niespecyficzne, sa obecnie zaliczane do postaci specyficznych. Przyktadem moze by¢
zespot tamliwego chromosomu X (FraX). Poczatkowo byt on uwazany za niespecyficzna
posta¢ NI, jednak po kompleksowej analizie klinicznej zostal zakwalifikowany jako
posta¢ specyficzna, a obecnie ze wzgledu na wysoka czgsto$¢ wystgpowania tworzy
osobna grupg XLMR [33,85].

Pierwszym z genow zwiazanych z NS-XLMR byt FMR2, ktorego mutacje
powoduja powstanie miejsca tamliwego (FRAXE; ang. Fragile X Syndrome Type E) w
miejscu Xq28. Nastgpnie zidentyfikowano kolejne geny zwiazane z XLMR: GDI1,
OPHN1, PAK3, RSK2, ILIRAPL1, TM4SF2, ARHGEF6, MECP2, FACL4, ARX. Mutacje
w kazdym z tych genéw sa stosunkowo rzadkie, odpowiadaja za mniej niz 1%
przypadkow XLMR. Szacuje sig¢, ze monogenowa, sprzezona z chromosomem X
niepelnosprawno$¢ intelektualna dotyczy 10% megzczyzn z tym zaburzeniem. Obecnie
trudno oszacowaé proporcje zespotowych postaci NI sprzgzonych z chromosomem X,
lecz na podstawie badan klinicznych moga one stanowi¢ 30-40% (z uwzglednieniem
zespotu FraX). Szacowana na tej podstawie czesto$¢ wystgpowania XLMR oceniana jest
na 1:1000 mezczyzn [82]. Aktualnie uwaza si¢, ze mutacje blisko 100 genow
zlokalizowanych w chromosomie X moga by¢ zwiazane z wystgpowaniem NI [74].
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Zespol lamliwego chromosomu X (FraX; ang. Fragile X Syndrome)

Jest to najczestsza dziedziczna przyczyna NI u chlopcow i druga co do czgstosci
wsrdd przyczyn genetycznych (po zespole Downa). Choroba wystepuje u chlopcow z
czestoscia 1:4000, a u dziewczynek z czestoscia 1:6000-8000 zywych urodzen [157].
Stanowi 15-25% wszystkich przypadkéw niepelnosprawnosci intelektualnej (NI)
sprzgzonej z chromosomem X (2-2,5% wszystkich megzczyzn z NI), wykazujac
dziedziczenie dominujace z niepelng penetracja. Najczestsza przyczyna zespotu FraX jest
mutacja dynamiczna w genie FMR1 polegajaca na ekspansji trojnukleotydu CGG. W
zaleznos$ci od liczby powtorzen CGG wyr6zniamy: normg (5-55 powtorzen), premutacje
(55-199 powtodrzen) oraz petna mutacj¢ (> 200 powtorzen) [75]. Ekspansja powtorzen
CGG (> 200) powoduje hipermetylacj¢ cytozyny w obrebie sekwencji CGG regionu
promotorowego genu FMR1, co prowadzi do zahamowania transkrypcji genu, a w
konsekwencji do braku produktu biatkowego [52,141]. Glowna funkcja FMRP (ang.
Fragile X Mental Retardation Protein), biatka kodowanego przez FMR1, jest selektywne
wiazanie RNA oraz kontrolowanie syntezy biatka. FMR1 reguluje ekspresj¢ wielu innych
genow bioracych udzial w tworzeniu synaps oraz ich plastycznos$ci. Produkt genu FMR1
odgrywa wazna rol¢ w prawidlowym funkcjonowaniu synaps, a szczeg6lnie ich
dojrzewaniu oraz eliminacji. Obnizony poziom lub brak biatkka FMRP prowadzi do
dysregulacji roznych szlakow, co zaburza rozwdj moézgu, prowadzac do opodznienia
rozwoju [132]. Gtownym objawem zespotu FraX u mezczyzn po okresie pokwitania jest
niepetnosprawnos¢ intelektualna, zwykle umiarkowanego lub znacznego stopnia, ktorej
towarzysza zaburzenia zachowania pod postacia zaburzen koncentracji uwagi, labilnosci
emocjonalnej, cech autystycznych oraz stereotypii ruchowych. Okoto 90% chtopcow z
zespotem FraX wykazuje jeden lub wigcej objawdéw autyzmu. Kryteria diagnostyczne
autyzmu spetnia ok. 25-35% chorych z FraX [52,65,132]. Inne objawy kliniczne to:
makroorchidyzm (powigkszone jadra) po okresie pokwitania oraz wydluzona, waska
twarz, duze, odstajace malzowiny uszne. Kobiety nosicielki pelnej mutacji, z racji
posiadania dwodch chromosomoéw X, z ktérych jeden ulega inaktywacji, wykazuja
znacznie lagodniejsze objawy choroby; u potowy z nich wystgpowaé moze
niepetnosprawnos$¢ intelektualna lekkiego stopnia badz trudnosci w nauce, a takze
zaburzenia emocjonalne. Kobiety nosicielki premutacji zwykle nie wykazuja cech

choroby, a poziom ich rozwoju intelektualnego miesci si¢ w granicach normy. Osoby z
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zespotem FraX moga posiada¢ IQ na granicy normy (zwtaszcza w przypadku kobiet), ale
tez wykazywac¢ umiarkowany (1Q 35-50) lub znaczny stopien NI (1Q 20-35).

Zespolowa postaé NI sprzezonej z chromosomem X (S-XLMR, MRXS; ang.
Syndromic X-linked Mental Retardation)

Dotychczas zidentyfikowano ponad 140 zespotow S-XLMR. Wigkszosci
zespotowych form XLMR towarzyszy umiarkowany lub ci¢zki stopien NI.
Zidentyfikowane geny S-XLMR w wigkszosci koduja biatka o roznorodnej funkcji,
ktérych brak powoduje powazne konsekwencje rozwojowe. Jednakze, tak jak
wspomniano wczesniej, czgsto mutacje tego samego genu powoduja S-XLMR, a innym
razem maja istotng rol¢ w patogenezie NS-XLMR.

Przyktadem zespotowego XLMR jest zespot Retta (RTT; ang. Rett Syndrome),
ktory zostal po raz pierwszy rozpoznany przez Andreasa Retta w 1966 roku. Jest to
schorzenie neurologiczne, zaliczane do spektrum autystycznego, ktore dotyczy niemal
wylacznie dziewczat i kobiet (88-98%). Uwaza si¢ takze, ze zespot Retta stanowi jedna z
najczegstszych przyczyn NI u dziewczynek. RTT charakteryzuje si¢ znacznym Stopniem
NI. Czgsto$¢ wystepowania waha si¢ miedzy 1:15000-22000 urodzen [26,62,105].
Charakterystyczna dla tego zespotu jest nasilona dyspraksja potaczona ze specyficznymi
ruchami stereotypowymi w obrebie konczyn gornych, chodzenie na palcach, krgcenie sig
w kotko, problemy ze snem oraz napady hiperwentylacji. W 1999 roku Huda Zoghbi i jej
wspolpracownicy zlokalizowali gen przyczynowy zespotu Retta. Jest to gen MECP2
zlokalizowany w chromosomie X (Xq28). W genie MECP2 opisano okoto 50 réznych
mutacji, powstajacych w wigkszosci przypadkow de novo [7]. Biatko kodowane przez
MECP2 reguluje proces transkrypcji. Dotychczas wyodrebniono kilka gendéw
regulowanych przez MECP2, w tym badacze zwracaja szczegdlng uwage na A2BP1,
GAMT oraz przede wszystkim BDNF [22,32]. U chtopcéw, mutacje powodujace zespot
Retta sa najczesciej letalne. Jednak niedawno pojawita si¢ publikacja opisujaca zyjacych
chtopcoé6w z mutacjami charakterystycznymi dla zespotu Retta [28].

Innym przyktadem zespotowej postaci NI jest zespot Coffina-Lowry'ego (CLS;
ang. Coffin-Lowry Syndrome). Jest choroba (semi-) dominujaca sprz¢zona z
chromosomem X [90]. Czgstos¢ wystegpowania zespotu szacuje si¢ na 1:50000-100000
urodzen [155]. U osob pici meskiej choroba przebiega pod postacia niepelnosprawnosci

intelektualnej znacznego stopnia z charakterystycznym fenotypem twarzy i dioni,
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uogdlnionym obnizeniem napigcia migSniowego oraz ze zmianami w ukladzie kostno-
stawowym. Dysmorfia twarzy obejmuje wysunigte czoto, hiperteloryzm, opadajace w dot
szpary powiekowe, plaski grzbiet nosa i szerokie usta z pelnymi wargami. Inne cechy
kliniczne to: niski wzrost (95%), deformacje klatki piersiowej (80%), kifoza i/lub skolioza
(80%). U niektorych pacjentow obserwuje si¢ obecnos¢ jedynie pojedynczych objawdw
lub niemal prawidlowego fenotypu, a u innych wystepowanie petnoobjawowego zespotu
[64]. Zespot Coffina-Lowry'ego spowodowany jest mutacja w genie RSK2 (RPS6KA3) w
locus Xp22.2-p22.1 kodujacym biatko sygnalizacyjne RSK2 (ang. ribosomal S6 kinase
2). Biatko nalezy do rodziny kinaz serynowo-treoninowych. Kinaza RSK2 fosforyluje
biatko CREB (ang. CAMP response element-binding protein) odgrywajace istotna rolg w
procesie uczenia si¢ 1 zapamigtywania. Wykazano rowniez, ze RSK2 fosforyluje czynnik
transkrypcyjny ATR4, ktory pelni funkcj¢ w réznicowaniu osteoblastow, co tlumaczy
wady ko$¢ca. Nasilenie cech fenotypowych zalezy od aktywno$ci kinazy RSK2 -
dowiedziono, ze szczatkowa aktywno$¢ RSK2 (okoto 20%), wystarcza by uchroni¢ przed
gleboka forma NI i wadami koscéca [66].

Kolejnym znanym zespotem S-XLMR jest zesp6t Westa (ang. West Syndrome,
EIEEL; ang. early infantile epileptic encephalopathy-1), ktory jest odmiana padaczki
wystepujace] u dzieci. Charakteryzuje si¢ wystgpowaniem napadow zgieciowych,
opdznieniem rozwoju psychomotorycznego oraz obecnoscia hypsarytmii w zapisie EEG.
Napady zgigciowe moga mie¢ charakter zgigcia do przodu lub wyprostu, a opdznienie
rozwoju motorycznego i umystowego wystepuje u okoto 80-85% dzieci z tym
rozpoznaniem. Napady sktonow u 90% chorych pojawiaja si¢ w pierwszym roku zycia,
zwykle miedzy 3. a 9. miesiacem zycia. Podejrzewa sig, ze za czgS$¢ przypadkow zespotu
Westa moze by¢ odpowiedzialna mutacja w genie ARX. Gen ten nalezy do klasy genéw
homeotycznych, ktore koduja czynniki transkrypcyjne kierujace rozwojem podczas
embriogenezy. Prawdopodobnie jest on zaangazowany w proliferacje neuronalna i
réznicowanie neuronow GABA-ergicznych [35]. Najczesciej identyfikowana mutacja
genu ARX jest duplikacja 24 pz w eksonie 2, ktora powoduje ekspansje¢ traktu

polialaninowego z 12 do 20 powtorzen.
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Niespecyficzna postaé¢ NI sprzezonej z chromosomem X (NS-XLMR, MRX; ang.
Nonsyndromic X-linked Mental Retardation)

W niespecyficznej postaci NI sprze¢zonej z chromosomem X jedynym objawem
klinicznym jest niepelnosprawnos$¢ intelektualna, a charakterystyczna cecha jest jej
rodzinne wystgpowanie [51]. Ocenia sig¢, ze wystgpuje ona z czgsto$cig 0,9-1,4:1000
urodzen. Badanie molekularnego podtoza niespecyficznej formy NI sprawia wiele
trudnosci, ze wzgledu na wysoki stopien heterogennosci genetycznej oraz niepeina
wiedzg¢ na temat gendow zaangazowanych w jej etiologi¢. Uwaza sig, ze okoto 2/3
pacjentow z NI sprzezona z chromosomem X prezentuje niespecyficzna forme tego
schorzenia [128]. Obecnie zlokalizowano 66 genéw w chromosomie X odpowiedzialnych
za NS-XLMR, czg$¢ z nich przedstawiono w tabeli 2. Jak juz wspomniano, niektére z
nich (Tab.3.) sa zaangazowane rowniez w S-XLMR, co powoduje, ze Sciste
rozgraniczenie form zespotowych i niespecyficznych wylacznie na podstawie podtoza
molekularnego jest niemozliwe. Produkty gendow, ktorych mutacje prowadza do NS-
XLMR, w przeciwienstwie do bialek S-XLMR, charakteryzuja si¢ waskim spektrum
oddziatywan komoérkowych. Przede wszystkim sg to procesy bezposrednio lub posrednio
zwiazane z przekazywaniem sygnatow komérkowych. Mutacje moga powodowac fenotyp
NS-XLMR poprzez zmiany prowadzace np. do modyfikacji potaczen neuronalnych, co
moze mie¢ duzy wpltyw na ksztattowanie intelektu. Przykltadem tego moga by¢ geny
OPHN1, PAK3, ARHGEF6, FGD1 lub TM4SF2, biorace udziat w formowaniu neuronow
poprzez regulacj¢ kinaz Rho [123]. Innym przyktadem moga by¢ geny GDI1 (regulator
biatek Rab3A) i1 ILIRAPL1, biorace udziat w wydzielaniu i transporcie pgcherzykow
zawierajacych neurotransmitery w obrgbie blony synaptycznej, lub gen ASCL4, zwiazany
bezposrednio z metabolizmem kwasow tluszczowych, ale odgrywajacy istotna rolg
podczas tworzenia potaczen synaptycznych [99]. Geny DLG3 i NLGN4, ktorych mutacje
odpowiedzialne sa za umiarkowana i gleboka niepetnosprawnos¢ intelektualna, koduja
biatka zwiazane z funkcjonowaniem receptora glutaminergicznego typu NMDA,
uczestniczac w  kaskadzie przekazywania sygnalow. Osobna klasg genow
zaangazowanych w patogenezg¢ NS-XLMR stanowia regulatory transkrypcji, takie jak
FMR2, ARX, ZNF41 lub JARID1C. Gen FMR2 byt pierwszym poznanym genem NS-
XLMR, ktory zidentyfikowano na zasadzie analogii do FMR1, po wykryciu obecnos$ci
miejsca tamliwego. Podobnie jak w przypadku genu FMR1 obserwuje si¢ tu mechanizm

hipermetylacji promotora i wyciszenie genu, czego efektem jest lekka NI u mgzczyzn.
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Tab.2. Wybrane geny odpowiedzialne za niespecyficzna posta¢ NI (NS-XLMR) (za
http://xImr.interfree.it, zmienione)

OMIM Nazwa biatka Locus Gen
300034 Angiotensin rec. 2 Xq23 AGTR2
300096 Tetraspanin Xqgll.4 TMASF2
300104 RABGDIA X028 GD11
300142 P21 Act. Kinase 3 Xq23 PAK3
300157 Fatty acid-CoA ligase 4 Xq23 FACL4 (ACSL4)
300189 Disco large homolog 3 Xql3.1 DLG3
300206 IL1 receptor accessory protein Xp21.1 ILIRAPL
300267 aPIX X(q26.3 ARHGEF6
300286 Kruppel-like Factor 8 Xpll.21 KLF8/ZNF741
300336 Neuroligin 3 Xql3 NLGN3
300427 Neuroligin 4 Xp22.3 NLGN4
300499 FTSJ homolog 1 Xql11.23 FTSJ1
300573 zinc-finger 674 Xp1l.3 ZNF674
300576 | zinc-finger, DHHC-type containing 15 Xql13.3 ZDHHC15
300585 zinc-finger 673 Xpll1.3 ZNF673
309548 AFF2 protein Xq28 FMR2
312173 Ribosomal protein L10 Xp28 RLP10
314995 zinc-finger 41 Xp1l.3 ZNF41
314998 zinc-finger 81 Xpl11.23 ZNF81

Tab.3. Wybrane geny odpowiedzialne za zespotowa (S-XLMR) i niespecyficzna postac

NI (NS-XLMR) (za http://xImr.interfree.it, zmienione)

OMIM Schorzenie Locus Gen
300005 zespot Retta Xq28 MECP?2
300032 ATR-X Xq13.2 ATRX (XNP)
300036 niedobor transportera kreatyniny XQ28 SLC6A8
300075 zespot Coffina-Lowry’ego Xp22.1 RSK2 (RPS6KA3)
300127 ataksja mozdzkowa Xql2 OPHN1
300382 zespot Westa/drgawki niemowlgce Xp22.1 ARX
300463 | zespot Sutherlanda i Haana/MRXS3 Xpl11.23 PQBP1
300523 zespot Allana, Herndona i Dudleya Xql13.2 ALC16A2/MCT8
300630 zespot Turnera Xp22.2 AP1S2
305400 zespot Aarskoga i Scotta Xpl1l.22 FGD1
314690 JARID1C-related XLMR Xpll.22 JARID1C/SMCX
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1.3.1.5 NI uwarunkowana autosomalnie

NI uwarunkowana autosomalnie stanowi duza grupa choréb w przewazajacej
wigkszosci uwarunkowanych jednogenowo. W zaleznos$ci od sposobu dziedziczenia,
mozna je podzieli¢ na zespoly dziedziczone w sposob autosomalny recesywny oraz
autosomalny dominujacy.

NI uwarunkowana autosomalnie dominujaco cechuje si¢ zmienna ekspresja, czg¢sto
niepelna penetracja genu, a takze do$¢ wysokim odsetkiem mutacji de novo, a mniejszym
- dziedziczonym od rodzicow. Ryzyko przekazania zmutowanego genu potomstwu
wynosi 50%. Przyktadami takich chordb sa np.: nerwiakowtokniakowato$¢ typu 1,
stwardnienie guzowate oraz zesp6t Noonan.

Nerwiakowlokniakowato$¢ typu 1 (choroba von Recklinghausena, NF-1; ang.
neurofibromatosis type 1) jest najczestsza choroba nerwowo-skorna (fakomatoza).
Wystepuje z czgstoscia okoto 1:2500 zywych urodzen [76]. Do charakterystycznych
objawow skornych zalicza si¢ rozsiane na skorze tutowia i konczyn brunatne plamy w
kolorze "kawy z mlekiem" (fr. café-au-lait), piegowate nakrapiania o $rednicy 2-3 mm w
okolicach pachowych i pachwinowych, a u niektorych pacjentow - guzki podskorne.
Liczba i wielko$¢ plam zalezna jest w duzej mierze od wieku pacjenta. U ponad 90%
dzieci chorych na NF-1 w wieku mtodzienczym stwierdza si¢ brazowe guzki siatkowki o
typie hamartoma (tzw. guzki Lischa). Padaczka wystepuje u 10-15% chorych. Okoto 1/3
chorych wykazuje zaburzenia psychospoteczne. NI znacznego i $redniego stopnia dotyczy
zazwyczaj mniej niz 1 % chorych. U 30-60% pacjentdéw wystgpuja niewielkie zaburzenia
orientacji wzrokowo - przestrzennej, dysleksja, gorsza pamig¢é¢ krotkoterminowa oraz
gorsze wyniki testow werbalnych w badaniu IQ [16,50]. Nerwiakowlokniakowato$¢ typu
1 spowodowana jest mutacja W genie NF1 kodujacym neurofibroming 1. Neurofibromina
1 posiada domen¢ homologiczng z rodzing biatek aktywujacych GTP-aze, co warunkuje
jej rolg jako regulatora aktywno$ci onkogenu p2lras i syntezy niektorych czynnikow
wzrostowych np. z rodziny NGF. Poniewaz gen NF1 ma duze rozmiary (ponad 350 kb),
dlatego w okoto potowie przypadkow choroba jest wynikiem nowej mutacji [77].

Stwardnienie guzowate (TS; ang. Tuberous Sclerosis) znane rdéwniez, jako
choroba Bourneville’a - Pringle’a, jest drugim przykltadem schorzenia dziedziczonego
autosomalnie dominujaco. Wystepuje z czgstoscia 1:7000-10000 wurodzen [2].
Stwardnienie guzowate, nalezace rowniez do fakomatoz, objawia si¢ podobnie jak NF1

zmianami skornymi w postaci odbarwionych plam czy piegdw pojawiajacych si¢ juz w
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pierwszych miesiacach zycia. Objawy neurologiczne moga by¢ znacznie nasilone i
obejmowac¢ napady padaczkowe, NI, zaburzenia mowy i koordynacji motorycznej. W
mozgu stwierdza si¢ wapniejace guzki oraz gwiazdziaki prowadzace niekiedy do
wodogtowia. Niepetnosprawnos¢ intelektualna wystepuje w 50% przypadkoéw. Dochodzi
rowniez do uszkodzenia siatkowki, nerwu wzrokowego, odbarwienia teczoéwki, zaémy 1
pogorszenia widzenia. Choroba spowodowana jest mutacjami w genach TSC1 albo TSC2.
Gen TSC1 zlokalizowany jest w chromosomie 9 (9934) i koduje hamartyng, zas gen TSC2
ma locus w chromosomie 16 i koduje tuberyng. Oba geny naleza do tzw. gendw supresji
nowotworé6w (ang. tumor suppressor genes). Pomimo odmiennej lokalizacji
chromosomowej mutacje obu powyzszych gendéw powoduja wystapienie podobnych
objawow chorobowych [37].

Zesp6l Noonan (NS; ang. Noonan Syndrome) charakteryzuje si¢ niskorostoscia,
wadami rozwojowymi twarzoczaszki i serca, nieprawidtowosciami hematologicznymi,
wnetrostwem u chlopcoéw 1 NI. Czgstos¢ wystgpowania choroby szacuje si¢ na 1:1000-
2500 zywo urodzonych dzieci [110]. Najczestsza przyczyna zespotu Noonan sa mutacje
w genie PTPN11. Mutacje genu PTPN11 stwierdza si¢ w okoto 29-60% przypadkow
choroby [86,108,149]. W kolejnych latach odkryto inne geny odpowiedzialne za
wystgpowanie zespotu Noonan — gen KRAS zlokalizowany w regionie 12p12.1 [133], gen
SOS1, ktorego locus zmapowano na krotkim ramieniu (p22-p21) chromosomu 2 oraz
RAF1 [115,125,126,150]. Uwaza si¢, ze mutacje w genie RAF1 wystgpuja w okoto 20%,
a KRAS i SOS1 w 10% przypadkéw zespotu Noonan. Biatka kodowane przez geny
PTPN11, KRAS, SOS1 i RAF1 biorg udzial w szlaku sygnatlowym RAS-MAPK (ang.
RAS-Mitogen Activated Protein Kinase) i odpowiadaja za przenoszenie sygnatéw do
wnetrza komorki [53].

Duza grupa chorob w przewazajacej wigkszosci uwarunkowanych jednogenowo i
dziedziczonych w sposéb autosomalny recesywny sa choroby metaboliczne.
Najczestszym objawem jest NI, ale takze zaburzenie rozwoju ruchowego oraz
somatycznego. Do najczgstszych przykladéw tych chordb zalicza si¢ fenyloketonurig,
galaktozemig, homocystynurig¢, mukopolisacharydozy i wiele innych.

Klasycznym przyktadem choroby autosomalnej recesywnej, powodujacej powstanie
glebokiej  niepelnosprawnosci  intelektualnej jest fenyloketonuria (PKU; ang.
Phenylketonuria), po raz pierwszy opisana przez norweskiego lekarza Asbiorna Follinga w
1934 roku. PKU polega na zaburzonej przemianie fenyloalaniny w tyrozyng. We krwi

dziecka chorego na fenyloketonuri¢ zaczyna gromadzi¢ si¢ fenyloalanina i produkty jej
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metabolizmu. Na skutek tego, przy braku odpowiedniego leczenia po pewnym czasie
moze dojs¢ do uszkodzenia moézgu. Mutacji ulega gen PAH (120922-q24.1) kodujacy
hydroksylazg fenyloalaninowa. W genie tym opisano okoto 300 mutacji punktowych.
Czestos¢ wystgpowania PKU w populacji europejskiej wynosi 1:8000-12000 urodzen.
Ryzyko ponownego wystapienia choroby u potomstwa pary rodzicow bedacych
nosicielami uszkodzonej jednej kopii genu wynosi 25% [36]. Objawami nieleczonej
choroby sa poglebiajace si¢ zaburzenia neurologiczne z napadami padaczkowymi oraz
znacznego stopnia upo$ledzenie rozwoju umystowego i motorycznego. Poza tym moga
wystepowac, zaburzenia chodu, postawy, hipotonia migsniowa i zesztywnienie stawow
[118]. W Polsce, tak jak w wielu krajach Europy, wykonywane sa testy przesiewowe
noworodkow ~ w  kierunku  fenyloketonurii,  ulatwiajace  leczenie  (dieta
ubogofenyloalaninowa) oraz niwelujace pdzniejsze skutki choroby.

Drugim blokiem metabolicznym przebiegajacym z NI jest galaktozemia (ang.
Galactosemia). Czgsto$¢ jej wystgpowania ocenia si¢ na 1:47000 urodzen [145]. Osoby
dotknigte galaktozemia nie maja aktywnego enzymu niezbednego do przetworzenia
galaktozy (galaktozo-1-fosforanourydylo-transferazy). Gen kodujacy ten enzym - GALT
znajduje si¢ w locus 9p13. Dzieci dotknigte galaktozemia Zle si¢ rozwijaja, po spozyciu
mleka wymiotuja 1 cierpia na biegunke, czgsto maja powigkszona watrobg i choruja na
zoOMtaczke. Istnieje tez mozliwos¢ wystgpowania zaémy Wwrodzonej, uposledzenia
umystowego i przedwczesnego zgonu wywolanego uszkodzeniem watroby. Za tagodna
forme¢ galaktozemii odpowiada inny gen - GALK1 odpowiedzialny za powstawanie
galaktokinazy, znajdujacy si¢ w locus 17924. Leczenie choroby polega na wczesnym
wykluczeniu galaktozy z diety, co powoduje cofnigcie si¢ wszystkich objawow z
wyjatkiem opdznienia rozwoju umystowego, ktore jest nicodwracalne [25].

Innym przyktadem jest homocystynuria (ang. Homocystinuria), ktorej przyczyna
jest nieprawidlowy metabolizm metioniny. Czgstos¢ wystgpowania choroby na calym
$wiecie szacuje si¢ na 1:300000 urodzen [2]. Homocystynuria charakteryzuje si¢
podwyzszonym poziomem homocysteiny w surowicy i w moczu. Najczgstsza jej postaé
jest spowodowana niedoborem i niska aktywnos$cia enzymu syntazy B-cystationinowej,
ktory katalizuje reakcje przeksztalcenia homocysteiny do cysteiny poprzez cystationing.
Enzym kodowany jest przez gen CBS. Homocystynuria jest choroba wielonarzadowa,
powodujaca patologiczne zmiany w tkance lacznej, mig$niowej, osrodkowym uktadzie

nerwowym i narzadzie wzroku.
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1.4 Nowoczesne techniki cytogenetyki molekularnej w
diagnostyce NI

W etiologii NI ogromna role odgrywaja opisane powyzej czynniki genetyczne, a
wsrod nich submikroskopowe aberracje chromosomow. Do niedawna ich identyfikacja
nie byla w pelni mozliwa przy zastosowaniu Kklasycznych technik diagnostyki
cytogenetycznej, takich jak rutynowe badanie kariotypu. Wraz z postepem i rozwojem
technik cytogenetyki molekularnej, takich jak: fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
(FISH), MLPA (ang. Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification) oraz najnowsza
technika porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (array-CGH; ang.
Comparative Genomic Hybridization), a takze SNP-array (ang. Single Nucleotide
Polymorphism Array), stalo si¢ oczywiste, ze submikroskopowe rearanzacje
chromosomowe, takie jak mikrodelecje i mikroduplikacje, odgrywaja wazna role w
etiopatogenezie NI.

Klasyczne techniki cytogenetyczne polegaja na analizie obrazu prazkowego
chromosomow, uzyskiwanego dzigki zastosowaniu specjalnych technik barwienia. Kazda
para chromosomow ma specyficzny, charakterystyczny dla siebie, uktad poprzecznych
prazkow, roznigcych sig wielkoscia 1 intensywnoscia zabarwienia. Liczba uzyskanych
prazkéw w standardowym badaniu kariotypu (zazwyczaj 450-550) wptywa na czutosé
badania i wielko$¢ rozpoznawanych aberracji. W praktyce oznacza to, ze najmniejsza
zmiana wykryta ta metoda to okoto 5 Mb. Niekiedy, przy zastosowaniu technik o
wysokiej rozdzielczosci (HRT; ang. High Resolution Techniques), przy uzyskiwanej
liczbie 550-850 prazkow, mozna wykazaé obecno$¢ aberracji o wielkosci nawet 3 Mb.

W latach 80. ubiegltego wieku, w zwiazku z dynamicznym rozwojem i
automatyzacja  technik  biologii  molekularnej (technika PCR, klonowanie,
sekwencjonowanie), powstala nowa galaz genetyki — cytogenetyka molekularna.
Wykorzystuje ona osiagnigcia biologii molekularnej, takie jak klonowanie i automatyczne
powielanie sklonowanych fragmentow DNA metoda PCR. Uzyskane w ten sposob
wybrane sekwencje DNA wykorzystywane sa jako sondy molekularne, komplementarne
do odpowiednich fragmentow DNA, co stanowi podstawe techniki fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH; ang. Fluorescence In Situ Hybridization), MLPA (ang.
Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification), a takze poréwnawczej hybrydyzacji
genomowej (CGH; ang. Comparative Genomic Hybridization). Zdecydowanie najszersze

zastosowanie maja techniki array-CGH oraz SNP-array, umozliwiajace analiz¢ calego
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genomu z praktycznie dowolna rozdzielczoscia. W tabeli 4 porownano rozdzielczos¢

r6znych technik cytogenetyczno-molekularnych stosowanych obecnie w diagnostyce NI.

Tab.4. Techniki cytogenetyczne i cytogenetyczno-molekularne stosowane w diagnostyce
NI (za [146], zmienione)

Technika Rozdzielczo$¢
Analiza kariotypu (550 prazkow) >5 Mb
Analiza kariotypu metoda HRT
(800 prazkow) 23 Mb
Metoda HR-CGH >3 Mb
Metoda FISH 0,04-0,25 Mb
Metoda MLPA >0,04 Mb
aCGH z sondami BAC >1 Mb
aCGH z sondami >0,001 Mb (ér. 3-100 kb)
oligonukleotydowymi

Jedna z pierwszych technik cytogenetyki molekularnej, ktéra w znacznym stopniu
zwigkszyta rozdzielczos¢ wykrywanych aberracji, byta fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ. FISH stuzy do wykrywania w badanym materiale genetycznym okreslonej sekwencji
DNA za pomoca fluorescencyjnie znakowanych sond DNA. Nalezy podkresli¢, ze
niezb¢dnym warunkiem uzycia sond hybrydyzujacych do okre§lonego fragmentu
chromosomu jest uprzednie sformutowanie klinicznego podejrzenia obecnosci aberracji
tego regionu. Badanie polega na usunigciu cytoplazmy i utrwaleniu jader komorkowych
na szkietku podstawowym. Fluorescencyjna sonda jest nanoszona na preparat i cato$¢
poddawana jest krotkotrwatej denaturacji w podwyzszonej temperaturze, a nastepnie
kilkugodzinnej  hybrydyzacji. Kolejnym etapem jest usunigcie nadmiaru
niezhybrydyzowanej sondy przez kilkukrotne odptukanie preparatu i uwidocznienie jader
komorkowych barwnikiem specyficznym dla DNA (np. DAPI lub jodek propidyny). Tak

przygotowany preparat mozna analizowac¢ pod mikroskopem fluorescencyjnym (Ryc.1.).
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Ryc. 1. Interfazowe jadro limfocytu wybarwione DAPI z sygnatami fluorescencyjnymi z
chromosomu 13 (zielony, sonda znakowana fluoresceing) i 21 (czerwony, sonda
znakowana rodaming) (za http://www.ask.com/wiki/Fluorescence_microscope)

W zaleznosci od typu wykorzystanych sond, FISH znajduje zastosowanie w detekcji
konkretnych mutacji, miejsc pgknig¢ chromosomoéw, czy doktadnej analizie translokacji.
Mozemy wyr6zni¢ sondy: centromerowe, telomerowe, malujace, prazkowo specyficzne 1
specyficzne dla danych regionéw chromosomoéw oraz specyficzne dla rDNA. Czgsto,
wielko$¢ zmiany moze by¢ na tyle mata, ze dopiero zastosowanie techniki FISH
umozliwia jej wykrycie i postawienie odpowiedniego rozpoznania klinicznego. Metoda ta
stosowana jest rowniez w celu potwierdzenia zmiany wczesniej wykrytej innymi
technikami. Podobnie jak w przypadku klasycznego kariotypu, liczba analizowanych
komorek stanowi wazny element jakosci badania FISH. Zaréwno z punktu widzenia
naukowego, jak i diagnostycznego, istotne jest takze wykorzystanie techniki FISH do
okre$lenia minimalnej wielkosci tzw. regionu krytycznego, warunkujacego okreslony
zespot kliniczny. Umozliwia to zawgzenie badanego regionu i wskazanie tzw. genow
kandydujacych, odpowiedzialnych za okreslone objawy kliniczne.

Rozwdj technik diagnostycznych pozwolit na opracowanie alternatywnej metody
badania delecji i duplikacji, a mianowicie techniki MLPA (ang. Multiplex Ligation-
Dependent Probe Amplification). Jest to metoda molekularna opracowana w 2002 roku
przez firm¢ MRC/Holland, ktora jest oparta o ligacje i amplifikacj¢ zhybrydyzowanych
do DNA sond. Procedura zaczyna si¢ od denaturacji genomowego DNA. Kolejnym
krokiem jest hybrydyzacja matrycy z sondami, a nastgpnie ligacja sond przy pomocy
enzymu - ligazy. Drugim etapem jest reakcja PCR z uzyciem wspdlnych starterow (z
ktorych jeden jest znakowany fluorescencyjnie). Podczas PCR dochodzi do amplifikacji
DNA sond, ktérych fragmenty ulegly ligacji. Ostatnim krokiem jest rozdziat produktow
na sekwenatorze kapilarnym. Cata procedura przedstawiona jest na rycinie 2 [71]. Istotna
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modyfikacja techniki MLPA jest tzw. MS-MLPA (ang. Methylation-Specific MLPA)
umozliwiajacy analize stanu metylacji m.in. w regionie krytycznym zespotow Pradera-
Willi’ego i Angelmana [71,112]. Niewatpliwa zaleta MLPA jest duza liczba
analizowanych loci w pojedynczym badaniu. Liczba produktow takiej reakcji jest
proporcjonalna do liczby badanych regionow DNA. Najszersze wykorzystanie metoda ta
znalazta w diagnostyce submikroskopowych aberracji subtelomerowych stanowiac
alternatywe¢ dla bardziej czaso- 1 pracochlonnej techniki FISH. Liczne pozycje
piSmiennictwa Wskazuja na uzytecznos¢ i skutecznos¢ metody MLPA w diagnostyce NI o
nieznanej etiologii [83,114,127]. Udowodniono takze skuteczno$¢ techniki MLPA w
diagnostyce znanych zespotéw mikrodelecji, takich jak zespot delecji 1p36, zespot
Williamsa, DiGeorge’a, Sotosa lub Millera-Diekera poprzez poréwnanie metody z
badaniem FISH i wykazanie pelnej zgodnosci obu technik [34]. Nalezy zaznaczy¢, ze
technika MLPA wumozliwia badanie w kierunku wielu zespotow genetycznie
uwarunkowanych w ramach jednego testu diagnostycznego. Technika ta jest tez znacznie
tansza od konkurencyjnej techniki FISH [71]. Liczba publikacji dotyczacych techniki
MLPA lub opisujacych eksperymenty z wykorzystaniem tej metody stale rosnie, CO
potwierdza uzyteczno$¢ oraz wiarygodnos¢ MLPA w diagnostyce NI oraz innych wad

wrodzonych.

28



1. Denaturacja i hybrydyzacja

sekwencja startera X 5Eh..-.ren|:ja startera ¥

2. Ligacja

' P v f

3. PCR z uniwersalnymi starterami
X b
— ———
——————————
—— e

4. Analiza fragmentow

Ryc. 2. Procedura MLPA (za http://www.mlpa.com, zmienione)

Glownym ograniczeniem wynikajacym z zastosowania techniki FISH oraz w
mniejszym stopniu MLPA, jest konieczno$¢ wczesniejszego okre§lenia konkretnego
rozpoznania klinicznego. Tymczasem, zwlaszcza u noworodkow lub niemowlat, jest to
bardzo trudne ze wzgledu na czgsto malo charakterystyczny obraz kliniczny,
niespecyficzne cechy fenotypowe, wspdlne dla réznych zespotdow genetycznych [91].
Problem ten zostal rozwiazany dzieki wprowadzeniu do diagnostyki innowacyjnej metody
porownawczej hybrydyzacji genomowej (CGH; ang. Comparative Genomic
Hybridization) oraz jej modyfikacji. Inaczej niz w badaniu FISH, badanie metoda CGH
umozliwia identyfikacje zmian w genomie bez uprzedniego podejrzenia obecnosSci
konkretnej zmiany. Dzigki tej metodzie mozliwa jest ocena wszystkich chromosomow w
jednym badaniu. Technika CGH polega na hybrydyzacji do prawidtowych chromosomow
metafazowych dwoéch genomowych DNA, badanego i kontrolnego, wyznakowanych
fluorescencyjnie i zmieszanych ze soba [81]. W cytogenetyce klinicznej, technika CGH

znalazta zastosowanie poczatkowo jako HR-CGH (ang. High-Resolution CGH).
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Umozliwito to badanie genomu z dokladnoscia do 3 Mb, co przyczynilo si¢ do
identyfikacji submikroskopowych rearanzacji chromosomowych u okoto 10% chorych z
prawidlowym kariotypem oraz obecnoscia wad wrodzonych i NI o nieustalonej etiologii
[111]. Dalszy rozwoéj technologii zaowocowal wprowadzeniem Klonow bakteryjnych
(BAC; ang. Bacterial Artificial Chromosome) zamiast wczeSniej stosowanych
chromosomoéw metafazowych. Rozwiazanie to znacznie zwigkszylo rozdzielczo$é
badania, zalezna od liczby zastosowanych klonéw i odlegtosci miedzy nimi w genomie.
Kluczowy wplyw na dalszy rozwoéj techniki CGH miato poznanie sekwencji genomu
ludzkiego. Naukowcy zdawali sobie sprawe, ze genom r6zni si¢ migdzy poszczegdlnymi
ludZzmi. Poczatkowo sadzili jednak, ze w bardzo niewielkim stopniu. Kilka lat pdzniej,
migdzynarodowe badania dowiodly, ze roznice te sa znacznie wigksze. Do niedawna
skupiano si¢ jedynie na polimorfizmach pojedynczych nukleotydow (SNP; ang. Single
Nucleotide Polymorphism). W trakcie kilkuletnich badan udato si¢ jednak znalez¢é ponad
1500 roznic dotyczacych rowniez duzych fragmentow DNA, ktore tacznie obejmuja az
12% genomu ludzkiego. Czgsto polegaja one na powieleniu catych gendéw lub ich
fragmentow, a takze na ich delecjach. Te duze roznice w DNA, okreslane sa jako
zjawisko zmiennosci liczby kopii (CNV; ang. Copy Number Variations). Przyjgto, ze
CNV sa wigksze od 1 kb. Ocenia si¢, ze CNV w wigkszym stopniu niz zmiany
pojedynczych nukleotydow moga odgrywaé rolg w patogenezie chordéb [103]. Wraz z
nowym odkryciem zastapiono wczesniejsze sondy BAC sondami oligonukleotydowymi,
co zwigkszylo rozdzielczo$¢ oraz umozliwilo identyfikacj¢ wielu niestwierdzanych
dotychczas nieprawidlowosci, ktore moga by¢ odpowiedzialne za NI i inne wady
wrodzone. W ten sposOb zapoczatkowano technik¢ poréwnawczej hybrydyzacji
genomowej do mikromacierzy (array-CGH, aCGH). Metoda obejmuje hybrydyzacjg
genomowego DNA pacjenta i kontroli (znakowanych dwoma roéznymi barwnikami
fluorescencyjnymi), do sond utrwalonych na specjalnych szkietkach, zwanych
mikromacierzami. Badania przeprowadzane z zastosowaniem metody aCGH umozliwiaja
jednoczesna identyfikacje aneuploidii, duplikacji, delecji z rozdzielczo$cia limitowana
wylacznie liczba oraz wielkoscia sond uzytych do konstrukcji mikromacierzy. Technika
aCGH jest wykorzystywana glownie w diagnostyce klinicznej chorych z
niepetnosprawnoscia intelektualna, wadami rozwojowymi 1 dysmorfia. Nalezy podkreslic,
7e wraz ze wzrastajaca rozdzielczo$cia stosowanych mikromacierzy, zwigksza si¢ odsetek
chorych, u ktorych stwierdzano obecno$¢ aberracji [129]. Podstawowa wada aCGH jest

niemozno$¢ identyfikacji w badaniu translokacji zréwnowazonych lub inwersji, czyli
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takich aberracji chromosomowych, ktore nie wiaza si¢ z utrata lub nadmiarem materiatu
genetycznego. W takiej sytuacji swoje zastosowanie znajduje technika SNP-array, ktorej
innowacyjno$cia, oprocz identyfikacji zmian pojedynczych nukleotydow, jest takze
mozliwo$¢ wykrycia zroéwnowazonych translokacji chromosomowych. Duzym
wyzwaniem jest interpretacja kazdego nieprawidtowego wyniku badania metoda aCGH
oraz SNP-array ze wzgledu na wystgpowanie ogromnej liczby sekwencji polimorficznych
(CNV) w populacji ludzkiej. Wobec tego, zidentyfikowana zmiana moze by¢ zmiang
niepatogenng w odniesieniu do obecnych u pacjenta objawow. Dotyczy to zwlaszcza
sytuacji, gdy zmiana jest mala (ponizej 1 Mb) lub ta sama aberracja identyfikowana jest u
niewykazujacego objawow klinicznych cztonka rodziny lub jest zmiana ,tagodna”

stwierdzana w populacji 0sob zdrowych (polimorfizm).

250 ng genomowego DNA
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Ryc. 3. Procedura badania technika mikromacierzy SNP-array
(za http://www.gladstone.ucsf.edu/gladstone/site/genomicscore/section/1919, zmienione)

1.5 Algorytm postepowania diagnostycznego u pacjentow z NI

NI czgsto sprawia wiele problemow diagnostycznych w praktyce klinicznej.
Zaproponowany algorytm postgpowania diagnostycznego w przypadku stwierdzenia
opOznienia rozwoju psychomotorycznego moze przyczyni¢ si¢ do lepszego
usystematyzowania diagnostyki réznicowej oraz identyfikacji rodzin ryzyka
genetycznego. Zaréwno w izolowanej, jak 1 zespotowej postaci NI, kluczowym
elementem badania chorego dziecka jest, poza wywiadem i analiza rodowodu, ocena

rozwoju psychomotorycznego. Wynik tej oceny stanowi podstawe do wstepnego
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zakwalifikowania chorego do dalszych badan diagnostycznych: dodatkowych badan
obrazowych oraz biochemicznych, ktére umozliwiaja wysunigcie wstgpnego podejrzenia
choroby o0 etiologii genetycznej lub S$rodowiskowej. W przypadku podejrzenia
genetycznie uwarunkowanej NI, algorytm postgpowania diagnostycznego sugeruje w
pierwszej kolejnosci wykonanie badania z wykorzystaniem klasycznych technik
prazkowania chromosoméw. W przypadku obecnosci cech klinicznych lub fenotypu
odpowiadajacemu znanemu zespolowi mikrodelecji, nalezy w dalszej kolejnosci
przeprowadzi¢ badanie z zastosowaniem technik cytogenetyki molekularnej (FISH lub
MLPA). W przypadku podejrzenia zespotu jednogenowego, stosuje si¢ odpowiednie
techniki biologii molekularnej (np. sekwencjonowanie wybranego genu). Prawidlowy
wynik czesto nie wyklucza w sposob jednoznaczny podloza genetycznego choroby,
nalezy wigc w nastepnej kolejnosci przeprowadzi¢ badanie aCGH lub SNP-array, ktore
umozliwia wykrywanie delecji subtelomerowych lub innych mikroaberracji z wicksza
rozdzielczo$cia. Diagnostyka metoda mikromacierzy sugerowana jest rowniez w
przypadku pacjentdow z niejednoznacznym rozpoznaniem lub z dyskretnymi cechami
dysmorfii. Proces diagnostyczny powinien by¢ zawsze zakonczony udzieleniem rodzinie
chorego dziecka porady genetycznej. Algorytm postgpowania w przypadku podejrzenia

genetycznie uwarunkowanej NI przedstawiono na rycinie 4.

‘ Analiza kariotypu ‘
re ~a

‘ Brak rozpoznania ‘ ‘ Rozpoznanie aberracji chromosomows) ‘

l l l ewentualnie

Praba ustalenia diagnozy kliniczne

J \ ‘ Forada genetyczna ‘ ‘ Analiza kariotypu u rodzicow ‘

Choroba jednogenowa —

Zespaoty mikrodelecji l
sekwencjonowanie wybranego genu

rearanzacje subtelomerowe
(analiza FISH, MLPA)

v v

‘ Forada genetyczna ‘

‘ Porada genetyczna ‘ ‘ Brak rozpoznania ‘ ‘ Porada genetyczna ‘

Analiza array- CGH/SNP-array

Ryc. 4. Algorytm postgpowania u pacjentéw z NI
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2 Cele pracy

Niepelosprawno$¢ intelektualna jest wynikiem zlozonych proceséw majacych
wplyw na funkcjonowanie uktadu nerwowego. Szacuje sig, ze 25-35% przypadkow NI
ma podloze genetyczne. Okreslenie genetycznej etiologii NI ma ogromne znaczenie dla
poradnictwa genetycznego pacjentow oraz ich rodzin. W zwiazku z powyzszym cele

pracy obejmuja:

1. Identyfikacje submikroskopowych rearanzacji chromosomowych u pacjentow z
niepelnosprawnoscia intelektualna.

2. Poszukiwanie  Kkorelacji ~ genotypowo-fenotypowych  u  pacjentow  z
niepelnosprawno$cia intelektualng i wykrytymi submikroskopowymi rearanzacjami
chromosomowymi.

3. Ustalenie uzytecznosci wybranych technik biologii molekularnej w diagnostyce

przyczyn niepetnosprawnosci intelektualnej.
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3 Pacjenci, metody i materialy

3.1 Charakterystyka grupy badanej

Lacznie analizowano 162 pacjentéw z NI oraz innymi wspotistniejacymi wadami
wrodzonymi (61 pici zenskiej oraz 101 plci meskiej), w wieku 0-36 lat. W grupie
pacjentow wiaczonych do badan, 96 0sob bylo przypadkami sporadycznymi, natomiast w
66 przypadkach NI wystgpowala rodzinnie. Grupg badana stanowily osoby z izolowana
(18) lub zespotowa (66) forma NI, rekrutowane gldwnie sposrod pacjentow NZOZ
Centrum Genetyki Medycznej Genesis w Poznaniu, a takze z innych osrodkéw w Polsce.
Pacjenci ci prezentowali rozny stopien NI, od lekkiego do glebokiego (Tab.5.), ktory
zostal okre§lony przez neuropsychologéw w oparciu o zalecenia Swiatowej Organizacji
Zdrowia. U niektorych pacjentoéw wykonano kilka roznych badan (np. analiz¢ MLPA w
kierunku znanych zespotéw mikrodelecji lub rearanzacji regionow subtelomerowych, a
nastgpnie badanie aCGH/SNP-array). Do badan zakwalifikowano osoby, ktore §wiadomie
wyrazily na nie zgodg, a w przypadku niemoznos$ci wyrazenia swiadomej zgody na udziat
w badaniach przez pacjenta, zgoda na przeprowadzenie badan byla podjeta przez jego
prawnych opiekundow. Uzyskano rowniez zgodg Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego na wykonanie badan. Glownym kryterium
wilaczenia do badan byla obecnos¢ izolowanej niepetnosprawnosci intelektualne;
(sporadycznej oraz rodzinnej), jak rowniez NI wspotwystepujacej z wadami wrodzonymi

i cechami dysmorfii.

Tab.5. Liczbowy rozktad pacjentdow z roznymi stopniami NI

Stopien NI Liczba pacjentéw
lekki 74

umiarkowany 20

znaczny 17

gleboki 7

nieznany ze wzgledu na zbyt niski wiek 44

pacjentow (wystepuje opoznienie rozwoju)
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3.2 Metody badawcze

3.2.1 Badania kliniczne

Badaniom klinicznym, cytogenetycznym oraz molekularnym poddano tacznie 162
pacjentow. Wstepne badania kliniczne, pozwalajace na dobdr odpowiedniej diagnostyki
obejmowaty:

e wywiad rodzinny przeprowadzony przez lekarza genetyka (ze szczegdlnym
uwzglednieniem wystapienia w rodzinie NI lub innych wad wrodzonych),

e pokrewienstwo rodzicow,

e przebieg ciazy z pacjentem (w tym ekspozycje na czynniki teratogenne,
stosowanie lekow oraz infekcje przebyte przez matkg w okresie ciazy),

e przebieg porodu,

e rozw0j psychomotoryczny pacjenta,

e przeglad dotychczasowej dokumentacji medycznej pacjenta,

e badanie przedmiotowe pacjenta.

Analiza caloéci obrazu klinicznego pacjenta i wynikéw badan dodatkowych
stuzyta ustaleniu rozpoznania i zaplanowaniu dalszej indywidualnej diagnostyki
genetycznej, stuzacej do wykrycia przyczyny NI. W zaleznosci od postawionego
rozpoznania klinicznego, pacjentow kwalifikowano do odpowiednich badan
genetycznych. U wszystkich pacjentow na poczatku wykonano przesiewowe badanie

kariotypu.

3.2.2 Materiat biologiczny do badan

Od pacjentow zakwalifikowanych do badan, zabezpieczono materiat biologiczny.
Do analizy pobierano krew obwodowa do probowki z antykoagulantem:
e 5-10 ml sterylnie pobrane na heparyng w celu analizy kariotypu,
e 5-10 ml pobrane na EDTA (z wyjatkiem noworodkoéw i niemowlat, od ktérych
pobierano 1-2 ml) w celu izolacji DNA, stanowiacego wyjsciowy material do

badan molekularnych.
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W przypadkach sporadycznych, jesli istniata taka mozliwos¢, krew byta pobierana
réwniez od obojga rodzicow pacjenta. Natomiast w przypadkach rodzinnych, krew
pobierana byta dodatkowo od wszystkich dostepnych krewnych pacjenta z NI, a takze od

obojga rodzicow.

3.2.3 Badania kariotypu

Pacjenci z prawidlowym wynikiem kariotypu lub zréwnowazona aberracja
chromosomowa, kwalifikowani byli do dalszych badan molekularnych, w celu
znalezienia przyczyny NI. Dwie pacjentki, mimo obecnos$ci niezrOwnowazonych zmian w
analizie kariotypu, zakwalifikowano do badan SNP-array. Takie postgpowanie wynikato z
koniecznosci bardziej szczegdétowej analizy miejsc peknie¢ w poszczegdlnych
chromosomach, gdyz wynik kariotypu nie wskazywal na doktadny rodzaj i obszar

zmiany.

3.2.4 Przygotowanie DNA do badan molekularnych

3.2.4.1 lzolacja genomowego DNA

Izolacj¢ DNA przeprowadzano metoda detergentowa z 1-10 ml krwi. W
pierwszym etapie przeprowadzano wstepna liz¢ erytrocytow dodajac do krwi 20 ml
buforu do lizy. Cato$¢ mieszano przez odwracanie proboéwki. Mieszaning wirowano w
temperaturze 20°C, przez 10 minut przy predkosci 3600 rpm. Supernatant usuwano
pozostawiajac zawiesing na dnie probowki. Osad leukocytéw przemywano 3-krotnie 20
ml buforu 1XTKM, a nastegpnie po kazdym przemyciu wirowano przy predkosci 3400 rpm
przez 10 minut. Osad zawieszano w 800 pl buforu 1x TKM, a nast¢pnie rozbijano, po
czym dodawano 400 pl 10% roztworu SDS. Mieszaning inkubowano 10 minut w
temperaturze 60°C. Po inkubacji do mieszaniny dodawano 800 pul 5M roztworu NacCl i
silnie wytrzasano. Cato$¢ wirowano w temperaturze 20°C, przez 30 minut przy predkosci
9500 rpm. Supernatant przenoszono do nowych probowek, a nast¢pnie dodawano 8 ml
96% etanolu i inkubowano przez 30 minut. Wytracony DNA przenoszono do nowych

probowek, a nastepnie 2-krotnie przemywano 1 ml 70% etanolu, kazdorazowo wirujac
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catos¢ w temperaturze 20°C, przez 10 minut przy predkosci 9200 rpm. Usuwano

supernatant, a osady DNA suszono w 37°C, po czym rozpuszczano je w 500 ul buforu TE.

3.2.4.2 Ocena jakoSciowa i iloSciowa DNA po izolacji

Wyizolowany DNA poddawano ocenie iloSciowej oraz jakoSciowej poprzez
pomiar jego stezenia oraz rozdzial elektroforetyczny roztworu wysokoczasteczkowego
DNA w obecnosci standardu wielkosci (Lambda DNA/HindlIl). Elektroforeze
prowadzono w buforze 1XTAE, w 0,8% zelu agarozowym zawierajacym bromek etydyny
(1pg/ml), przy napigciu 60V, przez 2 godziny. Rozdziat elektroforetyczny oceniano w
swietle UV za pomoca systemu dokumentacji zeli BioDoc-1t ”Mmaging System. Stezenie
rozpuszczonego DNA mierzono przy dtugosci fali 260nm, 280nm oraz 320nm, przy
pomocy urzadzenia NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Stosunek absorbancji

A260/A280 pozwolit na okreslenie stopnia zanieczyszczenia roztworu DNA biatkami.

3.2.5 Badania MLPA

Regiony genomowe, ktorych zmiana liczby kopii zwiazana jest z NI oraz
towarzyszacymi wadami, badano za pomoca techniki MLPA. Reakcj¢ MLPA
wykonywano przy uzyciu 3 zestawow sond komercyjnych firmy MRC-Holland:

e SALSA MLPA P245 Microdeletion Syndromes — 1 (delecje/duplikacje obecne w
nast¢pujacych zespotach mikrodelecji: zespot delecji 1p36, delecja 2pl6, delecja
3029, delecja 9922.3, zespot delecji 15924, delecja 17921, zespot Phelan-McDermida,
zespot  krzyku kota, zespot DiGeorge’a, zespot DiGeorge’a (region 2),
zespot Langera-Giediona, zespot Millera-Diekera, Nerwiakowtokniakowato$¢ typu I,
zespot Pradera-Willi’ego/Angelmana, duplikacja MECP2/X28, zesp6t Rubinsteina-
Taybi’ego, zespdt Smitha-Magenisa, zespot Sotosa, zespot WAGR, zespot Williamsa,
zespot Wolfa-Hirschhorna),

e SALSA MLPA P036 Human Telomere - 3 (delecje/duplikacje regionow
subtelomerowych),

e SALSA MLPA P070 Human Telomere - 5 (delecje/duplikacje regionow

subtelomerowych).
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Reakcje MLPA wykonano wedtug z nastgpujacego protokotu:

1. Denaturacja:

Przygotowywano 5 ul wodnego roztworu DNA pacjenta o st¢zeniu 50 ng/ul, a nastgpnie
podgrzewano do 98°C przez 8 minut, po czym schtadzano probki do 25°C przed
otwarciem pokrywy termocyklera.

2. Hybrydyzacja:

Do kazdej probki DNA dodawano mieszaning sktadajaca si¢ z 1,5 ul buforu do
hybrydyzacji oraz 1,5 ul sond. Cato$¢ podgrzewano do 95°C przez 1 minutg, po czym
inkubowano w 60°C przez 16 godzin.

3. Ligacja

Do kazdej probki dodawano 32 pl mixu L65 (3 ul buforu A + 3 pul buforu B + 25 ul wody
+ 1 pl ligazy 65), nastgpnie inkubowano 15 minut w 54°C, po czym ogrzewano w 98°C
przez 5 minut.

4. Amplifikacja

10 pl mieszaniny ligacyjnej przenoszono do nowych probowek i dodawano 4 pl buforu
oraz 26 pl wody, a nastgpnie inkubowano 2-3 minuty w 60°C. Do inkubowanych w 60°C
probek dodawano 10 pl mieszaniny do reakcji PCR (2 pl starteréw + 2 pl buforu
rozpuszczajacego + 5,5 ul wody + 0,5 pul polimerazy DNA). Reakcj¢ PCR

przeprowadzano wedtug programu:

95°C 30s

60°C 30s  x 35cykli
72°C 60s

72°C 20min.

4°C 0

Rozdziat produktéw przeprowadzano na sekwenatorze 3730 DNA Analyzer firmy Applied
Biosystems. Wyniki analizowano przy uzyciu programu Peak Scanner™ Software firmy

Applied Biosystems.

3.2.6 Badania metoda SNP-array oraz aCGH

Badania metoda SNP-array oraz aCGH wykonywano zgodnie z protokotem
producentéw. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz dokladny sktad niektoérych odczynnikéow nie

jest podany w tej pracy, gdyz stanowi tajemnice handlowa producenta.

38



3.2.6.1 Badania metoda SNP-array

Badania SNP-array wykonywano na platformach Illumina (HumanCytoSNP-12
BeadChip, 300k) oraz Affymetrix (Genome-Wide Human SNP Array 6.0, 1M). Osobne

procedury badania dla obu typow SNP-array przedstawiono ponize;j.

HumanCytoSNP-12 BeadChip (Illumina)

1. Amplifikacja DNA
Przygotowywano 4 pl DNA pacjenta (o stgzeniu 50 ng/ul), nastgpnie dodawano 20 pl

odczynnika MA1 oraz 4 pl 0,1 M NaOH. Calos¢ wytrzasano przy 1600 rpm przez 1
minutg i wirowano przez 1 minutg przy predkosci 280 X g, a nastgpnie inkubowano przez
10 minut w temperaturze pokojowej. Dodawano 34 pl odczynnika MA2 oraz 38 pl
odczynnika MSM, wirowano, a potem wytrzasano jak wyzej. Probki inkubowano przez
20-24 godzin w temperaturze 37°C.

2. Fragmentacja DNA

Do probek dodawano 25 pl odczynnika FMS, wytrzasano przez 1 minutg przy 1600 rpm,
po czym wirowano w temperaturze 22°C przez 1 minute przy predkosci 50 x g. Catos¢
inkubowano w temperaturze 37°C przez 1 godzing.

3. Precypitacja

Do probek dodawano 50 pl odczynnika PM1, wytrzasano przy 1600 rpm przez 1 minutg i
inkubowano calo$¢ przez 5 minut w temperaturze 37°C, potem wirowano w temperaturze
22°C przez 1 minutg przy predkosci 50 X g. Dodawano 155 pl 100% 2-propanolu i
doktadnie mieszano zawarto$¢ probki, a nastgpnie inkubowano w temperaturze 4°C przez
30 minut. Po tym czasie, probki wirowano w temperaturze 4°C przez 20 minut przy
predkosci 3000 x g. Zlewano supernatant, a osady DNA suszono. Osady zawieszano w 23 pl
odczynnika RAL, a potem inkubowano w temperaturze 48°C przez 1 godzing. Probki
wytrzasano przez 1 minutg przy 1800 rpm, po czym krétko wirowano przy predkosci 280 x g.
4. Hybrydyzacja

Probki denaturowano w 95°C przez 20 minut, a nastgpnie krotko wirowano przy 280 rpm.
Naktadano 15 pl probki na szkietko mikromacierzowe i umieszczano je w komorze
hybrydyzacyjnej. Inkubacja byta prowadzona w temperaturze 48°C przez 16 godzin.

5. Plukanie

Po hybrydyzacji, szkietko mikromacierzowe ptukano w 150 ml buforu PB1 przez 1 minute.
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6. Znakowanie

Podgrzewano 150 ml buforu PB1, w ktorym bylo szkietko mikromacierzowe, do 44°C, a
nastgpnie dodawano do niego odczynniki w nastgpujacej kolejnosci:

- 150 pl RA1 i inkubowano przez 30 sekund (powtarzano 5 razy)

- 450 pl XC1 i inkubowano przez 10 minut

- 450 pl XC2 i inkubowano przez 10 minut

- 200 pl TEM i inkubowano przez 15 minut

- 450 pl 95% formamidu/ImM EDTA i inkubowano przez 1 minute (powtarzano 2 razy)

- 450 ul XC3 i inkubowano przez 1 minute.

Szkietko mikromacierzowe wkladano do naczynia zawierajacego 310 ml buforu PBI, a
nastgpnie krotko wytrzasano i inkubowano przez 5 minut. PO tym czasie mikromacierz
przenoszono do naczynia zawierajacego 310 ml odczynnika XC4, a potem krotko
wytrzasano 1 inkubowano przez 5 minut. Szkietko suszono w eksykatorze prézniowym
przez 50 minut.

7. Skanowanie

Mikromacierz skanowano przy uzyciu skanera iScan.

8. Analiza danych

Uzyskane wyniki analizowano przy pomocy oprogramowania GenomeStudio, jak rowniez
z wykorzystaniem internetowych baz danych opartych na wersji HG18 (Database of
Genomic Variants, Decipher, Ensemble Genome Browser, UCSC Genome Browser).

Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (Affymetrix)

1. Trawienie DNA

Przygotowywano roztwor wodny DNA pacjenta o stezeniu 50 ng/pl. Nastgpnie
przeprowadzano dwie oddzielne reakcje trawienia z enzymami restrykcyjnymi Sty 1 i Nsp
I. Do kazdej reakcji pobierano 5 ul DNA (w sumie 250 ng) i dodawano 14,75 ul
Digestion Master Mix o nastgpujacym sktadzie:

Sty | Digestion Master Mix: Nsp | Digestion Master Mix:
NE Buffer 3 (10x): 2 pl NE Buffer 2 (10x): 2 ul

BSA (100x; 10 mg/ml): 0,2 pl BSA (100x; 10 mg/ml): 0,2 pl
Sty I (10 U/ul): 1 pl Nsp I (10 U/ul): 1 pl

woda: 11,55 pl woda: 11,55 pl

Cato$¢ krotko wytrzasano i wirowano przy predkosci 2000 rpm przez 30 sekund.
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Mieszaniny trawiono wedlug nast¢pujacego programu:

37°C 120 min.
65°C 20 min.
4°C 0

Po fragmentacji probki wirowano przy predkosci 2000 rpm przez 30 sekund.

2. Ligacja
Do kazdej mieszaniny dodawano 5,25 ul Ligation Master Mix o nastgpujacym sktadzie:

Sty | Ligation Master Mix: Nsp I Ligation Master Mix:

T4 Ligase Buffer (10x): 2,5 pl T4 Ligase Buffer (10x): 2,5 pl
Adaptor Sty I (50 uM): 0,75 ul Adaptor Nsp | (50 uM): 0,75 pl
T4 DNA Ligase (400U/ul): 2 ul T4 DNA Ligase (400U/ul): 2 ul

Probki krotko wytrzasano i wirowano przy predkosci 2000 rpm przez 30 sekund. Ligacje

prowadzono zgodnie z nast¢pujacym programem:

16°C 180 min.
70°C 20 min.
4°C 0

Po ligacji, mieszaniny wirowano przy predkosci 2000 rpm przez 30 sekund, a nastgpnie
dodawano do nich 75 ul wody.
3. Amplifikacja

W celu amplifikacji przygotowywano mieszaning o nastepujacym sktadzie:

- mieszanina ligacyjna: 10 pl

- woda: 39,5 pl

- TITANIUM Tag PCR Buffer (10x): 10 ul

- GC-Melt (5 M): 20 pl

-dNTP (2,5 mM): 14 pl

- PCR Primer 002 (100 uM): 4.5 pl

- TITANIUM Tag DNA Polymerase (50x): 2 pl

Probki krotko wytrzasano 1 wirowano przy predkosci 2000 rpm przez 30 sekund. Reakcje

PCR przeprowadzano wedlug programu:

94°C 3min.

94°C 30s

60°C 455  x 30 cykli
68°C 15s

68°C 7min.

4°C o0

Po amplifikacji, pobierano 3 ul produktu PCR oraz 3 ul buforu obciazajacego i przeprowadzano

elektroforeze W 2% zelu agarozowym celem sprawdzenia efektywnosci trawienia.
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4. Oczyszczanie

Po amplifikacji, przygotowywano mieszaning o nastgpujacym sktadzie:

- produkt reakcji PCR (Sty 1): 100 pl

- produkt reakcji PCR (Nsp 1): 100 pl

Dodawano 1 ml czasteczek magnetycznych, mieszano, a nastgpnie inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 10 minut. Catos¢ przenoszono na filtry Millipore, po czym
wlaczano proznig (20-24 Hg), tak dlugo, az ciecz przeszta przez filtr. Na filtr naktadano
900 pl 75% etanolu, a potem wiaczano prézni¢ (20-24 Hg) przez 1-2 minuty. Dodawano
kolejne 900 ul 75% etanolu i wiaczano proznig (20-24 Hg) przez 10-15 minut. Czasteczki
magnetyczne ze zwiazanym DNA rozpuszczano w 55 pl buforu EB, a nastgpnie wiaczano
proznig (20-24 Hg) przez 5-15 minut. Eluat oczyszczonego DNA (ok. 45 ul) zbierano do
nowych probowek, po czym pobierano 2 pl kazdej probki w celu pomiaru st¢zenia DNA.

5. Fragmentacja

Do kazdej probki dodawano 5 pl Fragmentation Buffer, a nast¢pnie 5 ul Fragmentation

Reagent (0,1 U/ul). Mieszaning inkubowano zgodnie z nastgpujacym programem:

37°C 35 min.
95°C 15 min.
4°C 0

Sprawdzano 1,5 ul produktu fragmentacji dodajac do niego 4 pl buforu obciazajacego i
przeprowadzajac elektroforeze w 4% zelu agarozowym.

6. Znakowanie

Do kazdej probki dodawano 19,5 ul Labeling Master Mix o nastgpujacym sktadzie:

- TdT Buffer (5x): 14 pl

- DNA Labeling Reagent (30 mM): 2 ul

- TdT enzyme (30 U/ul): 3,5 ul

Probki krotko wytrzasano i wirowano przy predkosci 2000 rpm przez 30 sekund, a

nastgpnie inkubowano zgodnie z ponizszym programem:

37°C 4 godz.
95°C 15 min.
4°C oo

7. Hybrydyzacja

Do kazdej probki dodawano 190 ul Hybridization Master Mix i inkubowano zgodnie z

programem:
95°C 10 min.
49°C o
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Naktadano 200 pl zdenaturowanych probek na ptytke mikromacierzowa i hybrydyzowano
w 50°C przez 16-18 godzin.

8. Plukanie

Po hybrydyzacji mikromacierz ptukano wedtug nastepujacej kolejnosci:

- 6 cykli ptukan (5 wytrzasan/cykl) w buforze A, w temperaturze 25°C,

- 24 cykle ptukan (5 wytrzasan/cykl) w buforze B, w temperaturze 45°C,

- inkubowano w buforze SAPE przez 10 minut, w temperaturze 25°C,

- 6 cykli ptukan (5 wytrzasan/cykl) w buforze A, w temperaturze 25°C,

- inkubowano w Antibody Stain Solution przez 10 minut, w temperaturze 25°C,
- inkubowano w buforze SAPE przez 10 minut, w temperaturze 25°C,

- 10 cykli ptukan (6 wytrzasan/cykl) w buforze A, w temperaturze 30°C,

- inkubowano w Array Holding Buffer (25°C) do momentu skanowania.

9. Skanowanie

Mikromacierz skanowano przy uzyciu skanera GeneChip Scanner 3000 7G.

10. Analiza danych

Dane otrzymane podczas skanowania mikromacierzy byty przetwarzane przy pomocy
oprogramowania Genotyping Console. Oprogramowanie to pozwolito wygenerowac pliki
zawierajace informacje o sile sygnatu pochodzacego od kazdej z sond w oparciu o obrazy
otrzymane ze skanera. Dane analizowano réwniez w oparciu 0 internetowe bazy danych
oparte na wersji HG19 (Database of Genomic Variants, Decipher, Ensemble Genome

Browser, UCSC Genome Browser).

3.2.6.2 Badania metoda aCGH

Badania porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy wykonywano
na platformie NimbleGen przy uzyciu 135 tysiecy sond oligonukleotydowych (135K).
Analizy przeprowadzano na skanerze MS 200 Microarray Scanner firmy Roche.

Badanie aCGH wykonywano zgodnie z ponizszym protokotem:

1. Znakowanie barwnikami fluorescencyjnymi

Przygotowywano 2 mieszaniny sktadajace si¢ z:

- 40 pl wodnego roztworu DNA pacjenta o koncowym st¢zeniu 1pg oraz 40 pl barwnika Cy3.
- 40 pl wodnego roztworu DNA kontrolnego o koncowym st¢zeniu 1pg oraz 40 pl barwnika
Cys.
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Cato$¢ poddawano denaturacji w 98°C przez 10 minut, po czym do kazdej probki
dodawano 20 pul dNTP/Klenow Master Mix (10 pl 10mM dNTP mix + 8 pl wody + 2 pl
polimerazy Klenowa) i inkubowano w 37°C przez 2 godziny. W celu zatrzymania
aktywnosci polimerazy do wszystkich prébek dodawano 10 pul STOP Solution (0,5 M
EDTA), a nastepnie 11,5 ul 5 M NacCl.

2. Precypitacja znakowanego DNA

Do probek dodawano 110 pl 100% 2-propanolu, krotko wytrzasano, a nastgpnie
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Cato$¢ wirowano przez 10 minut
przy predkosci 12000 x g. Po wirowaniu usuwano supernatant, a osady przemywano 500
ul 80% zimnego etanolu i wirowano przez 2 minuty przy predkosci 12000 x g. Usuwano
supernatant, a osady DNA suszono i rozpuszczano w 25 pl wody. Nast¢pnie mierzono
stezenie kazdej wyznakowanej probki DNA (NanoDrop 2000, Thermo Scientific), po
czym mieszano ze soba 20 pg wyznakowanego DNA badanego oraz 20 pg DNA
kontrolnego. W dalszym etapie z kazdej probki odparowywano supernatant, a osady DNA
rozpuszczano w 3,3 pl buforu Sample Tracking Control.

3. Hybrydyzacja

Do 3,3 ul DNA rozpuszczonego w Sample Tracking Control dodawano 8,7 pl
Hybridization Solution Master Mix (5 pl 2 x Hybridization Buffer + 2,9 ul Hybridization
Component A + 0,8 ul Alignment Oligo). Probki inkubowano w 95°C przez 5 minut, a
nastgpnie naktadano na umieszczone w stacji hybrydyzacyjnej szkietko mikromacierzowe
i inkubowano w 42°C przez co najmniej 16 godzin.

4. Ptukanie

Po hybrydyzacji, szkietko mikromacierzowe ptukano kolejno w buforach: I — o
temperaturze 42°C (wytrzasano szkietko przez 2 minuty), II — 0 temperaturze pokojowej
(wytrzasano szkietko przez 1 minutg), III — o temperaturze pokojowej (wytrzasano
szkietko przez 15 sekund). Sktady buforow do ptukania podano ponizej:

Bufor I: woda: 225 mi
10 x Wash Buffet I: 25 ml
IMDTT: 25 ul

Bufor II: woda: 225 ml
10 x Wash Buffet 11: 25 mi
IMDTT: 25 ul

Bufor 1II: woda: 225 ml
10 x Wash Buffet I11: 25 ml
IMDTT: 25 ul
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W celu wysuszenia szkietka mikromacierzowego, wirowano je przez 1 minutg przy
predkosci 900 rpm, w wiréwce Microarray High Speer Centrifuge.

5. Skanowanie

Mikromacierz umieszczano w skanerze MS 200 Microarray Scanner i dokonywano
pomiaru fluorescencji przy dtugosci fali 532 nm (DNA znakowane Cy3) i 635 nm (DNA
znakowane Cy5) oraz rozdzielczos$ci 2 um.

6. Analiza danych

Wstepna analiz¢ parametrow technicznych oraz jako$ci badania przeprowadzano przy
uzyciu programu NimbleScan Software. Szczegétowa ocena kazdego chromosomu
odbywala si¢ przy pomocy programu Genoglyphix Software, za pomoca ktorego
dokonano graficznej prezentacji wykrytych zmian. Doktadna lokalizacja zmian podawana

byta wedtug koordynatu HG18.

3.2.7 Badania liczby kopii regionu genomowego metoda qPCR

Wykryte zmiany w badaniu SNP-array i aCGH u pacjentow oraz nosicielstwo tych
zmian u rodzicow, byly potwierdzane metoda ilosciowego PCR (gPCR; ang. quantitative
PCR).

Badania qPCR wykonywano na urzadzeniu LightCycler® 480 Real-Time PCR
System firmy Roche na ptytkach 96-dotkowych.

W obrebie kazdej weryfikowanej zmiany zaprojektowano 3 pary specyficznych
starterdw, za pomoca programu Primer 3.

Sktad mieszaniny reakcyjnej podano ponize;j:

- AmpliQ SYBR GREEN KIT (2x): 5 ul

- premix starteroOw (stezenie koncowe startera F + R =5 pmol/ul): 1 ul
- woda: 3 ul

- matryca DNA (rozcieficzona do stgzenia 50 ng/ul): 1 ul

Reakcjg¢ qPCR przeprowadzano wedtug programu:

95°C 3min.

95°C 30s

60°C 30s x40 cykli
72°C 60s

68°C 7min.

4°C o0
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Kazda reakcje qPCR przeprowadzano w trzykrotnym powtoérzeniu. Do kalibracji

ilosci kopii uzywano DNA kontrolnego, w ktérym wykluczono, w badaniu SNP-array i

aCGH, obecno$¢ zmian. Kontrole wewngtrzna stanowily dwa geny referencyjne:

albuminy (ALB) i czynnika VIII krzepnigcia krwi (F8). Pierwszy gen stanowit kontrole w

postaci dwoch kopii badanego regionu, natomiast F8 (zlokalizowany w chromosomie X)

byl zalezny od pici badanego pacjenta. W przypadku pilci meskiej, stanowil punkt

odniesienia rownoznaczny z jedna kopia badanego regionu, a u plci zenskiej wystgpowat

w dwoch kopiach. Do obliczenia wzglednej liczby kopii badanego regionu zastosowano

metod¢ AACt.

Tab.6. Sekwencje starterow uzytych do oceny liczby kopii badanych regionéw
wykonywanych metoda qPCR

Nazwa startera Sekwencja startera Region Rodzaj zmiany
chromosomowy
1F GGAATGCAGCTCTGAAGGTC 11g13.1 delecja
1R GTGGAAATTGCACCCCTAGA
2F TGGGCCTTTACAAAGGTGAG
2R GATTCACCCAAAGCTGGTGT
3F CGATCTCCTCACCCAGTGAT
3R ATGGGTCTGGCAGAGAGAGA
4F CCCACAAGCACACACTCACT 11913.3-q13.4 duplikacja
4R CATGTGCCCTCCAGCTTTAT
5F ACACTTCTGCCTGGCTGACT
5R GAGGTTCCAAGCTGGTGGTA
6F GCCCAACCTGTGGTTTCTTA
6R GAGATCTGCAGAAGGGCTTG
7F CCCGCTACTTCCTTCCCTAC 15q11.2 duplikacja
7R GGATGTGCTCACCACAGCTA
8F CCTCCAGTCCCCCAAATAGT
8R TACAACGAGTGTGCCTGCTC
9F AGTTGGGGTGTTGGCTACAG
9R CATAGCTGTGGGCTGAATGA
10F CCCATCTCCAGCAACCTAAA Xq21.1 delecja
10R CAATCTCCCCTAAACGGTGA
11F GAAGTTCAAGGCCATCCTGA
11R GACCTACTGGGGTCAAGCAA
12F GAACTAGGAGGGGGTCTTGG
12R CTTCTCGGGCTATCACAAGG
13F ACACTCACACCACACCCTCA 22q11.21 delecja
13R GCTGTCCTCCCTGCTGTAAG
14F GAGCTCAAGAGCACCTGGAC
14R GGGTGTCTGGATTGCAGAGT
15F ACTACACTGATCCGCACACG
15R GCGAAATAGGCGCAAACTAC
16F TTTCCCTAAGAAGGCTGGTG 1043-1q44 delecja
16R GCCAACCAGACCAAGTGAAT
17F CAGTTCCCATCCAGACACCT
17R AGCTCCATGCTGTCTCCAAT
18F AGCTGGGCCTAGTCTGTCAA
18R AGGGGCTCTCAGAAGGAATC
19F CTTGGCCAGTGATTCCATCT 5q31.2 duplikacja
19R CCCTAACCAGATGGGTGAGA
20F CGCCCAAGTTTCTAGAGTGC
20R GAAGTGGGTTGCTTGAGAGC
21F AACCTCACGCTGTAGCCAGT
21R GGAGCAGGGGAAAACATACA
22F TTGCTAAGGGAACGGAACAC 22q11.21 duplikacja
22R TGGAGGCCACGTGTACATAA
23F TAAGGGAGCTCCAAGGAACA
23R ACAATGAGGGTGGCTACCAG
24F TGCTCAACTGACAGGCAGAG
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24R TTTGGGAGTTCACCCAGAAG

25F CGTGGTGGATAAGGTTTTGG 15q11.2 delecja
25R GCAGTATGGCCATTCAACCT

26F GAACCTTACAGACGGGGACA

26R GCAGATGACCTTAGCCTTGC

27F CCTTCACCAAACAAGGAAGC

27R GGGAACTTGGAGCACAACAT

28F CCCCCAAATTCTACTCCATTG 16pl1l1.2 delecja
28R CCAAGTCTCCTTTGCTTTGC

29F TGTTGCAGTGAACGAAACAGA

29R GACCCAAGGCTCATGTCTTT

30F GCTAGAAAGGGAAGGGTAGGG

30R CAAATCGGGGCAATTAACAT

31F CCCTGCACAACAACCAGTTA 22911.21 duplikacja
31R TGATCATGTCAGCCTTTCAA

32F GGGCTAATTTGGGGGATAAG

32R CCCAAGGAACAGGGACTACA

33F AGCCAGTAAGTGGTGAAAGCA

33R AGCTGGGTCACCTTCCTCTT

34F TTTGAGACAAGGGGACACTG 2037.3 delecja
34R AGGCCAAGCTGAAATGTGTC

35F AGGAAGACACTGAGGCACGA

35R GTGCTAGGGGTATGGCAGAG

36F TCAAACTCTTTGCTTCTGAGC

36R TGGCCTCTGGTGTCTCTTTT

37F CCAGATTTCTGCTTTTTGCAT 10p15.3-10p15.1 duplikacja
37R AGATAAACCCTGTGTGCCTGA

38F CCCAAGGACAAAAGATCGAA

38R AACTGTGGGCTGGTTAATGG

39F TCTCAACAAAGACCAGCCCTA

39R TTTTGGAAACACACCGTACA

40F TGCTTTCTATGTGGCAGAGAC 9p24.3-9p22.2 delecja
40R ACTGAGATGGCAGCATGGTA

41F TGGAGGAGGGGGAACTCTTA

41R TCCATTGATGGACATTTCGTT

42F CATCGGAGCAGGCACTATTA

42R CTGACTTTTCAAAAAGCATTCA

43F TGAGCTTAAAGGGATAGTGGTG 9p22.2-9p12 duplikacja
43R CTTTGGAGTTCCCTGCTCTG

44F GAGAGTTGCTTTCAAGTCTTTGTC

44R GAAGCTGGATGGTGGTGATT

45F AATCAACAGAAAGGCAATGAAA

45R AACATTGGTTGAAAGTACTCAAAAA

46F GACTGCAGCAATGCAGAGAG 22913.33 delecja
46R CCGTGTATTCCCCATCTGAC

47F TAGAAGATCCCCAAGCAAGG

47R TGAGGTGTTGTCCTGGGTTC

48F CAATGGGCACAAAGTCACAG

48R TGGGGTACAGGGAGATGTTT

49F TCCCGGGAGGTCTACCTATT 15026.3 duplikacja
49R TGTTAACAGGGCCAGGAAAG

50F CTCACAGCCTGGTCCTTCTC

50R TCCCATCCCTCTTTCCTCTT

51F TTGATCCTGCCTTTGTTTCC

51R TCTCCTCGGCAGTGATTCTC

52F GGGCAAAGGCCTATCATACA 1921.1 delecja
52R CTCTGCAAAAAGCAGGAACC

53F AGCCTCCTGTGGGAATTCTT

53R TGAGCTTCCATTTTCCCAAC

54F CTGGTCCCATTGCTGAACTT

54R AGCCAGAAAGGACCACAGAA

55F AGGCTCCAGAACCAACTTGA 9034.11-9q34.13 delecja
55R TTTGGCAGAGATGAGTGTGC

56F CCTGGGAGAAAGTCCAATGA

56R AACGGATCAGTGGTTTCTGG

57F CCTGGGGCTCATGAAAGATA

57R GGGCCGTCTCTAATTTTTCC

ALB_F TGTTGCATGAGAAAACGCCA 4g13.3

ALB R GTCGCCTGTTCACCAAGGAT

F8_F GCCAAGAAGCATCCTAAAACTTG Xq26

F8_R GGCGAGGACTAAGGGAGCAT
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3.3 Materialy

3.3.1 Odczynniki

Tab.7. Wykaz wazniejszych odczynnikow

ODCZYNNIKI

Odczynnik Producent
Agaroza Sigma-Aldrich
Alkohol etylowy POCH Gliwice
AmpliQ SYBR GREEN KIT Novazym
Bromek etydyny Sigma-Aldrich
EDTA Sigma-Aldrich
Genome-Wide Human SNP Array 6.0 Affymetrix
Genome-Wide Human SNP Nsp/Sty Assay Kit 6.0 Affymetrix
HumanCytoSNP-12 BeadChip Kit [llumina
KCI Sigma-Aldrich
Marker Lambda DNA/HindlIl11 Fermentas
MqCl, Sigma-Aldrich
NaCl Sigma-Aldrich
Na,EDTA Sigma-Aldrich
NimbleGen Dual-Color DNA Labeling Kit Roche
NimbleGen Hybridization Kit, LS Roche
Nonidet”P40 Sigma-Aldrich
Nova DNA ladder 100bp Novazym
Reference DNA Promega
SALSA MLPA P036 Human Telomere-3 MRC-Holland
SALSA MLPA P070 Human Telomere-5 MRC-Holland
SALSA MLPA P245 Microdeletion Syndromes MRC-Holland
SDS Sigma-Aldrich
SNP 6 Core Reagent Kit Affymetrix
Tris Base Sigma-Aldrich
Tris HCI Sigma-Aldrich
2-propanol POCH Gliwice
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Tab.8. Wykaz buforéow sporzadzanych przez autora

BUFORY
Bufor TKM (10x):
Tris Base 3,025 g
Na,EDTA 3,729
Tris HCI 3,949
KCI 3,7259
MgCl,(6x H,0) 4.25 ml
H,0 uzupehi¢ do 1 L
Bufor TAE (10x):
Tris Base 48,4 ¢
Kwas octowy (p=1,6 g/ml) | 6,8 ml
EDTA 2,92 g
H,O uzupeli¢ do 1 L
Bufor do lizy (1x)
Nonidet®P40 37,5ml
IX TKM 962,5 ml

3.3.2 Internetowe programy komputerowe i bazy danych

W pracy autor korzystat z r6znego typu programéw oraz internetowych baz danych, ktore

przedstawiono ponizej:

e BLAST,; http://www.ensembl.org./Multi/blastview
e Database of Genome Variants (DGV); http://projects.tcag.ca/variation/

e Decipher; http://decipher.sanger.ac.uk/

e Ensemble Genome Browser; http://www.ensembl.org./index.html

e GCAD (Genoglyphix chromosomal aberration database);
http://www.uk.genoglyphix.com/gcad/search/

e GenBank; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

e HGMD (Human Genome Mutation Database);

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

e Map Viewer; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/
e OMIM® (Online Mendelian Inheritance in Man);

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

e Primer 3; http://frodo.wi.mit.edu/primer3/

e UCSC Genome Browser; http://genome.ucsc.edu/
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4 Wyniki

U wszystkich pacjentow wykonano badanie kariotypu o rozdzielczosci 550
prazkow. U 147 pacjentow stwierdzono prawidlowy Kkariotyp, u 13 wykryto
zrownowazone aberracje chromosomowe. U 2 pacjentek w badaniu kariotypu, widoczne
byly niezrownowazone zmiany (46,XX der(22), 46,XX,add(9)(p24)).

4.1 Wyniki badania MLPA

U 125 pacjentow przeprowadzono badanie MLPA w kierunku znanych zespotéw
mikrodelecji/mikroduplikacji (69 pacjentéw) i aberracji regionéw subtelomerowych (96
pacjentow). U 40 pacjentow wykonano zaréwno badanie w kierunku zespotow
mikrodelecji/mikroduplikacji i rearanzacji subtelomerowych. Dzigki metodzie MLPA u 3
z 69 badanych pacjentéw (4,3%) zidentyfikowano znane mikrodelecje, natomiast u 2 z 96
badanych pacjentow (2,1%) wykryto rearanzacje regionéw subtelomerowych. Opisy

kliniczne pacjentow z nieprawidlowymi wynikami badania MLPA omoéwiono ponizej.
Pacjentka A-1

Dziewczynka urodzona w 2005 roku, w 40 tygodniu I ciazy, w wyniku
prawidlowego porodu sitami natury. Masa urodzeniowa dziecka wynosita 3050 g, dtugosé
ciata 53 cm, obwod gtowy 33 cm, klatki piersiowej 34 cm. Dziewczynka oceniona na 10
punktow w skali Apgar. W pierwszym roku zycia stwierdzono op6zniony rozwoj dziecka.
Dziecko rozpoczgto siada¢ okoto 9 miesigca Zycia, natomiast samodzielnie chodzi¢ okoto
3,5 roku zycia. Okoto 4 miesiaca zycia stwierdzono atopowe zapalenie skory.
Obserwowano brak przyrostu masy ciata oraz wzrostu. Z powodu zeza, w 10 miesiacu
zycia, dziecko bylo konsultowane u okulisty. W wieku 1,5 roku u dziewczynki rozpoczgto
rehabilitacje ruchowa 1 logopedyczna. W tym okresie ortopeda i neurolog zdiagnozowali
wiotko$¢ stawowa. Z uwagi na zaburzenia zachowania przeprowadzono diagnostyke w
kierunku autyzmu, wykluczajac go. Obserwowano dziwne ruchy rak, znaczne opoznienie
rozwoju mowy oraz zaburzenia snu. W wykonanym badaniu rentgenowskim (RTG)
nadgarstka stwierdzono op6zniony o 2 lata wiek kostny. W wieku 4 lat dziecko byto

hospitalizowane na oddziale endokrynologicznym z podejrzeniem somatotropinowej
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niedoczynno$ci przysadki. Rezonans magnetyczny (NMR) glowy wykazal hipoplazje
przysadki. W dniu pierwszej wizyty w Poradni Genetycznej dziewczynka miata 2 lata.
Masa ciata wynosita 10,2 kg, a obwod glowy 43 cm. Dziewczynka byta bardzo szczupta.
Zaznaczone cechy dysmorfii twarzy w postaci zeza, wigkszych oczu, biekitnych
twardowek, diugich rzgs, wysokiego podniebienia, gtadkiej rynienki podnosowe;j,
odstajacych malzowin usznych, nasilonego owtlosienia na plecach, klinodaktylii V palcow
dtoni, duzych przeprostow i wiotkosci stawowej. W wieku 5 lat u pacjentki nadal
wystepowat niedobor masy ciata i wzrostu. Ponadto obserwowano bardzo staby rozwoj
mowy, W postaci wypowiadania pojedynczych stow. Wywiad rodzinny jest obciazony
wystepowaniem NI u krewnej drugiego stopnia ojca dziewczynki. Rodzice sa ogolnie
zdrowi i nie sa spokrewnieni. U dziewczynki stwierdzono prawidlowy kariotyp zenski
(46,XX), a nastgpnie wykonano badanie FISH w kierunku delecji 22q11.2, uzyskujac
prawidtowy wynik. Z uwagi na zaburzenia zachowania, op6znienie rozZwoju mowy oraz
stereotypie ruchowe przeprowadzono diagnostyke molekularng w kierunku zespotu Retta.
Wykluczono zmiany w sekwencji kodujacej genu MECP2. Z uwagi na cechy dysmorfii, u
dziewczynki przeprowadzono badanie MLPA w Kkierunku najczgstszych zespotow
mikrodelecji (zestaw P245), uzyskujac nieprawidtowy wynik w postaci heterozygotycznej
delecji regionu 1p36. W celu weryfikacji nosicielstwa zmiany u rodzicow dziecka,
wykonano u nich badanie MLPA w kierunku delecji regionu 1p36. Wynik badania byt

prawidlowy, potwierdzajac zmiang de novo u corki.
Pacjent A-2

Mgzczyzna urodzony w 1975 roku z Il ciazy, powiktanej obrzgkami konczyn
dolnych (pierwsza ciaza matki zakonczyla si¢ poronieniem samoistnym), z masa ciata
3000 g. Po porodzie stwierdzono wrodzona wadg serca pod postacia zwezenia zastawki
aorty. Pacjent byl operowany z powodu prawostronnego wngtrostwa. Mezczyzna ma
niedostuch 1 wadg wzroku 1 jest osoba niepetnosprawng intelektualnie w stopniu lekkim.
W badaniach endokrynologicznych stwierdzono hipopituitaryzm z nastgpowym
hipogonadyzmem hipogonadotropowym, wolem guzkowym i niedoborem hormonu
wzrostu. Mezczyzna znajduje sie pod stata opieka endokrynologa. Podczas wizyty w
Poradni Genetycznej pacjent miat 36 lat. W badaniu przedmiotowym wzrost pacjenta
wynosil 163 cm, masa ciata 54 kg, a obwod gltowy 53,5 cm. Charakterystyczne cechy

dymorfii pacjenta to: skosno-gorne ustawienie szpar powiekowych, maly zadarty nos,
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wygladzona rynienka podnosowa, kaciki ust ustawione ku dotowi, brak zgbow statych,
zaburzone wiry owlosienia na glowie, brak owlosienia na ciele, diugie paluchy,
stosunkowo dtugie palce dtoni, lekka ptetwisto§¢ migdzy palcami dtoni oraz diugie i
waskie stopy. Matka pacjenta zmarta z powodu raka pecherzyka zdlciowego, ojciec
przebyt udar moézgu. Rodzice nie byli ze soba spokrewnieni. U pacjenta wykonano
badanie kariotypu, ktorego wynik byt prawidtowy (46,XY). Badanie metoda MLPA w
kierunku najczgstszych zespotow mikrodelecji (zestaw P245) wykazato obecnos¢
heterozygotycznej delecji 22ql11.2, bedacej przyczyna zespotu DiGeorge’a. Lekarz
genetyk, wobec nietypowych objawdéw u pacjenta, zlecit potwierdzenie rozpoznania
klinicznego druga niezalezna metoda FISH. Wynik badania FISH w kierunku
mikrodelecji potwierdzit wczes$niej wykryta zmiang, a badanie u ojca pacjenta, pod katem

mikrodelecji 22q11.2, dato prawidlowy wynik.
Pacjent A-3

Chtopiec urodzony w 2001 roku w 41 tygodniu Il ciazy w wyniku porodu cigciem
cesarskim (wahania tgtna ptodu). Masa urodzeniowa dziecka wynosita 2900 g, oceniony
na 9 punktow w skali Apgar. Po urodzeniu stwierdzono hipotrofig, a pézniej przepukling
mosznowa i opodznienie rozwoju psychomotorycznego. W wieku 4 lat, w badaniu
echokardiograficznym rozpoznano nadzastawkowe zwgzenie aorty. W wieku 10 lat w
badaniu przedmiotowym stwierdzono: lekko op6zniony rozwdj psychomotoryczny,
niedobor wzrostu oraz dyskretne cechy dysmorfii (maty zadarty nos, wydtuzona rynienka
podnosowa, klinodaktylia V palca u dtoni, wydatna warga oraz niebieskie, gwiazdziste
teczowki). Rodzice pacjenta sa ogodlnie zdrowi, niespokrewnieni i nienarazeni na
dziatanie czynnikoéw mutagennych i teratogennych. Pacjent ma troje rodzenstwa, ktore
rozwija si¢ prawidtowo. W rodzinie nie wystgpowaty wczesniej choroby uwarunkowane
genetycznie, niepowodzenia rozrodu, wady wrodzone, ani niepetnosprawnosé¢
intelektualna. U pacjenta uzyskano prawidtowy wynik badania kariotypu (46,XY).
Obserwowane u chlopca: niedoboér wzrostu, lekkie opoznienie rozwoju, cechy dysmorfii i
typowa, wrodzona wada serca pozwalaty na wysunigcie klinicznego podejrzenia zespotu
Williamsa. Rozpoznanie to zostato jednoznacznie potwierdzone wykonanym badaniem
technika MLPA (zestaw P245), ktore wykazato obecnos$¢ heterozygotycznej delecji 7g911.
Powyzszej zmiany nie wykryto u rodzicow pacjenta, co wskazuje u niego na zmiang de

novo.
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Pacjentka A-4

Kobieta urodzona w 1989 roku w 32 tygodniu cigzy powiktanej nieprawidtowo
niskim zagniezdzeniem tozyska w macicy (fozysko przodujace). Masa urodzeniowa
dziecka wynosita 1040 g, a obwod glowy 29 cm. Dziewczynka oceniona na 3 punkty w
skali Apgar. Po porodzie stwierdzono wady wrodzone w postaci hipoplazji lewej nerki
oraz refluksu pecherzowo-moczowodowego. W badaniu przedmiotowym w wieku 21 lat
wzrost pacjentki wynosit 135 cm, masa ciata 27 kg, a obwod gtowy 50 cm. Stwierdzono
nastgpujace cechy dysmorfii: niskorosto$¢, maty podbrodek, trojkatna twarz, mate stopy,
nieregularne ksztatty palcoéw u dloni, wysokie czoto, nisko osadzone matzowiny uszne,
kaciki ust skierowane ku dotowi oraz przerost techtaczki. U pacjentki stwierdzono takze
zachowania autystyczne, padaczke, obnizone napigcie migSniowe oraz zaburzenia chodu.
Wystepuje u niej NI w stopniu glebokim. W badaniu EEG nie stwierdzono zmian.
Pacjentka jest jedynaczka, a rodzice sa ogdlnie zdrowi, niespokrewnieni i nienarazeni na
dziatanie czynnikow mutagennych i teratogennych. Ponadto w rodzinie nie stwierdzono
wad wrodzonych oraz choréb genetycznych. W badaniu kariotypu u probandki
stwierdzono prawidtowy kariotyp zenski (46,XX). Analiza regionéw subtelomerowych
wykonana metoda MLPA (zestawy P036 i1 P070), ujawnita heterozygotyczna delecjg
sekwencji subtelomerowych na ramieniu krétkim chromosomu 4 (4p) pacjentki. W celu
oceny nosicielstwa wykrytej zmiany, badanie MLPA wykonano rowniez u obojga
rodzicow. Nie wykryto u nich badanej zmiany, co oznacza, ze delecja u corki powstata de

novo.
Pacjent A-5

Chiopiec urodzony w 2007 roku z | ciazy, powiktanej infekcja wirusowa drog
oddechowych u matki (grypa z wysoka goraczka okoto 40°C przez 2 dni) w 3 miesiacu
ciazy oraz infekcja drég rodnych i ukladu moczowego (okolo 4-5 miesigca ciazy).
Dziecko urodzone cigciem cesarskim w 37 tygodniu ciazy, z masa ciala 1440 g i
dhlugoscia 47 cm. Chlopiec oceniony na 7 punktow w skali Apgar. Po porodzie
stwierdzono przetok¢ s$linowa na szyi po prawej stronie. W badaniu audiologicznym
stwierdzono ubytek stluchu w prawym uchu. W przezciemieniowym badaniu
ultrasonograficzcnym (USG) wykonanym w 1 dobie zycia, podejrzewano hipoplazjg
mozdzku, ale w badaniu kontrolnym przeprowadzonym okoto 4 miesiaca zycia dziecka,

obraz OUN byt w normie. Chilopiec stabo przybieral na wadze. Ma obnizone napigcie
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migéniowe 1 jest intensywnie rehabilitowany. Dziecko mikrosomiczne — w wieku 6
miesigcy masa cialta wynosita 4 kg. Poziom TSH byt w normie. W badaniu
przedmiotowym wykonanym w wieku 2 lat, obecne cechy dysmorfii twarzy: skosno-
goérne ustawienie szpar powiekowych, waskie szpary powiekowe, matozuchwie, kaciki
ust skierowane ku dotowi, nieco nizej osadzone malzowiny uszne, ptaska nasada nosa.
Pacjent jest jedynakiem, a rodzice sa ogdlnie zdrowi, niespokrewnieni i nienarazeni na
dziatanie czynnikéw mutagennych i teratogennych. Ponadto, w rodzinie nie stwierdzono
wad wrodzonych oraz chorob genetycznych. W toku przeprowadzonej diagnostyki
otrzymano prawidlowy kariotyp meski (46,XY) oraz nie wykryto mutacji dynamicznej w
genie FMR1, tym samym wykluczajac zespot FraX u chtopca. Obserwowany u dziecka
op6zniony rozwdj psychomotoryczny, obnizone napigcie migsniowe, charakterystyczne
cechy dysmorfii twarzy oraz slaby przyrost masy ciala w okresie niemowlgctwa,
pozwolity wysunaé kliniczne podejrzenie zespotu Pradera-Willi’ego. Przeprowadzono
test metylacji locus SNRPN, otrzymujac prawidlowy wynik. W diagnostyce roznicowej
uwzgledniono rowniez istnienie aberracji submikroskopowej. Analiza regionéw
subtelomerowych wykonana metoda MLPA (zestawy P036 i PO070), ujawnita
heterozygotyczna duplikacje sekwencji subtelomerowych na ramieniu krotkim
chromosomu 19 (19p) pacjenta. W celu oceny nosicielstwa wykrytej zmiany, badanie
MLPA wykonano rowniez u obojga rodzicow. Nie wykryto u nich badanej zmiany, co

oznaczato, ze duplikacja u syna powstata de novo.

4.1.1 Podsumowanie wynikéw badania MLPA

Tab.9. Lista wykrytych zmian u pacjentoéw w badaniu MLPA

Pacjent | Region errci?z:r?)J/ Zespol genetyczny diaanESSt?Q/IZzny Pochodzenie
A-1 1p36 delecja Zespot delecji 1p36 P245 de novo
A-2 22911.2 delecja Zespot DiGeorge’a P245 nz
A-3 7011 delecja Zespot Williamsa P245 de novo
A-4 4p delecja Delecja 4p P036, PO70 de novo
A-5 19p duplikacja Duplikacja 19p P036, PO70 de novo

Legenda: nz — niezidentyfikowane pochodzenie aberracji
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4.2 Wyniki badania SNP-array oraz aCGH

W celu doktadnej analizy genomu u 63 pacjentow (25 pici zenskiej oraz 38 plci
meskiej) wykonano badanie technika SNP-array lub aCGH. Nalezy zauwazy¢, ze u 26
pacjentow wykonano wczesniej badanie technika MLPA, natomiast 37 pacjentow nie
mialo przeprowadzonego badania metoda MLPA. Analiz¢ SNP-array przeprowadzono u
58 pacjentow (U 34 pacjentow z rozdzielczoscia 300k, a u 24 pacjentow z rozdzielczos$cia
1M). Badanie aCGH o rozdzielczosci 135k wykonano u 5 pacjentéw. U 15 z 58 badanych
pacjentow (25,9%) wykryto zmiany w badaniu SNP-array, natomiast u 1 z 5 badanych
pacjentéw (20%) uzyskano nieprawidtowy wynik badania aCGH. Ze wzgledu na wysoka
rozdzielczos$¢ zastosowanej metody oraz duza ilo$¢ uzyskanych zmian, w pracy pominigto
te, ktore sa polimorficzne oraz nie zawieraja zadnych genéw. Ostatecznie 11 zmian u 10
pacjentow (15,9%) uznano za patogenne. Charakterystyka pacjentow z prawidtowymi
wynikami badan aCGH/SNP-array przedstawiono nizej w tabeli 11. U 47 pacjentow
wynik badania aCGH/SNP-array byt prawidtowy. U pacjentéw tych nie zidentyfikowano
zadnych zmian CNV lub jedynie takie, ktore byty czgsto identyfikowane w populacji
ludzi zdrowych. Obraz kliniczny poszczegdlnych pacjentow wraz z wykrytymi u nich

zmianami przedstawiono ponize;j.
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Pacjent B-1

Chtopiec urodzony w 2008 roku, sitami natury w 40 tygodniu niepowiktanej ciazy.
Masa urodzeniowa wynosita 3400 g, a obwod glowy 34 c¢cm. Dziecko ocenione na 10
punktow w skali Apgar. W wieku 1 roku i 7 miesigcy, chlopiec wazyt 11 kg, a obwod
glowy wynosit 48 cm. W badaniu fizykalnym prezentowal nast¢pujace cechy dymorfii:
duza mozgoczaszke, wysokie czoto, duze, odstajace matzowiny uszne, szeroki, ptaski nos
z poszerzonym czubkiem, waskie wargi, duze palce. Pacjent wykazuje obnizone napigcie
mig$niowe, staba koordynacje motoryczng i nieprawidtowy chod. U dziecka obserwuje
si¢ zachowania autystyczne oraz opdznienie rozwoju psychomotorycznego. Matka
chtopca ukonczyta szkote specjalna i ma wrodzona agenezje lewej nerki. W wieku 13 lat
przebyla zapalenie opon méozgowo-rdzeniowych. Ojciec choruje na padaczke i ma zeza.
Rodzice sa niespokrewnieni i nienarazeni na dzialanie czynnikow mutagennych i
teratogennych. W rodzinie nie obserwuje si¢ innych wad wrodzonych i chordb
genetycznych. U pacjenta stwierdzono prawidlowy kariotyp meski (46,XY) oraz
wykluczono zespot FraX. Wykonano takze badanie MLPA w kierunku najczestszych
zespolow mikrodelecji (zestaw P245) oraz rearanzacji regionow subtelomerowych
(zestawy P036 i PO70). W obu testach uzyskano prawidtowe wyniki. Nastepnie u dziecka
przeprowadzono badanie SNP-array o rozdzielczosci 1M. W badaniu uzyskano
nieprawidtowy wynik w postaci duplikacji w chromosomie 11 (region 11g13.3-q13.4;
rozmiar duplikacji: 170,6 kb; pozycja genomowa wg HG19: chr11:70308218-70478809).
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Ryc. 5. Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-1. Widoczna interstycjalna duplikacja w
chromosomie 11q13.3-913.4
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Pacjent B-2

Chiopiec urodzony w 1993 roku, w 39 tygodniu Ill niepowiktanej ciazy (pierwsza
ciaza matki zakonczyla si¢ poronieniem samoistnym), Z masa ciala wynoszaca 2820 g i
oceng 9 punktéw w skali Apgar. Podczas porodu zaobserwowano zielone wody ptodowe,
jednakze u noworodka nie stwierdzono zadnej infekcji. Po porodzie, u dziecka nie
stwierdzono wigkszych nieprawidtowosci, z wyjatkiem alergii pokarmowej. W wieku 5
miesi¢cy chlopiec przeszedt zapalenie przyusznic ($winke). W pdzniejszym okresie
stwierdzono gleboki niedostuch prawostronny. Pacjent zaczat chodzi¢ w wieku 16
miesieCy. W badaniu przedmiotowym w wieku 17 lat, chtopiec wazyt 45 kg i mierzyt 170
cm. Wéréd cech dysmorficznych, zaobserwowano jedynie lejkowata klatke piersiowa. U
pacjenta wystepuje NI w stopniu lekkim oraz ADHD (ang. attention deficit hyperactivity
disorder - zespot nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi). Pacjent ma
zdrowa starsza siostre. Rodzice chtopca sa ogdlnie zdrowi, niespokrewnieni i nienarazeni
na dzialanie czynnikdw mutagennych i teratogennych. Jednakze w rodzinie pacjenta
wystepuja liczne przypadki NI. Brat matki matki pacjenta ma corkg z NI oraz wnuka z
autyzmem dziecigcym. W rodzinie ojca matki pacjenta sa takze liczne osoby z NI. U
chtopca stwierdzono prawidtowy kariotyp megski (46,XY) oraz wykluczono zespo6t FraX.
W celu doktadnej analizy genomu, u pacjenta przeprowadzono badanie SNP-array o
rozdzielczosci 1M. W badaniu wykryto duplikacje w chromosomie 15 (region 15q11.2;
rozmiar delecji: 236,4 kb; pozycja genomowa wg HG19: chr15:25482105-25718507).

Ryc. 6. Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-2. Widoczna interstycjalna duplikacja w
chromosomie 15q11.2
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Pacjentka B-3

Pacjentka urodzona w 1989 roku. Pordd odbyt sig sitami natury w 40 tygodniu
ciazy. Dziecko wazyto 3500 g, obwdd gtowy wynosit 32 ¢cm, ocenione na 10 punktow w
skali Apgar. Po urodzeniu, u noworodka nie stwierdzono zadnych wad. W pdzniejszym
okresie, u dziecka zaobserwowano opdzniony rozwoj chodu, a takze czgste wymioty. W
trakcie pierwszego badania przedmiotowego w Poradni Genetycznej, pacjentka miata 21
lat, wazyta 54 kg, mierzyta 168 cm, a obwod glowy wynosit 58 cm. Oprocz znacznej NI,
kobieta prezentowata cechy dysmorfii: wydtuzona twarz, wydatne brwi, prognatyzm,
waskie podniebienie, skoliozg. Pacjentka wykazywala nieprawidtowy chod, spastycznosé
oraz wygoérowane odruchy S$ciggniste. Rodzice pacjentki sa ogolnie zdrowi i
niespokrewnieni. Brat pacjentki jest rowniez niepelnosprawny intelektualnie w stopniu
znacznym oraz posiada bardzo podobne cechy fenotypowe. W badaniu kariotypu u
kobiety uzyskano prawidlowy Kkariotyp zenski (46,XX). Nastgpnie wykonano
przesiewowe badanie mutacji dynamicznej w genie FMR1, analizg rearanzacji regionow
subtelomerowych metoda FISH oraz test metylacji locus SNRPN. We wszystkich
badaniach uzyskano prawidlowe wyniki. Przeprowadzono badanie SNP-array o
rozdzielczosci 1M, otrzymujac 1 zmiang. Wykryto delecj¢ w chromosomie X (region
Xq21.1; rozmiar delecji: 170,1 kb; pozycja genomowa wg HG19: chrX:76907922-
77078030).
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Ryc. 7. Obraz zmiany wykrytej u pacjentki B-3. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie Xg21.1
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Pacjent B-4

Chiopiec urodzony w 2007 roku, z | ciazy. Przebieg ciazy prawidiowy, porod w
38 tygodniu ciazy, sitami natury. Masa urodzeniowa wynosita 3270 g, obwod glowy 33
cm, oceniony na 9 punktéw w skali Apgar. Rozwdj psychomotoryczny opdzniony.
Dziecko objgto opieka neurologiczna, psychologiczna i1 logopedyczna. W badaniu
przedmiotowym w wieku 2 lat chtopiec wykazywat prawidtowa budowg ciata (wzrost 90
cm, waga 15 kg, obwod gtowy 48 cm), ptaska potylice, wysokie czoto, klinodaktyli¢ V
palcéw obu dloni, krotkie palce dtoni i stop oraz pojedyncze cechy dysmorfii twarzy
(duze malzowiny uszne, waska czerwien wargowa, poglebiona rynienka nosowo-
wargowa, szerokie brwi). Rodzice pacjenta nie sa spokrewnieni. Matka ukonczyla
zawodowa szkot¢ specjalna, a ojciec szkote podstawowa. Oboje sa ogélnie zdrowi i
nienarazeni na szkodliwe czynniki $rodowiskowe. Pacjent ma mlodsza siostre,
wykazujaca réwniez opdznienie rozwoju psychomotorycznego. W dalszej rodzinie
pacjenta wystepuje NI u dwojki dzieci kuzynki matki pacjenta oraz niskorostos¢ u siostry
matki pacjenta. U chtopca stwierdzono prawidlowy kariotyp meski (46,XY) oraz
wykluczono zespdt FraX. Wykonano badanie SNP-array o rozdzielczo$ci 1M. Analiza
ujawnita duplikacje w chromosomie 5 (region 5g31.2; rozmiar duplikacji: 1,99 Mb;
pozycja genomowa wg HG19: chr5:136574745-138570014).
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Ryc. 8. Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-4. Widoczna interstycjalna duplikacja w
chromosomie 5q31.2
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Pacjent B-5

Chiopiec urodzony w 2005 roku z | prawidtowej ciazy. Pordéd odbyt si¢ w 40
tygodniu ciazy, z masa urodzeniowa 2700 g i obwodem gtowy 30 cm. Oceniony na 7
punktéow w skali Apgar. Po porodzie stwierdzono zwgzenie zastawki tgtnicy plucne;.
Chtopiec zaczat chodzi¢ w wieku 18 miesigcy, mowic pierwsze stowa w wieku 3 lat. Ma
niedostuch prawostronny. Wystepuje u niego NI w stopniu lekkim (IQ 57). W badaniu
przedmiotowym w wieku 5 lat, wzrost wynosit 100 cm, masa ciata 17 kg, a obwod glowy
48 cm. Widoczne byty tez dyskretne cechy dysmorfii twarzy w postaci matozuchwia i
grubych obrabkow matzowin usznych. Budowa ciata szczupta, prawidtowa. U pacjenta
wystepuje duza ruchliwo$¢ oraz stereotypie ruchowe (pocieranie dtoni). Chlopiec
wykazuje op6znienie rozwoju mowy. Dziecko byto adoptowane w wieku 20 dni. Rodzice
biologiczni dziecka sa blisko spokrewnieni ze soba, jednak nie ma blizszych danych na
temat ich stanu zdrowia oraz wywiadu rodzinnego. U pacjenta stwierdzono prawidtowy
kariotyp meski (46,XY) oraz wykluczono zespot FraX. Wykonano badanie SNP-array o
rozdzielczosci 1M, stwierdzajac delecj¢ W chromosomie 16 (region 16p13.3; rozmiar
delecji: 1,93 Mb; pozycja genomowa wg HG19: chr16:4706455-6642330).
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Ryc. 9. Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-5. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 16p13.3
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Pacjentka B-6

Pacjentka urodzona 1984 roku, z IV ciazy (matka w czasie ciazy prawdopodobnie
naduzywata alkoholu). Urodzona przedwczesnie W 35 tygodniu ciazy, rozwiazanej cigciem
cesarskim. Dziecko urodzone w stanie cigzkim (otrzymato 3 punkty w skali Apgar). Przez
pierwszych 10 dni zycia wystgpowata niewydolno$¢ oddechowo-krazeniowa, w
direktoskopii stwierdzono niedorozwoj krtani. Od urodzenia dziecko objete opieka poradni
dla wezesniakoéw. Od wezesnych lat dziecigcych pod opieka Poradni Psychologicznej. W 6.
roku zycia operowana z powodu wady stop (stopy konsko-szpotawe). Od urodzenia rozwo;
psychomotoryczny znacznie opo6zniony: w wieku 3,5 lat rozwdj na poziomie dziecka
potrocznego. Rozw6] mowy bardzo zaburzony (pierwsze stowa dziewczynka zaczela
wypowiada¢ w wieku 6 lat). W wieku 24 lat, masa ciata pacjentki wynosita 59 kg, wzrost
152 cm, a obwod glowy 55 cm. Pacjentka ma pogrubione rysy twarzy, szpary powiekowe
skosne ku gorze, wyltupiaste oczy, duzy nos, czubek nosa bulwiasty, wydatne usta, duzy
jezyk, wysokie podniebienie, mata zuchwg, mate malzowiny uszne, szczupte palce dioni
oraz klinodaktyli¢ V palcow u dloni. Wystepuja u niej stereotypie ruchowe, zaburzenia
snu, nadwrazliwo$¢ skory oraz krotkowzrocznos¢. Kobieta wykazuje NI w stopniu
znacznym (IQ 35). Pacjentka od urodzenia przebywata w domu dziecka. Ma dwoch
starszych braci: u jednego rozpoznano schizofrenig, natomiast drugi jest niepelnosprawny
intelektualnie w stopniu lekkim. Brak blizszych danych z wywiadu rodzinnego. U
pacjentki stwierdzono prawidtowy kariotyp zenski (46,XX) oraz wykluczono zmiany w
sekwencji kodujacej genu MECP2. Nastgpnie przeprowadzono badanie SNP-array o
rozdzielczosci 1M, wykrywajac delecj¢ w chromosomie 22 (region 22ql11.21; rozmiar

delecji: 2,99 Mb; pozycja genomowa wg HG19: chr22:18750666-21747559).
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Ryc. 10. Obraz zmiany wykrytej u pacjentki B-6. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 22q11.2
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Pacjent B-7

Chiopiec urodzony w 1997 roku, w 37 tygodniu ciazy, w wyniku prawidtowego
porodu sitami natury. Masa urodzeniowa dziecka wynosita 2590 g, a obwod glowy 32
cm. U dziecka stwierdzono wrodzona wadg serca (ASDII) oraz wngtrostwo prawostronne.
W wieku 11 lat masa ciata chtopca wynosita 30 kg, wzrost 131 cm, a obwod glowy 47
cm. Pacjent prezentowal nastgpujace cechy dysmorfii: matogtowie, nachylone czoto,
ptaska potylicg, wydatny nos, krotka rynienke podnosowa, cienkie wargi, duze
matzowiny uszne zrotowane ku tylowi, szerokie gorne siekacze, astygmatyzm oraz
nadwzroczno$¢. U pacjenta wystgpuja drgawki, niedokrwisto$¢ oraz opoznienie rozwoju
psychomotorycznego. Obecna jest NI w stopniu glebokim. W badaniu MRI wykryto
agenezj¢ ciata modzelowatego. Rodzice chlopca sg ogolnie zdrowi i niespokrewnieni. W
rodzinie pacjenta wystepuja dwa przypadki NI (kuzynka i kuzyn drugiego stopnia). W
badaniu kariotypu u chilopca uzyskano prawidlowy kariotyp meski (46,XY) oraz
wykluczono zespot FraX. Nastgpnie wykonano test metylacji locus SNRPN, otrzymujac
wynik prawidlowy. P6zZniej przeprowadzono badanie SNP-array o rozdzielczos$ci 1M,
wykazujac delecje w chromosomie 1 (region 1g43-1g44; rozmiar delecji: 2,00 Mb;
pozycja genomowa wg HG19: chr1:243218196-245220074).
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Ryc. 11. Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-7. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 1q43-1q44
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Pacjent B-8

Chiopiec urodzony w 2000 roku, z niepowiktanej ciazy. Poréd odbyt si¢ w 38
tygodniu ciazy, z masa ciata 3500 g i obwodem gltowy 35 cm. Oceniony na 8 punktéw w
skali Apgar. Po urodzeniu stwierdzono przetrwaly przewdd tgtniczy i opoéznienie rozwoju
psychomotorycznego. W wieku 10 lat masa ciata chtopca wynosita 50 kg, wzrost 150 cm,
a obwod glowy 55 cm. Stwierdzono nast¢pujace cechy dysmorfii: gigboko osadzone oczy,
hipoteloryzm, dysplastyczne matzowiny uszne, ptaski profil twarzy oraz krotki nos.
Dziecko wykazuje nadaktywno$¢, zaburzenia koncentracji, a takze wade wymowy.
Wystepuje u niego NI w stopniu umiarkowanym. W tomografii komputerowej (TK)
wykryto obecnos$¢ jamy przegrody przezroczystej. Rodzice chtopca sa ogolnie zdrowi i
niespokrewnieni. W rodzinie stwierdzono 2 przypadki NI (brat i siostra ojca pacjenta). U
chlopca stwierdzono prawidlowy kariotyp meski (46,XY) oraz wykluczono zespot FraX.
Wykonano takze badanie FISH w kierunku delecji 22q11.2, oraz badanie MLPA w
kierunku najczgstszych zmian w chromosomie X, zwiazanych z NI. We wszystkich
badaniach uzyskano prawidtowe wyniki. Nastgpnie przeprowadzono badanie SNP-array o
rozdzielczosci 300k, wykazujac duplikacje w chromosomie 15 (region 15g26.3; rozmiar
duplikacji: 250,4 kb; pozycja genomowa wg HG18: chr15:99841659-100092020).
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Ryc. 12. Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-8. Widoczna terminalna duplikacja w
chromosomie 15026.3
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Pacjentka B-9

Dziewczynka urodzona w 1995 roku, w 40 tygodniu niepowiklanej ciazy, sitami
natury. Masa urodzeniowa dziecka wynosita 2900 g, obwdd glowy 32 cm, ocenione na 10
punktéw w skali Apgar. Po urodzeniu stwierdzono wrodzong wadg nerek. W wieku 15 lat
masa ciata dziewczynki wynosita 44 kg, wzrost 150 cm, a obwadd glowy 51 cm. Pacjentka
prezentowala nastgpujace cechy dysmorfii: matoglowie, cienka goérna i1 petlna dolna
czerwien wargowa, duze malzowiny uszne, szerokie usta, prognatyzm, dlugie i cienkie
kosci. Zdiagnozowano u niej chorobg refluksowa przetyku i obnizone napigcie
mig$niowe. Dziewczynka wykazuje opdznienie rozwoju psychomotorycznego oraz
rozwoju mowy. Wystepuje u niej NI w stopniu znacznym. Ponadto obserwuje si¢ U niej
nadaktywno$¢, nadmierna ruchliwos¢ oraz stereotypie ruchowe. U dziecka stwierdzono
takze nieprawidtowosci w badaniu EEG. Rodzice pacjentki sa ogdlnie zdrowi i
niespokrewnieni. W rodzinie nie wystgpuja przypadki chordéb genetycznych ani
wrodzonych wad rozwojowych. U pacjentki stwierdzono prawidlowy kariotyp zenski
(46,XX). Nastepnie wykonano test metylacji locus SNRPN oraz badanie FISH w kierunku
rearanzacji regiondw subtelomerowych, otrzymujac prawidtowe wyniki. Przeprowadzone
badanie SNP-array o rozdzielczosci 300k, dato wynik nieprawidtowy w postaci delecji w
chromosomie 15 (region 15g11.2; rozmiar delecji: 3,40 Mb; pozycja genomowa wg
HG18: chr15:18818086-22219100).
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Ryc. 13. Obraz zmiany wykrytej u pacjentki B-9. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 15g11.2
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Pacjentka B-10

Dziewczynka urodzona w 2002 roku z niepowiklanej cigzy, sitami ntury. Porod
odbyl si¢ w 37 tygodniu ciazy, z masa ciata 3000 g i obwodem gltowy 33 cm. Oceniona na
10 punktéw w skali Apgar. Po porodzie, u dziewczynki nie stwierdzono zadnych wad
wrodzonych. W wieku 8 lat masa ciata dziecka wynosita 31 kg, wzrost 133 c¢cm, a obwod
glowy 52 cm. Pacjentka prezentowata nastgpujace cechy dysmorfii: krotka rynienke
podnosowa, wade zgryzu, matozuchwie, mate zgby, niska przednia lini¢ wloséw, nisko
osadzone matzowiny uszne, kamptodaktyli¢ IV palcéw u rak, krotka szyje. U pacjentki
zdiagnozowano diplegi¢ spastyczna konczyn dolnych i afazjg semantyczna. Ponadto
wystepuje u niej NI w stopniu lekkim, nadaktywnos$¢, nadwrazliwo$¢ oraz opdznienie
rozwoju psychomotorycznego. W badaniu MRI stwierdzono torbiel pajeczynowki,
hipoplazj¢ ciala modzelowatego oraz ogniska hiperintensywne w obrgbie istoty biate;.
Rodzice dziewczynki sa ogdlnie zdrowi i niespokrewnieni. W rodzinie nie ma
przypadkéw chordb genetycznych ani wrodzonych wad rozwojowych. W badaniu
kariotypu u dziecka stwierdzono kariotyp zenski z nieprawidtowym chromosomem 22
(46,XX,der(22) de novo). W celu doktadniejszego okreslenia charakteru aberracji
chromosomu 22, przeprowadzono badanie SNP-array o rozdzielczosci 300k, wykazujac
delecje wielkosci 1,03 Mb (region 22913.33; pozycja genomowa wg HG18:
chr22:48483337-49515911).
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Ryc. 14. Obraz zmiany wykrytej u pacjentki B-10. Widoczna terminalna delecja w
chromosomie 22913.33
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Pacjent B-11

Chtopiec urodzony w 2001 roku z niepowiktanej ciazy, sitami natury. Porod odbyt
si¢ w 40 tygodniu ciazy, z masa ciala 1950 g i obwodem glowy 34 cm. Po porodzie, u
chtopca nie stwierdzono zadnych wad wrodzonych. W wieku 8 lat masa ciata dziecka
wynosita 18 kg, wzrost 115 cm, a obwod glowy 51 cm. Pacjent prezentowal nastepujace
cechy dysmorfii: wydluzona twarz, ptaska rynienke podnosowa, wysoka przednia lini¢
wlosoéw, asymetryczna postawe ciata (lewe ramig nizsze), cz¢sciowa syndaktylig II 1 III
palcow u stop i sucha skore. U pacjenta stwierdzono obnizone napigcie migsniowe oraz
opOznienie rozwoju psychomotorycznego. Wystepuje u niego NI w stopniu
umiarkowanym. Rodzice chiopca sa ogélnie zdrowi i niespokrewnieni. W rodzinie
pacjenta wystepuja przypadki rozszczepu podniebienia, przepukliny oponowo-rdzeniowej
oraz ghuchoty. W badaniu kariotypu uzyskano wynik prawidtowy (46,XY), zas w badaniu
MLPA wykluczono najczestsze zespoty mikrodelecji (zestaw P245). Nastepnie
przeprowadzono analiz¢ SNP-array o rozdzielczosci 300k, stwierdzajac delecje w
chromosomie 11 (region 11q13.1; rozmiar delecji: 815 kb; pozycja genomowa wg HG18:
chrl1:65952841-66768341).
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Ryc. 15. Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-11. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 11g13.1
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Pacjentka B-12

Dziewczynka urodzona w 2009 roku w 37 tygodniu niepowiktanej ciazy, sitami
natury. Masa urodzeniowa dziecka wynosita 3200 g, a ocena w skali Apgar — 7 punktow.
Po urodzeniu stwierdzono prawa stope konsko-szpotawa. Do Poradni Genetycznej
dziewczynka trafita majac 6 miesigcy, z podejrzeniem opdznienia TOZWOjU
psychomotorycznego. Masa ciata wynosita 5 kg, wzrost 63 cm, a obwod glowy 42 cm.
Podczas badania fizykalnego stwierdzono: wielkogtowie, hiperteloryzm, szpary
powiekowe ustawione skosnie ku dotowi, szeroka nasade nosa, wysokie i waskie
podniebienie, krotkie wedzidetko jezyka, krotki i zadarty ku goérze nos, mate i nisko
osadzone matzowiny uszne, szeroko rozmieszczone brodawki sutkowe oraz brak XII pary
zeber. Dziewczynka wykazywata obnizone napigcie migsniowe oraz niedostuch. W
badaniu MRI stwierdzono torbiel pajeczyndéwki oraz zaokraglone rogi czolowe modzgu.
Rodzice dziecka sa ogoélnie zdrowi i1 niespokrewnieni. W rodzinie nie wystepuja
przypadki chorob genetycznych ani wrodzonych wad rozwojowych. W badaniu kariotypu
u dziecka stwierdzono kariotyp zenski z nieprawidlowym chromosomem 9
(46,XX,add(9)(p24)). W celu doktadniejszego okreslenia aberracji chromosomu 9,
przeprowadzono badanie SNP-array o rozdzielczo$ci 300k, wykazujac 2 zmiany: delecje
(region 9p24.3-9p22.2; rozmiar delecji: 18,17 Mb; pozycja genomowa wg HG18:
chr9:36587-18206477) oraz duplikacje (region 9p22.2-9p12; rozmiar duplikacji: 23,3 Mb;
pozycja genomowa wg HG18: chr9:18214660-41513872).
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Ryc. 16. Obraz zmian wykrytych u pacjentki B-12. Widoczna terminalna delecja (9p24.3-
9p22.2) oraz interstycjalna duplikacja (9p22.2-9p12)
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Pacjentka B-13

Dziewczynka urodzona w 2008 roku z niepowiktanej ciazy. Porod odbyt si¢ w 40
tygodniu ciazy, z masa ciata 3680 g i obwodem gtowy 35 cm. Po porodzie, u dziecka nie
stwierdzono zadnych wad wrodzonych. W wieku 3 lat masa ciata dziecka wynosita 17 kg,
wzrost 102 cm, a obwod glowy 51 cm. Pacjentka prezentowata nastgpujace cechy
dysmorfii: mate gleboko osadzone oczy, krotki nos, zapadnicta nasad¢ nosa, niska
przednia lini¢ wloséw, dysplastyczne i wydatne malzowiny uszne. Pacjentka wykazywata
obnizone napig¢cie migSniowe, opdznienie rozwoju psychomotorycznego, zachowania
autystyczne, tatwos¢ irytacji oraz nadaktywno$¢. Dziewczynka ma lekki stopien NI i nie
mowi. Rodzice dziecka sa ogélnie zdrowi i niespokrewnieni. W rodzinie brat matki
probandki cierpi na schizofreni¢. W badaniu kariotypu u dziecka stwierdzono Kkariotyp
zenski z inwersja paracentryczna chromosomu 2 (46,XX,inv(2)(q36.32037.3). W celu
okreslenia ewentualnego niezrownowazenia kariotypu, przeprowadzono badanie SNP-
array o rozdzielczosci 300k, wykazujac 2 zmiany: delecje w chromosomie 2 (region
2037.3; rozmiar delecji: 4,35 Mb; pozycja genomowa wg HG18: chr2:238251381-
242604099) oraz duplikacjc w chromosomie 10 (region 10p15.3-10p15.1; rozmiar
duplikacji: 6,55 Mb; pozycja genomowa wg HG18: chr10:125708-6683822).
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Ryc. 17. Obraz zmiany wykrytej u pacjentki B-13. Widoczna terminalna delecja w
chromosomie 2937.3
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Ryc. 18. Obraz zmiany wykrytej u pacjentki B-13. Widoczna terminalna duplikacja w
chromosomie 10p15.3-10p15.1
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Pacjent B-14

Chtopiec urodzony w 2004 roku z niepowiktanej ciazy, sitami natury. Poréd odbyt
si¢ w 40 tygodniu ciazy, z masa ciata 3480 g i obwodem gltowy 34 cm. Dziecko ocenione
na 7 puktow w skali Apgar. Po porodzie stwierdzono wngtrostwo i wrodzong wadg serca
(ASDII). W wieku 5 lat masa ciata dziecka wynosita 18 kg, wzrost 110 cm, a obwdd
glowy 54 cm. Chilopiec wykazuje opoznienie rozwoju psychomotorycznego oraz
zachowania autystyczne. Rodzice dziecka sa ogdlnie zdrowi i niespokrewnieni. U chiopca
stwierdzono prawidlowy kariotyp meski (46,XY) oraz wykluczono zespot FraX.
Wykonano takze badanie MLPA w kierunku najczestszych zespotdw mikrodelecji
(zestaw P245) oraz rearanzacji regionéw subtelomerowych (zestawy P036 i P070). W obu
testach uzyskano prawidlowe wyniki. Przeprowadzono badanie SNP-array o
rozdzielczosci 300k, wykazujac delecj¢ w chromosomie 16 (region 16pll1.2; rozmiar
delecji: 1,16 Mb; pozycja genomowa wg HG18: chr16:29563594-30731722).
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Ryc. 19. Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-14. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 16p11.2
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Pacjent B-15

Chiopiec urodzony w 1994 roku. Pordd odbyt sie w 41 tygodniu ciazy, cigciem
cesarskim z powodu miednicowego potozenia ptodu. Masa urodzeniowa wynosita 2900 g,
a obwod glowy 33 cm. Po porodzie, u dziecka nie stwierdzono zadnych wad wrodzonych.
W pozniejszym okresie, u chlopca wystgpowato opoznione zarastanie ciemiaczka. W
wieku 4 lat u pacjenta zaobserwowano regres w rozwoju psychomotorycznym. W wieku
13 lat masa ciata dziecka wynosita 33 kg, wzrost 145 cm, a obwodd glowy 53 cm. Pacjent
prezentowat nastgpujace cechy dysmorfii: duze matzowiny uszne, krotkie palce u dtoni,
ciemne plamy na skorze oraz niedorozwoj jader. Ponadto chlopiec jest agresywny i
uparty. Rodzice dziecka sa ogdlnie zdrowi i niespokrewnieni. W rodzinie chlopca nie
wystepuja przypadki chorob uwarunkowanych genetycznie, ani wad wrodzonych. W
badaniu Kkariotypu u dziecka stwierdzono kariotyp meski ze zrownowazona translokacja
wzajemna chromosomoéow 2 i 10 (46,XY,t(2;10)(q37.1;923.2)mat. Ta sama translokacja
zrownowazona obecna jest u zdrowej matki pacjenta oraz u zdrowego rodzenstwa (siostry
i brata). Wykluczono takze zespot FraX u chtopca. W celu sprawdzenia wystgpowania
ewentualnego niezrownowazenia kariotypu, wykonano badanie SNP-array o
rozdzielczosci 300k, wykazujac duplikacje (region 22q11.21; rozmiar duplikacji: 2,46
Mb; pozycja genomowa wg HG18: chr22:17187197-19654308).

GT Samples 25 [22] (1px|=54KE)

2.00

1.00+

0.00 +

Log R Ratio

-1.001

Ryc. 20. Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-15. Widoczna interstycjalna duplikacja w
chromosomie 22911.21
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Pacjent B-16

Chtopiec urodzony w 2007 roku z niepowiktanej ciazy, sitami natury. Porod odbyt
si¢ w 36 tygodniu ciazy, z masg ciala 1930 g i obwodem glowy 31,5 cm. Dziecko
ocenione na 4 punkty w skali Apgar. Po urodzeniu u chlopca stwierdzono wodoglowie,
refluks pecherzowo-moczowodowy i zastawke cewki tylnej. W wieku 3 lat masa ciata
dziecka wynosita 11 kg, wzrost 88 c¢cm, a obwod glowy 47 cm. Pacjent prezentowat
nastepujace cechy dysmorfii: wysokie i szerokie czoto, krotki nos z odwrdconymi
nozdrzami, waskie usta, ptoze, ptaska twarz i potylicg. U pacjenta wystepuje opoznienie
rozwoju psychomotorycznego. Chlopiec wykazuje astygmatyzm krotkowzroczny oraz ma
zeza rozbieznego. Rodzice dziecka sa ogdlnie zdrowi i niespokrewnieni. W rodzinie nie
wystepuja przypadki choréb genetycznych ani wrodzonych wad rozwojowych. W
badaniu kariotypu stwierdzono wynik prawidtowy (46,XY). Wykluczono tez zespot FraX.
Nastgpnie przeprowadzono badanie aCGH o rozdzielczosci 135k, wykazujac 2 zmiany:
delecj¢ w chromosomie 1 (region 1g21.1; rozmiar delecji: 1,19 Mb; pozycja genomowa
wg HG18: chrl1:144998070-146193043) oraz delecj¢ w chromosomie 9 (region 9934.11-
9934.13; rozmiar delecji: 1,81 Mb; pozycja genomowa wg HG18: chr9:132217687-
134031151).

0
25 Chromosome 1Y

p36.32

i [l g n M = - 0= 0= - w
a a B - a a a e =

Ryc. 21. Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-16. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 1g21.1

p36.22

[ELNE]

p36.11
4

o
25 Chromosome 9 A

Ryc. 22. Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-16. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 9934.11-9934.13
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4.2.1 Podsumowanie wynikéw badan aCGH i SNP-array

Tab.10. Lista wykrytych zmian u pacjentow w badaniach aCGH i SNP-array

Pacjent Region zmiany Ronaj Rozmiar Pochqdzenie Char_akter
zmiany zmiany zmiany zmiany

B-1 11913.3-q13.4 | duplikacja | 170,6 kb nz nieznany
B-2 15q11.2 duplikacja | 236,4 kb de novo polimorficzny
B-3 Xqg21.1 delecja 170,1 kb de novo polimorficzny
B-4 5031.2 duplikacja | 1,99 Mb nz nieznany
B-5 16p13.3 delecja 1,93 Mb nz patogenny
B-6 22q11.21 delecja 2,99 Mb nz patogenny
B-7 1g43-1g44 delecja 2,00 Mb nz patogenny
B-8 15026.3 duplikacja | 250,4 kb nz nieznany
B-9 15q11.2 delecja 3,40 Mb de novo patogenny
B-10 22013.33 delecja 1,03 Mb de novo patogenny
B-11 11913.1 delecja 815,0 kb de novo nieznany
B-12 9p24.3-9p22.2 delecja 18,17 Mb de novo patogenny
B-12 9p22.2-9p12 duplikacja | 23,3 Mb de novo patogenny
B-13 2037.3 delecja 4,35 Mb de novo patogenny
B-13 10p15.3-10p15.1 | duplikacja | 6,55 Mb de novo nieznany
B-14 16p11.2 delecja 1,16 Mb de novo patogenny
B-15 22011.21 duplikacja | 2,46 Mb de novo patogenny
B-16 1921.1 delecja 1,19 Mb nz patogenny
B-16 9034.11-9934.13 delecja 1,81 Mb nz nieznany

Legenda: nz — niezidentyfikowane pochodzenie aberracji

4.3. Podsumowanie wynikéw

W pracy, tacznie analizowano 162 pacjentow z izolowana oraz zespotowa forma

NI. U 21 pacjentow (12,9%) wykryto zmiany patogenne lub potencjalnie patogenne, w

postaci 8 duplikacji i 15 delecji. Wszystkie zidentyfikowane zmiany u pacjentoéw oraz

okreslenie ich nosicielstwa u rodzicow, zostaty potwierdzone metoda MLPA oraz gPCR.

Weryfikacja zmian wykrytych u pacjentow za pomoca techniki qPCR, zostata

przedstawiona na rycinie 23.
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wzgledna liczba kopii
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Ryc. 23. Wyniki badania gPCR. Porownanie wzglednej ilosci kopii badanych regionow u

pacjentow B-1

badanego regionu.

wystepuja w  populacji

B-16 do kontroli (K). Wartos¢ 1 oznacza wystgpowanie 2 Kkopii

U 141 pacjentow nie wykryto zadnych zmian lub zmiany, ktore sa polimorficzne i

prawidlowymi wynikami przedstawiona jest w tabeli 11.

Tab.11. Charakterystyka pacjentéw z prawidtowymi wynikami MLPA i
aCGH/SNP-array

os6b zdrowych. Krotka charakterystyka pacjentow z

Wykonane badania

Pacjent | Pteé Stopien NI Cechy fenotypowe i behawioralne -
Kariotyp MLPA | SNP-array | aCGH Inne
otylos¢, duze matzowiny uszne, krotkie
C-1 M lekki wedzidetko jezyka sucha skora, zachowania 46,XY S - - FMR1
autystyczne
duza i asymetryczna twarz, matoglowie, mate
C-2 K lekki malzowiny uszne, hirsutyzm, réznobarwnos¢ 46,XX S - - -
teczowki, brak koncentracji, padaczka
wydtuzona twarz, wydatne czoto, szerokie
kciuki i pierwsze palce, klinodaktylia
C-3 K umiarkowany palcoéw u rak, hipoteloryzm, zez, oczoplas, 46,XX S - - -
opdznienie rozwoju mowy, nadaktywnos¢,
agresja
malogtowie, skrocenie IV i V kosci $rodrecza,
C-4 M lekki astygmatyzm, krétkowzrocznosé, staba 46,XY S 1M - FMR1
koordynacja motoryczna
niskie czoto, dtugi nos, hirsutyzm, skora
C-5 K lekki marmurkowa, krétkie palce, niskorosto$¢, zez, 46,XX M - - -
opbznienie rozwoju mowy
matogtowie, dtugi nos, dluga, wydatna
. rynienka podnosowa, wydatne matzowiny
C-6 M lekki uszne, krotkie palce, wngtrostwo, ADHD, 46,XY M. S . B FMR1
opozniony wiek kosci, osteoporoza
C-7 M umiarkowany wngtrostwo, astygmatyzm, drgawki, padaczka 46,XY M, S - - FMR1
wngtrostwo prawostronne, nadci$nienie 46,XY,inv
C-8 M lekki phucne, hiperteloryzm, opdznienie rozwoju (9)(pl1ql M - - FMR1
mowy 2)
c-9 M lekki 'gqgte brwi, cigzka skolioza, male .stopy, 46,XY M ) ) )
opdznienie wzrostu, astygmatyzm, niedostuch
wysokie czoto, duzy nos, skolioza, nadmierna
C-10 K znaczny potliwo$¢, opdznienie rozwoju 46,XX M - - -
psychomotorycznego
C-11 M znaczny duzy nos, duze matzowiny uszne, delikatna 46,XY S - - FMR1
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skora, duza elastyczno$¢ stawowa, skolioza,
nadaktywnos¢, agresja

C-12

lekki

okragla twarz, geste i zro$nigte brwi,
syndaktylia II i III palcow u stop

46,XX

C-13

umiarkowany

wysokie czoto, wydatne zgby siekacze,
ginekomastia, waska klatka piersiowa,
nadaktywnos¢, opdznienie rozwoju mowy

46,XY

FMR1

C-14

ostro zaznaczone linie brwi, dtugie rzgsy, mate
usta, waska nasada nosa, obustronny roszczep,
wargi i podniebienia, opdznienie rozwoju
psychomotorycznego

46,XY

300k

C-15

lekki

dhluga twarz, wysokie czoto, arachnodaktylia,
niedostuch

46,XX

C-16

Znaczny

czesciowe zaro$nigcie brwi, hiperteloryzm,
mikrognacja, przykurcze w stawach
kolanowych, op6znienie rozwoju mowy,
zachowania autystyczne, padaczka

46,XY

FMR1

C-17

umiarkowany

ginekomastia, odwrocone brodawki sutkowe,

zdeformowane stawy kolanowe, zachowania

autystyczne, autoagresja, opoznienie rozwoju
psychomotorycznego

46,XY

300k

FMR1

C-18

umiarkowany

duza gltowa, dtugie palce, klinodaktylia V
palcow u rak, stereotypie ruchowe, sucha
skora, opdznienie rozwoju mowy, brak
koncentracji

46,XX

C-19

lekki

geste brwi, przepuklina pachwinowa i
pepkowa, krotkie stopy i palce,
nadwzroczno$é, niedostuch, nadaktywnosé

46,XX

C-20

lekki

nadwaga, duze oczy, duze malzowiny uszne,
odwrocone brodawki sutkowe, duze stopy,
plaskostopie

46,XY,inv
(9)(p11ql
2)

FMR1

Cc-21

lekki

okragta twarz, wydatne czoto, gtgboko
osadzone oczy, cienkie obrabki uszu, skrocone
V palce u rak, brak koncentracji

46,XY

SNRPN

C-22

Znaczny

dhugie palce u stop, zachowania autystyczne,
nadaktywno$¢, agresja

46,XX

C-23

lekki

niskie czoto, hiperteloryzm, duze matzowiny
uszne, pelne usta, wysokie podniebienie,
szeroka nasada nosa, brachydaktylia,
syndaktylia V palcow u rak, zez, opdznienie
rozwoju mowy, staba koncentracja

46,XY

FMR1

C-24

lekki

duza i trojkatna glowa, duze matzowiny uszne,
klinodaktylia V palcéw u rak, opdznienie
rozwoju mowy, stereotypie ruchowe,
nadaktywnos$¢, brak koncentracji

46,XY

FMR1

C-25

umiarkowany

skrocone palce 11, 111, IV u stop, opdznienie
rozwoju mowy, ADHD

46,XX

FMR1

C-26

wada serca (AVSD), mikrognacja, pogrubiate
rysy twarzy, rzadkie rz¢sy, niska i plaska
nasada nosa, opdznienie rozwoju
psychomotorycznego

46,XX

C-27

lekki

duze przednie ciemiaczko, opdznione
zamknigcie ciemiaczka, skolioza krggow

piersiowych, asymetria fopatek, zez,
op6znienie rozwoju mowy, nadaktywnosé

46,XY

FMR1

C-28

umiarkowany

poszerzenie aorty, gtgboko osadzone oczy,
czesciowe zarosnigeie brwi, dtugi nos,
skolioza, op6znienie rozwoju mowy

46,XY

300k

FMR1

C-29

umiarkowany

bardzo dlugie rzgsy, dolichostenomelia,
padaczka, drgawki, nadaktywno$¢, agresja

46,XY

M, S

FMR1

C-30

lekki

opdznienie rozwoju psychomotorycznego

46,XY

M, S

FMR1

C-31

opodznienie rozwoju psychomotorycznego,
drgawki, stereotypie ruchowe, zachowania
autystyczne

46,XX

M, S

MECP2
SNRPN

C-32

zZnaczny

matogtowie, plaska twarz, petne usta, nisko
osadzone matzowiny uszne, dtuga rynienka
podnosowa, brachydaktylia, obnizone napigcie
mig$niowe, wada zgryzu

46,XX

C-33

hiperteloryzm, zmarszczki nakatne oczu, brak
paznokci, zachodzace na siebie palce u stop,
opdznienie rozwoju psychomotorycznego

46,XY

FMR1

C-34

lekki

opdznienie rozwoju psychomotorycznego

46,XX

C-35

lekki

opdznienie rozwoju psychomotorycznego

46,XX

C-36

Z|IX|R

lekki

agresja, nadaktywnos¢

46,XY

Zn|L

FMR1
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C-37

lekki

nadaktywno$¢, opdznienie rozwoju
psychomotorycznego

46,XY

FMR1

C-38

obustronna dysplazja stawow biodrowych,

hiperteloryzm, waska nasada nosa, krotka
rynienka podnosowa, hipotonia krtani,

opdznienie rozwoju psychomotorycznego

46,XY

FMR1
SNRPN

C-39

obnizone napigcie mig$niowe, nadwaga,
migdatowe oczy

46,XX

SMN1

C-40

umiarkowany

dysplastyczne matzowiny uszne, szeroko
rozstawione zgby, odwrocone nozdrza,
opdznienie rozwoju mowy, nadaktywnos¢,
zachowania autystyczne

46,XY

FMR1

C-41

opodznienie rozwoju psychomotorycznego,
zanik m6zdzku w badaniu MRI

46,XX

C-42

lekki

wngtrostwo, lewostronna przepuklina
pachwinowa, asymetryczne matzowiny uszne,
gladka i dtuga rynienka podnosowa, duze
ciemiaczko, odwrocone brodawki sutkowe,
mata moszna i pracie

46,XY

FMR1
SNRPN
GJB2

C-43

lekki

wrodzona wada serca (VSD, ASD Il), aplazja
prawego kciuka, niedorozwdj lewej
malzowiny usznej Z atrezja zewn. kanatu
shuchowego, dtuga rynienka podnosowa,
szeroki paluch u lewej stopy

46,XX

1M

C-44

lekki

mate pofaldowane matzowiny uszne, niskie
czoto, krzaczaste brwi, gtadka rynienka
podnosowa, duze oczy, niskorostos¢, zez,
astygmatyzm, opdznienie rozwoju mowy

46,XY

PTPN1

C-45

umiarkowany

wada serca (VSD), spodziectwo, agenezja

lewej nerki, ptaska potylica, wysokie czoto,

duze matzowiny uszne, glgboko osadzone

oczy, wysokie podniebienie, mikrognacja,
ataksja

46,XY

300k

FMR1
SNRPN

C-46

gleboki

kamptodaktylia Il palca u lewej stopy, afazja
semantyczna, padaczka

46,XX

SNRPN

C-47

znaczny

obustronny roszczep podniebienia,
mikrognacja, syndaktylia I i III palcow u stop,
ghuchota przewodzeniowa

46,XX

C-48

wydluzenie esicy, migkka skora, niedostuch

46,XY

C-49

umiarkowany

obustronny roszczep wargi i podniebienia,
atrezja kanatu zowego, skolioza, wada zgryzu,
drgawki, mézgowe porazenie dziecigce

46,XY

FMR1
ARX

C-50

lekki

obnizone napigcie mig§niowe, wnetrostwo,
syndaktylia II i III palcow u stop, klinodaktylia
V palcow u rak, hiperteloryzm, wielkogtowie,
niestabilna postawa, agresja, irytacja

46,XY

FMR1

C-51

lekki

zez, krotkowzrocznos$¢, nadaktywnosé,
agresja, wysoki prog bolu

46,XX

C-52

lekki

duza i trjkatna glowa, zapadnigta nasada
nosa, mate matzowiny uszne, klinodaktylia V
palcoéw u rak, opdznienie rozwoju mowy,
nadaktywnos$¢

46,XY,t(6
:19)(q16.2
;13.33)

FMR1

C-53

lekki

duze matzowiny uszne, hipoteloryzm, wydatna
nasada nosa, mikrognacja, rzadkie wtosy,
napady $miechu i placzu, klaskanie w dionie

46,XY

FMR1

C-54

lekki

bardzo dlugi jezyk, skosne szpary powiekowe,
opdznienie rozwoju psychomotorycznego

46,XX

135k

C-55

lekki

niskie czoto, dtugi nos, duze matzowiny uszne,
niskorostos¢, krotkie palce u rak i stop,
niestabilna postawa, hirsutyzm,
nadwzrocznos$¢, opoznienie rozwoju mowy

46,XX

C-56

wrodzona wada serca, wydatna potylica,
wysokie czoto, hiperteloryzm, sko$ne szpary
powiekowe, zapadnigta i szeroka nasada nosa,
klinodaktylia V palcéw u rak

46,XY

C-57

lekki

zapadnigta nasada nosa, dtuga rynienka

podnosowa, czg$ciowe zarosnigcie brwi,
wydatne malzowiny uszne, mate pracie, zez,
nadwzrocznos$¢, opdznienie rozwoju mowy

46,XY,inv
(5)(q14.2q
35.3)

FMR1

C-58

umiarkowany

asymetryczny nos, mate malzowiny uszne,
szerokie kciuki, nadwzroczno$é, niedostuch,
ADHD, opdznienie rozwoju mowy

46,XX

300k

C-59

umiarkowany

mikrognacja, krotkie palce u rak, hirsutyzm,
zaro$nigcie brwi, zapadnigta nasada nosa,

46,XX
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nisko osadzone matzowiny uszne, dtugie

rzgsy, mate rece, sucha skora, zwigkszone

napigcie mig$niowe, skolioza, opdznienie
rozwoju mowy

C-60

gleboki

ponura twarz, dtugie rzgsy, skosne szpary
powiekowe, dlugi nos, padaczka, opoznienie
rozwoju mowy, nadaktywno$¢

46,XY

C-61

lekki

wysokie i szerokie czoto, skosne szpary
powiekowe, dlugie rzgsy, szeroka rynienka
podnosowa, opdznienie rozwoju mowy

46,XY

C-62

lekki

syndaktylia II i III palcow u stop, opdznienie
rozwoju psychomotorycznego

46,XY

FMR1

C-63

lekki

mikrognacja, nadwzroczno$¢

46,XY

FMR1

C-64

lekki

owalna twarz, hiperteloryzm, szeroka nasada
nosa z odwroconymi nozdrzami, dtuga
rynienka podnosowa, duze matzowiny uszne,
nadwzroczno$¢

46,XY

C-65

lekki

mikrognacja, gtgboko osadzone oczy, diugie
rzgsy, wysokie podniebienie, padaczka,
opdznienie 10zZwoju mowy

46,XY

C-66

lekki

mikrognacja, nadwzroczno$é

46,XY

C-67

wrodzona wada serca (VSD), dysplastyczne
malzowiny uszne, wysokie podniebienie,
mikrognacja, skora marmurkowa, stopy
konsko-szpotawe

46,XY

C-68

Znaczny

zespot zaburzen oddychania, niska linia
wlosow, grube wlosy, ropnie skorne

46,XX

FMR1

C-69

lekki

mikrognacja, wada zgryzu, op6znienie
rozwoju psychomotorycznego

46,XX

300k

C-70

hipoplazja lewej nerki, obnizone napigcie
mig$niowe, matoglowie, pogrubione rysy
twarzy, niskie czoto, ptaska potylica, zez,
nadaktywnosc¢, opdznienie rozwoju
psychomotorycznego

46,XY

FMR1

C-71

matoglowie, zwigkszone napigcie migéniowe,
opdznienie rozwoju psychomotorycznego

46,XY

300k

C-72

lekki

zwigkszone napigcie migSniowe, opodznienie
rozwoju mowy, agresja, zachowania
autystyczne

46,XY

FMR1

C-73

wngtrostwo, wielkoglowie, atrezja
moczowodow, opoznienie rozwoju
psychomotorycznego

46,XY

C-74

dysplastyczne matzowiny uszne, otyto$é

46,XX

SNRPN

C-75

nadaktywno$é¢

46,XX

win

C-76

krotki i maty nos, waskie wargi, padaczka,
obnizone napigcie migsniowe, opdznienie
rozwoju mowy, nadaktywnosé

46,XY

z |zlz

w

SNRPN

C-77

lekki

skosne szpary powiekowe, niebieskie
twardowki, krotka i szeroka szyja,
nadwzrocznos¢, zmiany atopowe skory,
osteoporoza

46,XX,inv
(9)(p11q1
3)

C-78

lekki

zwigkszona elastyczno$é skory, staba
koordynacja motoryczna, nadaktywno$¢,
opdznienie rozwoju mowy

46,XY

FMR1

C-79

znaczny

gleboko osadzone oczy, wada zgryzu, dziwne
ruchy rak, nadaktywno$¢, padaczka

46,XX

MECP2

C-80

umiarkowany

obustronna polidaktylia pozaosiowa,
pogrubiate rysy twarzy, hiperteloryzm, krotka
rynienka podnoskowa, nadaktywnos¢, agresja

46,XY

FMR1

C-81

Znaczny

opdznienie rozwoju psychomotorycznego

46,XY

FMR1

C-82

lekki

wodogtowie, przepuklina pgpowinowa, nisko
osadzone matzowiny uszne, hiperteloryzm,
wielkoglowie, wada zgryzu, opdznienie
rozwoju psychomotorycznego, brak uwagi

46,XY

FMR1

C-83

lekki

zapadnigta nasada nosa, makroglosja, krotka
rynienka podnoskowa, duze matzowiny uszne,
zapadnigta klatka piersiowa, opdznienie
rozwoju mowy

46,XX

C-84

asymetryczna twarz, mikrognacja, nisko
osadzone dysplastyczne malzowiny uszne,
obustronne wady dloni, opdznienie rozwoju
psychomotorycznego

46,XX

C-85

lekki

zmiany naczyniowe na twarzy i plecach

46,XY

FMR1

C-86

4k

lekki

mozgowe porazenie dziecigee, skosne szpary

46,XY

1M

FMR1
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powiekowe, tukowate brwi, dlugi nos, gtadka
rynienka podnoskowa, mikrognacja,
opdznienie T0Zwoju mowy

waska nasada nosa z odwréconymi nozdrzami,

C-87 K - krotkie szpary powiekowe, op6znienie 46,XX S 300k - -
rozwoju psychomotorycznego, agresja
wielkogtowie, wydatne czoto, gigboko
c-88 M leKKi osa_dzone oczy, duze malzowiny uszne, 46,XY M ) } )
hiperteloryzm, szeroka nasada nosa,
wngtrostwo, opdznienie rozwoju mowy
wysokie czoto, mikrognacja, duze matzowiny
-89 M lekki uszne, s;c.:roka nasadg nosa, piaska potylica, 46,XY M ) ) FMR1
obnizone napigcie mig§niowe, brak
koncentracji, nadaktywno$¢
wngetrostwo, obnizone napigcie migsniowe,
C-90 M lekki mala twarz, mate wargi, niska linia wlosow, 46,XY M - - FMR1
male malzowiny uszne
C-91 M lekki zachowania autystyczne 46,XY S 300k - -
wrodzona wada serca, szeroko rozstawione
C-92 K - brodawki sutkowe, ptoza, opdznienie rozwoju 46,XX S - - -
mowy
duze matzowiny uszne, szeroka nasada nosa z
odréconymi nozdrzami, wodniaki jader, dlugie | 46,XY,inv
C-93 M - rzgsy, obnizone nNapigcie mig$niowe, (9)(p12q1 M, S - - -
nadaktywnos¢, opdznienie rozwoju mowy, 3)pat
zachowania autystyczne
c-94 M lekki gleboko osadzone oczy, duze matzowiny B 46.XY S ) ) EMR1
uszne, wysoka nasada nosa, brak koncentracji
asymetryczna twarz, dysplastyczne matzowiny
C-95 M lekki uszne, dtugie palce u rak, skora marmurkowa, 46,XY M - - FMR1
niestabilna postawa ciata, brak koncentracji
. krotkie wedzidelko jezyka, krotkie i cienkie
C-96 M lekki palce, ADHD, irytacja 46,XY S - - FMR1
C-97 M lekki ptaska klatka piersiowa, ADHD, irytacja 46,XY M - - FMR1
46,XX,inv
C-98 K lekki wrodzona wada serca (ASDII), sucha skora 9)(p1l;q M, S 300k - -
21.2)
wrodzony ubytek teczéwki, waskie wargi, zez,
C-99 M - syndaktylia II i III palcow u stop, padaczka, 46,XY S - - -
obnizone napigcie mig§niowe
hiperteloryzm, prognatyzm, syndaktylia 11 i Il
C-100 K lekki palcow u stop, niedostuch, zez, krotka 46,XX S - 135k -
rynienka podnosowa
C-101 K lekki syndaktylia Il, 111,1V palca u prawej stopy 46,XX S - - -
C-102 K znaczny padaczka 46,XX S - - -
szeroka nasada nosa, dtuga rynienka ARX
C-103 K umiarkowany podnosowa, encefalopatia, drgawki, zez, 46,XX M, S 300k - MECP2
opdznienie 10zZwoju mowy SNRPN
C-104 M znaczny opdznienie rozwoju psychomotorycznego 46,XY - 1M - FMR1
C-105 K lekki - 46,XX - 1M - -
C-106 M umiarkowany przetoka skrzelowa 46,XY - 300k - -
male wargi, ptaska potylica, dtuga rynienka
C-107 K - podnosowa, sucha skora, opoznienie rozwoju 46,XX - 300k - -
psychomotorycznego
mozgowe porazenie dziecigee, zmarszcezki
C-108 K umiarkowany nakatne oka, zez, opdznienie rozwoju 46,XX - 300k - SNRPN
psychomotorycznego
46,XY,t(
C-109 M - opodznienie rozwoju psychomotorycznego f (’1%)7(%];:'“ - 300k - FMR1
at
wydatne czoto, hiperteloryzm, nisko osadzone
C-110 M . matzowiny uszne, zwickszone napigcie 46,XY - 300k - -
mig$niowe, autoagresja, opdznienie rozwoju
psychomotorycznego
wydluzona twarz, wysokie czoto, ptaska
potylica, wysokie i waskie podniebienie, duze
matzowiny uszne, dluga rynienka podnosowa, DHCR
C-111 M ) wngtrostwo, syndaktylia II, III, IV palcow u 46,XY ) 300k ) 7
stop, mikrognacja, szeroko rozstawione
brodawki sutkowe
nisko osadzone matzowiny uszne, zrotowane
C-112 K - ku tytowi, niska nasada nosa z odwréconymi 46,XX - 300k - -

nozdrzami, mikrognacja, nadaktywno$¢
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C-113

roszczep podniebienia, zanik ciata
modzelowatego, hipoplazja pnia mézgu

46,XX,1(3
;17)(p21.3
;921.3)

300k

C-114

wngtrostwo, przepuklina pgpkowa i
pachwinowa, wielkoglowie, wodoglowie,
hiperteloryzm, niska nasada nosa, wydatna
czerwien wargowa, mikrognacja, nisko
osadzone malzowiny uszne, maty nos,
obnizone napigcie migsniowe, opdznienie
rozwoju psychomotorycznego

46,XY

300k

GPC3

C-115

lekki

zachowania autystyczne, stereotypie ruchowe,
nadaktywno$¢

46,XY

300k

FMR1

C-116

gleboki

ptoza, gleboko osadzone oczy, krotka rynienka
podnosowa, duze i dysplastyczne matzowiny
uszne, cienka czerwien wargowa, wysokie
czolo, brachydaktylia, szerokie paluchy,
stereotypie ruchowe

46,XY

300k

C-117

Znaczny

syndaktylia 111 i IV palcoéw u dioni,
mikrognacja, agenezja lewej nerki, atrezja
przetyku, niedorozwdj moszny, brak jader,
dhugie rzgsy, zez, oczoplas, hirsutyzm

46,XY

300k

C-118

dtugie palce u dtoni i stop, opdznienie rozwoju
psychomotorycznego, zachowania autystyczne

46,XY (4
;14)(927;q
22)

300k

C-119

lekki

obnizone napigcie mig$niowe, czgSciowa
syndaktylia III, IV, V palcow u stop,
padaczka, ataksja, astygmatyzm

46,XX

135k

RSK2

C-120

wydatne czoto, hiperteloryzm, ptaska nasada
nosa z odréconymi nozdrzami, opoznienie
rozwoju psychomotorycznego, nadaktywno$é

46, XY t(1
13)(p35.2;
pl4.2)mat

135k

FMR1

C-121

lekki

duze i dysplastyczne matzowiny uszne,
nadaktywnos$¢

46,XY

FMR1

C-122

nisko osadzone malzowiny uszne,
hiperteloryzm, op6znienie rozwoju
psychomotorycznego

46,XY

FMR1

C-123

lekki

waska nasada nosa z odwroconymi nozdrzami,
kroétkie szpary powiekowe, syndaktylia II i III
palcow u stop

46,XY

FMR1

C-124

obnizone napigcie migsniowe, opoznienie
rozwoju psychomotorycznego

46,XY

FMR1

C-125

lekki

nisko osadzone malzowiny uszne,
hiperteloryzm, wielkoglowie, opdznienie
rozwoju psychomotorycznego, nadaktywnos¢

46,XY

FMR1

C-126

lekki

opdznienie rozwoju psychomotorycznego

46,XX

C-127

xR

lekki

opdznienie rozwoju psychomotorycznego

46,XX

C-128

wydatna czerwien wargowa, nisko osadzone
malzowiny uszne, opdznienie rozwoju
psychomotorycznego

46,XY

FMR1

C-129

lekki

opdznienie rozwoju psychomotorycznego

46,XY

1M

FMR1

C-130

lekki

46,XX

1M

C-131

< [XIZ] £

lekki

maloglowie, zwigkszone napigcie mig$niowe,
opdznienie rozwoju psychomotorycznego

46,XY

300k

FMR1

C-132

zZnaczny

niskie czoto, krotki nos, szerokie kciuki i
palce, wystajacy jezyk, niedobor masy ciata,
skora marmurkowa, zachowania autystyczne,

napady agresji

46,XX

1M

C-133

nisko osadzone uszy, kraniosynostoza,
spodziectwo, opdznienie rozwoju
psychomotorycznego

46,XY

1M

FMR1
FGFR2

C-134

umiarkowany

wydhizona glowa, dtuga rynienka podnosowa,
cienka gorna warga, zapadnigta nasada
nosowa, niewyrazna mowa, nadaktywnos¢

46,XY

1M

FMR1

C-135

lekki

ptaska potylica, wysokie czoto, oczy glgboko
osadzone, szpary powiekowe lekko skosne ku
gorze, dhugi nos, klinodaktylia V palcow u
dloni, opdznienie rozwoju mowy

46,XY

1M

FMR1

C-136

lekki

wysokie czoto, nisko osadzone, dysplastyczne
malzowiny uszne, petne usta, wysokie
podniebienie, skrocone wedzidetko jezyka,
szeroki nos z odwroconymi nozdrzami, ,
klinodaktylia V palcéw u dloni, opdznienie
rozwoju mowy

46,XX

M

C-137

lekki

zmarszczki nakatne oczu, duze matzowiny
uszne, wydatne guzy czolowe, wielkoglowie,

46,XY

M

FMR1
SNRPN
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wysokie podniebienie, otytos$¢, male pracie,
opdznienie r0Zwoju mowy

matoglowie, ggste owlosienie, niskie czoto,
krétka rynienka podnosowa, duzy i dtugi nos,
krotkie palce u dtoni i stop, niskorostosc,
waska obrgcz barkowa, zez, obnizone napigcie
mig$niowe, drgawki, przedwczesne
dojrzewanie plciowe

C-138 M znaczny 46,XY - 1M

FMR1

matoglowie, asymetryczna twarz, zwigkszone

C-139 K lekki napiccie migsniowe, szpary p0w1,e,ko.we.

skierowane skosnie ku dotowi, op6znienie
rozwoju psychomotorycznego

46,XX - M

zrotowane obrabki uszu, szeroka nasada nosa,
kamptodaktylia II palcoéw u lewej stopy,
zmarszczKi nakatne oczu, hiperteloryzm,
nadaktywno$é

C-140 M gleboki 46,XY - 1M

FMR1
SNRPN

kamptodaktylia II palcow u lewej stopy,
C-141 K gleboki padaczka, afazja, nadaktywnos¢, wybuchy 46,XX - 1M
radosci

SNRPN

Legenda: K — kobieta, M — m¢zczyzna, M - badanie MLPA w kierunku znanych zespotéw mikrodelecji,
S — badanie MLPA w kierunku rearanzacji regionow subtelomerowych, FMR1 — badanie mutacji

dynamicznej w genie FMR1 (zespot FraX), SNRPN — test metylacji locus SNRPN (zesp6t Pradera-
Willi’ego/Angelmana), PTPN11 — badanie sekwencji kodujacej genu PTPN11 (zespot Noonan), ARX —
badanie duplikacji 24 pz genu ARX, FGFR2 — badanie sekwencji kodujacej genu FGFR2, RSK2 — badanie
sekwencji kodujacej genu RSK2 (zesp6t Coffina-Lowry'ego), GPC3 — badanie sekwencji kodujacej genu
GPC3 (zespot Simpsona-Golabi-Behmel) , DHCRY7 - badanie sekwencji kodujacej genu DHCR7 (zesp6t
Smitha-Lemliego-Opitza), SMN1 — badanie delecji w genie SMN1 (rdzeniowy zanik migéni) , GJB2 —
badanie mutacji w genie GJB2 (gluchota wrodzona) , MECP2 — badanie mutacji w genie MECP2 (zesp6t

Retta)

U wszystkich pacjentow tacznie wykonano 228 badan molekularnych. Ich

Zestawienie iloSciowe zostalo przedstawione w tabeli 12.

Tab.12. Liczbowy wykaz badan przeprowadzonych u pacjentow z NI

Rodzaj badania Liczba wykonanych badan
MLPA (zespoty mikrodelecji/mikroduplikacji) 69

MLPA (rearanzacje regionéw subtelomerowych) 96

SNP-array 58

aCGH 5

Lacznie 228
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5 Dyskusja

Identyfikacja podtoza genetycznego NI umozliwia okreslenie sposobu
dziedziczenia choroby, a co za tym idzie, pozwala okresli¢ ryzyko wystapienia choroby u
pozostatych czlonkow rodziny. Dlatego tez poznanie genetycznych przyczyn NI jest
kluczcowym elementem pozwalajacym udzieli¢ rzetelnej 1 wiarygodnej porady
genetycznej osobom chorym oraz ich rodzinom. Wszyscy pacjenci zakwalifikowani do
badan byli konsultowani w Poradni Genetycznej. W zwiazku z tym, dobor odpowiedniej
diagnostyki byl uzalezniony od przeprowadzonego wywiadu rodzinnego oraz cech
klinicznych pacjenta. Zastosowany w tej pracy algorytm diagnostyczny wykazat, ze wiele
sposréd zmian wykrytych u pacjentow z NI, to aberracje submikroskopowe (12,9%).
Indywidualnego komentarza wymagaja rearanzacje uzyskane u poszczego6lnych

pacjentow. Dlatego tez ich oméwienie przedstawiono ponizej, osobno dla kazdego z nich.

5.1 Badania MLPA

Pacjentka A-1

Z uwagi na zaburzenia zachowania, opdznienie mowy oraz stereotypie ruchowe u
dziewczynki przeprowadzono diagnostyke molekularna w kierunku zespotu Retta,
badajac sekwencje kodujaca genu MECP2. Wobec braku potwierdzenia podejrzenia
klinicznego, wykonano badanie w kierunku najczestszych zespotow mikrodelecji. U
dziewczynki stwierdzono heterozygotyczna delecj¢ regionu 1p36. Zesp6t delecji 1p36 jest
bardzo dobrze poznanym zespotem mikrodelecyjnym. Wigkszo§¢ dzieci z zespotem
delecji 1p36 cechuje si¢ opdznionym rozwojem psychomotorycznym. Dzieci te pozniej
niz zdrowe siadaja i moéwia. Stopien NI zalezy od wielkosci wykrytej delecji. Sa
doniesienia mowiace, ze istnieje zwiazek migdzy rozmiarem delecji a mozliwos$ciami
intelektualnymi pacjenta, jakkolwiek teoria ta nie zostata jeszcze udowodniona i wymaga
dalszych badan [135]. Co wazne, dziewczynka prezentuje cechy, ktore sa
charakterystyczne dla innych pacjentow z zespotem delecji 1p36. Cechy te sa

przedstawione w tabeli 13 wraz z czgstoscia ich wystgpowania.
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Biorac pod uwage fakt, ze delecja powstata de novo (co zdarza si¢ w wigkszosci
przypadkoéw zespotu delecji 1p36) oraz kilka cech fenotypowych pacjentki A-1 jest
tozsamych z tymi, ktore sa opisywane w zespole delecji 1p36, mozna StwierdziC, ze
wynik badania MLPA jednoznacznie wskazuje przyczyne NI oraz innych wad

wrodzonych u pacjentki.

Tab.13. Poréwnanie cech fenotypowych i behawioralnych pacjentki  A-1,
charakterystycznych dla zespotu delecji 1p36, z czgstoscia ich wystgpowania U innych
pacjentow (za [135])

Cechy fenotypowe i behawioralne Czestos¢ wystepowania cechy u pacjentow

z delecja 1p36

staby rozwdj mowy brak danych

klinodaktylia V palcow dtoni 64%

niedobor masy ciata i wzrostu 85%

opoznienie psychoruchowe 92%

anomalie osrodkowego uktadu nerwowego 18%

w MRI/TK

zachowania autystyczne brak danych
Pacjent A-2

U pacjenta stwierdzono heterozygotyczna delecjg¢ 22q11.2, znang jako przyczyna
zespolu DiGeorge’a. Delecja obejmuje region krytyczny zawierajacy kluczowe geny:
TBX1, COMT, PRODH, HIRA. Po porodzie u pacjenta stwierdzono wrodzona wadg serca
pod postacia zwgzenia zastawki aorty. Wedlug pismiennictwa u okoto 80% pacjentow z
delecja 22q11.2 wystgpuje¢ wrodzona wada serca [106]. U pacjenta zdiagnozowano takze
NI i niedobor hormonu wzrostu. Poza wada serca, NI oraz niedoborem hormonu wzrostu,
u mezczyzny nie zaobserwowano innych objawdéw typowych dla zespotu DiGeorge’a.
Jednakze obraz kliniczny choroby jest na tyle zmienny, ze nawet w obrgbie tej samej
rodziny czesto obserwuje si¢ wielka zmienno$¢ fenotypu. Do tej pory sadzono, ze
zmienno$¢ ta spowodowana jest rozmiarem delecji, lecz w miar¢ rozwoju technik
molekularnych okazato sig, ze osoby z taka sama delecja wykazuja bardzo duza
zmienno$¢ objawow. Niektorzy moga posiada¢ niewielkie cechy dysmorficzne twarzy,
podczas gdy inni beda mie¢ zlozone wady serca, niedobory odpornosci itd. [100].

Przypuszcza sig, iz obraz kliniczny choroby modyfikowany jest takze poprzez ekspresje

81



innych gendéw znajdujacych si¢ w regionie delecji 22q11.2 lub w innych chromosomach,
a takze ich mutacje punktowe.

Wykryta delecja u pacjenta nie jest obecna u jego zdrowego ojca, natomiast matka
pacjenta nie zyje, co nie pozwala jednoznacznie stwierdzi¢ pochodzenia zmiany.
Jednakze wedlug pismiennictwa 90-95% delecji w zespole DiGeorge’a powstaje de novo
[131,154]. Wobec tak wysokiej czgstosci powstawania delecji 22911.2 de novo jest

wysoce prawdopodobnym, ze zmiana jest przyczyna nieprawidlowego fenotypu pacjenta.

Pacjent A-3

Badanie MLPA u pacjenta wykazato obecnos¢ heterozygotycznej delecji 7q11.23,
ktora obejmuje region okoto 1,5 Mb i stanowi potwierdzenie klinicznego rozpoznania
zespotu Williamsa. Zmiana ma charakter de novo a u pacjenta obecne sa typowe cechy
dla zespotu Williamsa takie jak: opdzniony rozwoj psychomotoryczny, nadzastawkowe
zwezenie aorty, niedobor wzrostu, maty zadarty nos, wydtuzona rynienka podnosowa,
wydatne wargi oraz nicbieskie, gwiazdziste tgczOwki. Mikrodelecje 7011.23 sa
najczesciej spowodowane nierdwna rekombinacja (ang. crossing-over) migdzy
homologicznymi chromatydami 7 chromosomu podczas mejozy [6,48]. U 60% pacjentow
z zespotem Williamsa zmiana jest pochodzenia matczynego, a u 40% ojcowskiego. W
regionie krytycznym, ulegajacym delecji jest prawie 30 genow [119]. Jednakze funkcja
wigkszosci z nich nie zostata do tej pory poznana. Do najlepiej poznanych naleza: ELN,
LIMK1, FZD3 oraz WSCR1. Geny LIMK1, FZD3 i WSCR1 wykazuja aktywnos$¢ w
mozgu, co oznacza, ze moga wplywac na jego rozwdj i funkcje. Gen elastyny (ELN)
odpowiada za budowg tkanki facznej i zapewnia elastyczno$¢ wielu narzadow i tkanek,
dlatego delecja tego genu odpowiada za wystgpowanie charakterystycznego fenotypu
twarzy oraz zmian naczyniowych. Gen elastyny ulega delecji w wigkszo$ci przypadkow
zespotu (95%) [5,46].

Biorac pod uwage cato§¢ obrazu chorobowego, Wwykonanych badan
diagnostycznych oraz charakter de novo zmiany, stwierdzane u dziecka nieprawidtowosci

rozwojowe wynikaja z mikrodelecji w regionie chromosomowym 7¢11.23.

Pacjentka A-4

U pacjentki wykryto heterozygotyczna delecje sekwencji subtelomerowych na

ramieniu krotkim chromosomu 4 (4p). U wigkszo$ci pacjentdOw rearanzacje regionow
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subtelomerowych nie charakteryzuja si¢ konkretnym fenotypem. Jednakze w tym
przypadku delecja 4p manifestuje si¢ znanymi juz cechami klinicznymi, opisywanymi w
pismiennictwie jako zespot Wolfa-Hirschhorna (WHS). Delecja obejmuje region
krytyczny (165 kb) obejmujacy gen WHSC1. U wszystkich pacjentéw z zespotem WHS
wystepuje NI. U pacjentki stwierdzono ponadto niskorostos¢, ktora wystepuje u okoto
76% pacjentow z WHS a takze wady budowy narzadow piciowych zewngtrznych
(przerost techtaczki) obecne u 64% pacjentow. U kobiety obecne sa takze napady
padaczkowe, opisywane u 47% pacjentéw z WHS oraz obnizone napigcie mig$niowe
[15]. Pacjentka nie ma obciazonego wywiadu rodzinnego, ale w okoto 80% przypadkow
przyczyna choroby jest delecja de novo, w pozostatych przypadkach choroba jest efektem
nosicielstwa translokacji zrdwnowazonej u jednego z rodzicow [17].

Biorac pod uwage powyzsze cechy dymorfii wystepujace u pacjentki, gieboka NI

oraz pochodzenie de novo zmiany, nalezy sadzi¢, ze ma ona charakter patogenny.
Pacjent A-5

U pacjenta wykryto heterozygotyczna duplikacj¢ sekwencji subtelomerowych na
ramieniu krotkim chromosomu 19 (19p). Rearanzacje regionow subtelomerowych sa
stwierdzane u 3-8% pacjentow z idiopatyczna NI. Dla wigkszos$ci rearanzacji
subtelomerowych charakterystyczny obraz kliniczny pozostaje niewyjasniony [40].
Poczatkowo, prezentowane przez pacjenta cechy kliniczne (opdzniony rozwdj
psychomotoryczny, obnizone napigcie migsniowe, charakterystyczne cechy dysmorfii
twarzy oraz staby przyrost masy cialta w okresie niemowlgcym), sugerowaly zespot
Pradera-Willi’ego. Jednakze wykonano test metylacji locus SNRPN, otrzymujac
prawidlowy wynik. Duplikacja 19p jest niezwykle rzadka aberracja submikroskopowa. W
piSmiennictwie opisano zaledwie kilka przypadkéw duplikacji 19p, najczesciej wraz z
innymi wspottowarzyszacymi aberracjami. Natomiast tylko u jednego pacjenta opisanego
przez Andries i wsp. stwierdzono izolowana duplikacj¢ 19p bez wspolwystgpowania
innych zmian genetycznych [8]. Poréwnanie cech dysmorfii pacjenta A-5 z opisanym
wczesniej przypadkiem przedstawiono w tabeli 14. Nalezy zauwazyé, ze nie ma
wyraznych cech fenotypowych, ktére mozna by uzna¢ za typowe dla duplikacji 19p.
Wiasciwie jedyna cecha wspdlna jest opoOznienie rozwoju psychomotorycznego. W
rodzinie pacjenta nie stwierdzono wad wrodzonych ani choréb genetycznych, a wykryta

zmiana ma charakter de novo.
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Zbieznos¢ cech fenotypowych prezentowanych przez pacjenta A-5 i innego
pacjenta z duplikacja 19p oraz brak duplikacji u rodzicow chtopca, pozwala uznac ja za

patogenna.

Tab.14. Porownanie cech dysmorfii pacjentow z duplikacja 19p (za [8], zmienione)

Cechy fenotypowe i behawioralne Andriesiwsp. | Pacjent A-5
opéznienie psychomotoryczne + +
krotki nos +

nozdrza skierowane ku przodowi +

matozuchwie +
nisko osadzone malzowiny uszne + +
obnizone napigcie migsniowe +
ptaska nasada nosa +
waskie szpary powiekowe +
skosno-gorne ustawienie szpar powiekowych +
kaciki ust skierowane ku dotowi +

Legenda: + obecnos¢ cechy

Zastosowanie techniki MLPA u 125 pacjentow z idiopatyczna NI oraz innymi
wadami wrodzonymi, pozwolito na wyjasnienie przyczyn tych zaburzen u 4% badanych.
Wszyscy pacjenci zbadani metoda MLPA wykazywali opdznienie rozwoju
psychomotorycznego i/lub NI. Obciazony wywiad rodzinny wystgpowat tylko w jednym
przypadku. Po urodzeniu, wrodzone wady rozwojowe obserwowano u wszystkich
pacjentow (hipoplazja przysadki, zwezenie zastawki aorty, wngtrostwo, przepuklina
mosznowa, hipoplazja nerki, refluks pecherzowo-moczowodowy, przetoka S$linowa).
Padaczka byta obserwowana u 1 pacjentki. Rowniez u 1 pacjentki wystgpowat znacznie
op6zniony rozw6] mowy. Problemy endokrynologiczne (hipoplazja przysadki,
hipopituitaryzm) stwierdzono u 2 pacjentow. W badaniu przedmiotowym wszyscy
pacjenci prezentowali cechy dysmorfii, ktore byly w wigkszo$ci przypadkow dyskretne
lub umiarkowanie nasilone. Tylko u 1 pacjenta nieznane jest pochodzenie wykrytej
zmiany. W pozostalych przypadkach zmiany miaty charakter de novo. Uzyskane wyniki
badan wskazuja, ze najczgstsza stwierdzana mikroaberracja chromosomowa u pacjentow
z wadami wrodzonymi i NI sa rearanzacje koncowych fragmentow chromosoméow

(aberracje subtelomerowe 4p, 19p oraz 1p36), co stanowi 60% wszystkich wykrytych
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aberracji metoda MLPA. Uzyskane wyniki sa zgodne z obserwacjami innych autoréw
[93].

Dzigki badaniom MLPA udowodniono skutecznos¢ tej techniki w diagnostyce
znanych zespoléw mikrodelecji, takich jak zespot delecji 1p36, zespot Williamsa,
DiGeorge’a, Wolfa-Hirschhorna lub rearanzacji regionow subtelomerowych. Wedtug
danych z pisSmiennictwa aplikacja techniki MLPA w grupie chorych z
niepelnosprawnos$cia intelektualna, wadami rozwojowymi oraz cechami dysmorfii
umozliwia ustalenie rozpoznania dodatkowo u 2-6% pacjentow przy jednoczesnej
specyficznosci techniki MLPA [1]. Niejednokrotnie problemy w diagnostyce zespotow
genetycznych wynikaja przede wszystkim z braku wiedzy o tym, jaki region genomu i/lub
jakie geny odpowiedzialne sa za cechy kliniczne stwierdzane u pacjentow. Doskonalym
przyktadem badawczym do tego typu poszukiwan sa submikroskopowe aberracje
chromosomowe, ktore zawieraja niewiele genow, co umozliwia w wielu przypadkach
odniesienie ich funkcji do okreslonych cech fenotypowych pacjenta. Tak tez jest w
zespotach mikrodelecji/mikroduplikacji, w ktorych znane sa geny, przyczyniajace si¢ do
nieprawidtowego fenotypu pacjentow. Dos¢ niski procent wykrytych zmian patogennych
w badaniu MLPA (4%), wskazuje na glowna wadg tej metody, jaka jest ograniczona
liczba mikroaberracji chromosomowych mozliwych do wykrycia w pojedynczej reakcji.
Jednakze koszt przeprowadzenia badania MLPA jest duzo mniejszy, niz w przypadku

metod SNP-array/aCGH.

5.2 Badania SNP-array/aCGH

Pacjent B-1

U chtopca wykryto interstycjalna duplikacje ramienia dtugiego chromosomu 11
(region 11q13.3-913.4) o wielkosci 170,6 kb. Za patogenno$cia powyzszej zmiany
przemawia fakt, ze w obszarze duplikacji znajduje si¢ czg¢$¢ genu SHANK2. Gen ten ulega
silnej ekspresji w neuronach, a jego produkty odgrywaja decydujaca rol¢ w powstawaniu i
stabilizowaniu synaps. Mutacje SHANK2 zaobserwowano u pacjentdw z autyzmem, NI
oraz schizofrenia. Rowniez pacjent B-1 wykazuje zachowania autystyczne, jednak w
piSmiennictwie opisywane sa gléwnie delecje genu SHANK2 1 brakuje doniesien

opisujacych identyczna lub podobna duplikacje [18]. Wielkos¢ zmiany moze wskazywac
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na jej tagodny charakter i brak znaczenia klinicznego. Z drugiej jednak strony, baza
danych DGV (ang. Database of Genomic Variants) nie wskazuje tego regionu jako
miejsca polimorficznego, obecnego u o0sob zdrowych. Tak wigc nie ma jednoznacznych
doniesien mowiacych 0 jej patogennosci, jak rowniez jej tagodnym charakterze. Niestety
nieznane jest pochodzenie wykrytej zmiany, gdyz nie byto mozliwos$ci przeprowadzenia

badania nosicielstwa duplikacji u rodzicéw chtopca.
Pacjent B-2

U pacjenta zidentyfikowano duplikacje w obr¢bie dugiego ramienia chromosomu
15 (15g11.2), o wielko$ci 236,4 kb. Zmiana ta powstala de novo. W regionie
mikroduplikacji wykrytej u pacjenta znajduje sie gen UBE3A, ktorego mutacje sa
przyczyna zespotu Angelmana. Produkt tego genu — ligaza ubikwitynowa, jest
odpowiedzialny za wskazanie wybranych biatek do degradacji poprzez ich ubikwitynacje.
Gen UBE3A jest genem podlegajacym pigtnowaniu rodzicielskiemu i ulega ekspresji
tylko w moézgu z allelu matczynego, natomiast ojcowska kopia pozostaje wyciszona
[148]. Przeprowadzone badania na modelu mysim wskazuja, ze zwigkszona dawka genu
UBE3A podnosi poziom serotoniny i dopaminy, a co za tym idzie, moze prowadzi¢ do
autyzmu lub zachowan autystycznych [4,140]. U pacjenta nie zaobserwowano zachowan
autystycznych, a poza lekkim stopniem NI nie ma on zadnych cech fenotypowych
wskazujacych na zespot Angelmana. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w rodzinie chlopca
wystepuja przypadki autyzmu. W pismiennictwie odnotowano duplikacje genu UBE3A u
innych pacjentow, natomiast regiony objgte ta zmiana sa o wiele wigksze 1 zawieraja
takze inne geny mogace wpltywac na fenotypy opisywanych pacjentow. Co wigcej, de
Smith i wsp. w badaniach przeprowadzonych w grupie 50 zdrowych osob, stwierdzili u 2
0sob duplikacje tego regionu [140]. Zatem wykryta duplikacja prawdopodobnie jest

wariantem polimorficznym.
Pacjentka B-3

U pacjentki wystapita delecja de novo w chromosomie X (Xq21.1), o wielkosci
170,1 kb. Delecja obejmuje gen ATRX, ktory koduje helikaz¢. Biatko to zaangazowane
jest w szereg procesow dotyczacych DNA takich jak rekombinacja, naprawa czy
regulacja transkrypcji [54]. Mutacje genu ATRX prowadza do zespotu ATR-X (zespoét alfa

talasemia-NI o dziedziczeniu sprz¢zonym z chromosomem X, ang. Alpha thalassaemia-
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mental retardation, X linked) — rzadkiej choroby uwarunkowanej genetycznie. Fenotyp
ATR-X jest bardzo zmienny. Na obraz kliniczny zespotu sklada si¢ wiele r6znorodnych
cech. Sposob dziedziczenia tej choroby nie wskazuje na to by pacjentka byta chora na
zespot ATR-X. Nalezy jednak wspomnie¢, ze kobieta ma brata, ktory jest rowniez
niepetnosprawny intelektualnie w stopniu znacznym oraz posiada bardzo podobne cechy
fenotypowe. Przeprowadzone badanie gPCR nie wykazato jednak u niego delecji genu
ATRX. Wobec powyzszego, wykryta zmiana u pacjentki najprawdopodobniej nie ma
znaczenia klinicznego. W kolejnym etapie diagnostyki nalezaloby wykona¢
sekwencjonowanie eksomu (wszystkich odcinkéw kodujacych w DNA). By¢é moze

przyczyna NI oraz cech dysmorfii u pacjentki sa mniejsze zmiany W DNA.

Pacjent B-4

U pacjenta wykryto duplikacj¢ w chromosomie 5, o wielkosci 1,99 Mb. Ze
wzgledu na brak dostepnosci rodzicow do przeprowadzenia badania, pochodzenie zmiany
jest nieznane. W obszarze wykrytej duplikacji zlokalizowanych jest okoto 30 genow.
Wiekszo$¢ z nich to geny, ktorych funkcji nie mozna powiazaé¢ z cechami dysmorfii u
pacjenta lub ich rola nie jest jeszcze poznana albo ktore nie koduja biatek. Dlatego tez
wedlug dotyczczasowej wiedzy trudno jest im przypisa¢ jakikolwiek udziat w
patogenezie NI oraz innych cech wystgpujacych u pacjenta. Na uwagg zashuguje gen
SIL1, ktorego mutacje prowadza do zespotu Marinesco-Sjogren (MSS; ang. Marinesco-
Sjogren Syndrome). Zespot charakteryzuje si¢ miopatia, atrofia i ataksja mozdzkowa,
zaéma oraz NI [9].

Biorac pod uwage, ze u chlopca poza NI nie wystepuja zadne z powyzszych
objawow oraz fakt, ze w piSmiennictwie medycznym nie odnotowano patogennego
charakteru duplikacji genu SIL1, nie mozna jednoznacznie okresli¢ charakteru wykrytej
zmiany. Ponadto u siostry pacjenta, rowniez wykazujacej opoznienie T0ZWOjU
psychomotorycznego, nie stwierdzono powyzszej duplikacji. By¢ moze przyczyna NI u
obojga rodzefstwa jest inna zmiana W materiale genetycznym, nie wykryta
zastosowanymi metodami. Istnieje takze mozliwo$¢ obecnosci zupelnie réznych mutacji u
obojga rodzenstwa. Na potencjalnie patogenny charakter duplikacji u pacjenta moze
wskazywac¢ jej wielkos¢, tj. prawie 2 Mb, brak obecnosci zmiany u rodzicow oraz

niewystepowanie podobnej zmiany w populacji 0sob zdrowych (wg bazy danych DGV).
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Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wynikéw badan genetycznych u pacjenta B-4

nie mozna jednoznacznie okresli¢ podtoza NI oraz wspdtistniejacych wad.
Pacjent B-5

U pacjenta zidentyfikowano delecj¢ w chromosomie 16 o wielkosci 1,93 Mb.
Zmiana ma nieznane pochodzenie ze wzgledu na brak dost¢pnosci rodzicow chtopca do
badania. W regionie wykrytej zmiany zlokalizowanych jest kilkanascie genow. Gen
A2BP1 koduje biatko wiazace si¢ z produktem genu ATXN2, ktorego mutacje
dynamiczne prowadza do ataksji rdzeniowo-mozdzkowej. Wskazuje to, iz gen A2BP1
moze uczestniczyé W patogenezie zaburzen neurologicznych [136]. Natomiast Martin i
wsp. zaproponowali gen A2BP1 jako kandydujacy w rozwoju autyzmu [98]. Kolejnym
genem mogacym mie¢ zwiazek z NI jest gen ROGDI. Mutacje w tym genie sa przyczyna
zespotu Kohlschuttera-Tonza (KTZS; ang. Kohlschutter-Tonz Syndrome). Zespét ten
charakteryzuje si¢ cigzkim opoznieniem rozwoju, drgawkami oraz spastycznoscia i
zwiazany jest z duzo cigzszym fenotypem, niz jest obserwowany u pacjenta. Poza tym w
zespole KTZS nie wystgpuje opdznienie rozwoju mowy, a pacjent ma klopoty z
artykulacja [39]. Na uwage zastuguje tez gen ALGL, poniewaz defekty w nim prowadza
do wrodzonych zaburzen glikozylacji (CDGs; ang. Congenital disorders of glycosylation,
type Ik). Choroba cechuje si¢ op6znieniem rozwoju psychomotorycznego oraz NI [73].

Doniesienia piSmiennictwa na temat zaangazowania wyzej wymienionych genow
W patogeneze zaburzen neurologicznych, moga wskazywac, iz ich delecje moga by¢
przyczyna NI u pacjenta. Ponadto wielko$¢ zmiany oraz brak wystgpowania aberracji w
tym regionie w populacji 0sob zdrowych (wg bazy DGV), sugeruje patogenny charakter
wykrytej delecji.

Pacjentka B-6

U pacjentki wykryto delecje w chromosomie 22 o wielkosci 2,99 Mb, nieznanego
pochodzenia. Delecja obejmuje region 22ql1.21, krytyczny dla zespotu DiGeorge’a
(DGS). U kobiety nie przeprowadzano wczesniej badan w kierunku najczgstszych
zespoldow mikrodelecji, poniewaz jej fenotyp jednoznacznie nie wskazywat na
podejrzenie zespotu DGS. Przede wszystkim, u pacjentki stwierdzono wadg serca, ktora
wystepuja u okoto 97% pacjentow z zespolem DGS. Nalezy jednak wspomnieé, ze przez

pierwszych 10 dni zycia u pacjentki wystgpowata niewydolnos¢ krazeniowo-oddechowa.
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Mogto to by¢ jednak zwiazane z cigzkim ogdlnym stanem noworodka po urodzeniu
(otrzymat 3 punkty w skali Apgar). U pacjentki nie obserwuje si¢ tez innych wyraznych i
waznych klinicznie cech wystepujacych w przebiegu zespotu DGS, ale biorac pod uwagg,
ze u pacjentow z zepolem DGS stwierdzono ponad 180 réznych cech fenotypowych,
mozliwa jest obecno$¢ takiego zestawu wad. Co charakterystyczne dla zespotu DGS,
pacjentka od najmtodszych lat wykazywata opdzniony rozwoj psychomotoryczny.
Mikrodelecje w regionie chromosomowym 22qll sa zwiazane z okoto z 30-krotnym
wzrostem ryzyka zachorowania na schizofrenie¢ [13], a pacjentka ma brata dotknigtego ta
chorobag, natomiast drugi brat jest rowniez niepelnosprawny intelektualnie.
Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze pacjentka jest rzadkim przyktadem
nosicielstwa delecji 22ql1, nie manifestujacej si¢ obecno$cia wad serca, natomiast
obecnoscia znacznej NI (najczesciej wystgpuje NI w stopniu lekkim). Poniewaz pacjentka
przebywala w domu dziecka, brak jest jakichkolwiek danych na temat wywiadu
rodzinnego a takze mozliwosci przeprowadzenia badan u pozostatych cztonkéw rodziny.
Wielkos¢ delecji oraz dane z pismiennictwa mowiace o patogennosci podobnej delecji u

innych pacjentow sugeruja patogenny charakter wykrytej zmiany u pacjentki B-6.
Pacjent B-7

U chilopca stwierdzono delecj¢ w chromosomie 1 o wielkosci 2 Mb, nieznanego
pochodzenia. Cechy fenotypowe obecne u pacjenta B-7 sa prawie identyczne z
opisywanymi u innych pacjentow z zespotem delecji 1g43-g44 (ang. Chromosome 1q43-
g44 Deletion Syndrome). Zespo6t ten charakteryzuje si¢ znaczna lub gleboka NI,
matoglowiem, brakiem mowy, drgawkami, agenezja ciala modzelowatego oraz
zmiennymi cechami dysmorfii twarzy (cienkie wargi, duze matzowiny uszne, wydatne
czoto, szeroki nos) [39,158]. W bazie Decipher opisano takze podobne przypadki delecji
1943-q44, charakteryzujace si¢ zblizonym fenotypem do pacjenta B-7, jednakze
obejmujace mniejszy region chromosomowy. Boland i wsp. w przeprowadzonych
badaniach u pacjentow z matoglowiem i agenezja ciata modzelowatego, zaobserwowali,
ze u wigkszosci przebadanych pacjentdow, wspolnym obszarem peknigcia jest region
obejmujacy gen AKT3. Wysungli oni wniosek, iz gen ten jest odpowiedzialny za
maloglowie oraz agenezj¢ ciala modzelowatego. Hipotez¢ te potwierdzily badania
przeprowadzone na modelu mysim, udowadniajac, ze gen AKT3 jest wymagany do

normalnego rozwoju ciata modzelowatego a takze uczestniczy w powstawaniu mozgu 0
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prawidlowych rozmiarach [23]. Natomiast Ballif i wsp. zbadali 22 pacjentow z delecjami
w obszarze 1943-g44, korelujac fenotyp z wielkoscia delecji. Stwierdzili, ze u pacjentow
z maloglowiem, agenezja ciala modzelowatego oraz drgawkami jest obecna delecja
krytycznego regionu, obejmujaca geny AKT3, ZNF238, FAM36A, C1ORF199, HNRNPU
[11]. Pacjent B-7 ma delecje obejmujaca wszystkie wymienione geny oprocz CLORF199,
sugerujac, iz gen ten nie jest niezbedny do rozwoju gldwnych cech fenotypowych
obecnych w zespole delecji 1943-g44.

Biorac pod uwage zbieznos¢ fenotypu pacjenta B-7 z danymi z pi§miennictwa
odnoszacymi si¢ do znanej jednostki chorobowej, mozna uzna¢ delecj¢ 1q43-q44 za

przyczyng nieprawidtowego fenotypu pacjenta.
Pacjent B-8

U pacjenta zidentyfikowano duplikacj¢ regionu subtelomerowego 154, o wielkosci
250,4 kb. Z powodu braku dost¢pnosci materiatu genetycznego od rodzicow chlopca, nie
znane jest pochodzenie zmiany. W obrgbie wykrytej duplikacji nie znajduja si¢ geny,
ktorych funkcje miatyby zwiazek z fenotypem pacjenta. Jednakze rearanzacje regionow
subtelomerowych sa przyczyna NI u 3-8% pacjentow z tym schorzeniem [40]. Cecha
typowa dla rearanzacji subtelomerowych jest bardzo szerokie spektrum objawow
wspotwystepujacych z NI. Tak tez byto w tym przypadku, w ktorym fenotyp pacjenta nie
pozwalal na wysunigcie podejrzenie konkretnego zespotu lub aberracji, dlatego tez lekarz
genetyk zlecit badanie SNP-array. Duplikacja zostata potwierdzona przy uzyciu techniki
MLPA (zestawy P036 oraz P070).

W zwiazku z tym, Ze nie zbadano rodzicow pacjenta, nie wiadomo czy zmiana ma
charakter patogenny czy tez jest odziedziczona po zdrowym rodzicu. W takim przypadku
nalezaloby si¢ spodziewac istnienia innej zmiany u pacjenta, ktora bytaby przyczyna NI.

W kolejnym etapie diagnostyki nalezatoby przeprowadzi¢ badanie u rodzicow pacjenta.
Pacjentka B-9

U dziewczynki stwierdzono delecje dilugiego ramienia chromosomu 15, o
wielkosci 3,40 Mb, pochodzenia de novo. Delecja obejmuje region zawierajacy
kilkadziesiat genow, gloéwnie kodujacych mikro-RNA oraz niekodujacych RNA. Na
szczegblna uwage zastuguja jednak dwa geny obecne w obszarze delecji: NDN i NIPA2.

Pierwszy koduje nekdyng, biatko ulegajace ekspresji w neuronach, wykazujace ojcowsko
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specyficzna ekspresje. Niektorzy autorzy podaja, ze rearanzacje genu NDN moga
wywotywac fenotyp PWS-podobny. Lee i wsp. udowodnili, ze myszy z delecja genu
NDN maja zaburzony rozwdj aksonow, sugerujac, ze utrata funkcji tego genu prowadzi
do neurologicznego fenotypu w zespole PWS [88]. Fakt ten potwierdzalby wcze$niejsze
podejrzenie zespotu PWS i zlecone przez lekarza genetyka badanie metylacji locus
SNRPN u pacjentki. Drugi gen NIPA2 koduje transporter magnezowy. Stwierdzono
korelacje pomiedzy mutacjami w tym genie a wystgpowaniem dziecigcej padaczki z
napadami nicobecnos$ci (CAE; ang. childhood absence epilepsy) [80]. Dotyczy ona przede
wszystkim dziewczynek. Napady wystepuja u zdrowych dotychczas dzieci, najczesciej
migdzy 3 a 13 rokiem zycia. Zaburzenia $wiadomosci pojawiaja si¢ szybko i szybko
ustepuja. Trwaja 5-15 sekund i powtarzaja si¢ okoto 200 razy dziennie. Rzadziej
napadom towarzysza mruganie powiek czy cmokanie. Napady te moga ttumaczy¢ obecna
u pacjentki nadmierna ruchliwo$¢ oraz stereotypie ruchowe. Rozwdj umystowy w CAE
pozostaje prawidlowy, chociaz moga wystepowac zaburzenia zachowania. Nalezy jednak
zauwazy¢, iz u pacjentki wystgpuje NI w stopniu znacznym, co moze wynika¢ z delecji
innych gendéw (w tym NDN) w regionie 15q11.2. Konkludujac, wydaje sig, ze delecja
15q11.2 a w szczegolnosci genow NDN i NIPA2 moze by¢ przyczyna NI oraz innych
cech klinicznych wystgpujacych u pacjentki.

Pacjentka B-10

W badaniu cytogenetycznym u dziecka stwierdzono kariotyp zenski z
nieprawidlowym chromosomem 22 (46,XX,der(22) de novo). W celu doktadniejszego
okreslenia charakteru aberracji chromosomu 22, przeprowadzono badanie SNP-array. U
pacjentki wykryto delecj¢ o wielkosci 1,03 Mb, pochodzenia de novo. Delecja
zlokalizowana jest w regionie 22q13.33, krytycznym dla zespotu Phelan-McDermida. W
regionie tym zlokalizowanych jest kilkanascie réznych genow, w tym gen SHANK3
zwigzany z opdznieniem rozwoju psychomotorycznego a w szczegdlnosci opdznieniem
rozwoju mowy oraz chorobami spektrum autystycznego [44]. Wysoce prawdopodobne
jest wskazanie genu SHANK3 jako glownego czynnika etiologicznego NI oraz
wspotwystepujacych wad u dziecka, gdyz u dziewczynki wystepuje afazja semantyczna,
nadaktywno$¢ 1 nadwrazliwo$¢ a takze opdoznienie rozwoju psychomotorycznego. Innymi
genami mogacymi mie¢ zwiazek z wystgpowaniem NI sa ALG12 i TYMP. Gen ALG12

koduje enzym - mannozotransferaze. Jego uposledzona funkcja jest przyczyna
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wrodzonych zaburzen glikozylacji (CDG1G; ang. Congenital disorders of glycosylation,
type 1g) charakteryzujacych si¢ opdznieniem psychomotorycznym, drgawkami,
matoglowiem, obnizonym napigciem mig¢sniowym oraz dysmorfia twarzy. W
piSmiennictwie mozna znalez¢ opisy pacjentow z CDGIG, u ktorych identyfikuje si¢ w
badaniu MRI poszerzenie komoér bocznych [153]. U pacjentki B-10 badanie MRI
wykazalo jednak torbiel pajeczynéwki, hipoplazje ciata modzelowatego oraz ogniska
hiperintensywne w obrgbie istoty bialej. Takze pozostale cechy kliniczne opisywane u
innych pacjentow z CDGIG nie sa obecne u naszej pacjentki. Wskazuje to, iz delecja
genu ALG12 prawdopodobnie nie ma zwiazku z fenotypem pacjentki. Gen
TYMP natomiast koduje fosforylaze tymidynowa a jego mutacje prowadza do MTDPS1
(ang. Mitochondrial DNA Depletion Syndrome-1). Uwaza sig, ze biatko TYMP odgrywa
wazng rolg¢ w rozwoju i regeneracji osrodkowego uktadu nerwowego, a takze pobudza
angiogenezg¢ 1 tworzenie bariery krew-moézg [10]. Czgsto u pacjentow z MTDPS1
opisywane sa zmiany w MRI (ogniska hiperintensywne w obrebie istoty biatej), tak jak w
przypadku pacjentki B-10 [55].

Poréwnujac dane z piSmiennictwa z fenotypem pacjentki, mozna przypuszczaé, ze
delecja w regionie 22913.33 przyczynita si¢ do powstania nieprawidtowego fenotypu

pacjentki.
Pacjent B-11

U pacjenta zidentyfikowano delecj¢ w chromosomie 11 o wielkosci 815 Kb,
pochodzenia de novo. W regionie, ktory ulegt delecji zlokalizowanych jest kilkanascie
genow, z tego kilka powiazanych jest ze znanymi zespotami chorobowymi
manifestujacymi si¢ NI, a takze genami, ktoérych funkcja moze mie¢ zwiazek z
wystgpowaniem NI. Do tych gendéw zaliczamy BBSI1, ktoérego mutacje sa przyczyna
zespotu Bardeta-Biedla (BBS; ang. Bardet-Biedl Syndrome). Zesp6t ten charakteryzuje
si¢  otyloscia, retinopatia barwnikowa, polidaktylia, NI,  hipogonadyzmem i
niekiedy niewydolnoscia nerek. U pacjenta B-11 nie obserwuje si¢ zadnych z
wymienionych glownych kryteriow tego zespotu, dlatego tez nalezy sadzi¢, ze delecja
genu BBS1 nie jest przyczyna obserwowanego nieprawidtowego fenotypu pacjenta.
Kolejnym genem jest SPTBN2, ktorego mutacje prowadza do ataksji rdzeniowo-
moézdzkowej typu 5 (SCAS; ang. Spinocerebellar ataxia 5). Przyczyn zaburzen

wystepujacych u pacjenta B-11 nie nalezy wiaza¢ z delecja genu SPTBN2, gdyz nie
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prezentuje on typowych objawow wystepujacych w SCA5 (zaburzen koordynacji
ruchowej spowodowanych zmianami w obrgbie mozdzku). Ponadto pierwsze symptomy
wystepuja najczesciej w wieku dojrzatym, w 3. i 4. dekadzie zycia. Gen PC koduje
karboksylaze¢ pirogronianowa — enzym bioracy udziat w kluczowych procesach
metabolicznych takich jak glukoneogeneza, lipogeneza czy synteza neuroprzekaznikow.
Brak lub niedobor tego enzymu prowadzi do zespotu deficytu karboksylazy
pirogronianowej (PC; ang. Pyruvate carboxylase deficiency). W zespole PC wystepuje
opoznienie rozwoju psychomotorycznego, ktoremu w wigkszosci przypadkow towarzyszy
podwyzszenie niektorych parametréw biochemicznych w krwi pacjenta (kwasu
mlekowego, amoniaku, lizyny, cytruliny). Dane kliniczne nie wskazuja jednak na
podwyzszone wartosci wyzej wspomnianych zwiazkéw u pacjenta. Wobec tego
nalezaloby przeprowadzi¢ badania biochemiczne krwi w celu okreslenia stgzenia
powyzszych parametréw biochemicznych. Genem, ktory moze mie¢ zwiazek z
obnizonym napieciem migsniowym u pacjenta jest ACTN3, ktory ulega ekspresji gtéwnie
w migs$niach szkieletowych i bierze aktywny udziat w ich skurczu [122].

W regionie delecji znajduja si¢ geny, ktorych rola nie jest jeszcze poznana lub
dane z piSmiennictwa nie pozwalaja jednoznacznie sklasyfikowa¢ charakteru aberracji.
Jednocze$nie w regionie wykrytej zmiany nie stwierdza si¢ regionéw polimorficznych
obecnych w populacji 0sob zdrowych (wg bazy DGV), a wykryta zmiana nie jest obecna
u rodzicow pacjenta. U chlopca nie obserwujg si¢ specyficznych cech klinicznych, ktore
mozna by powiaza¢ z wykryta zmiang. Dlatego tez wobec cech, ktore prezentuje pacjent
B-11, tak samo prawdopodobnym moze by¢ patogenny charakter wykrytej zmiany, jak
réwniez obecnos¢ innej dodatkowej mutacji w genomie pacjenta lub inne, niegenetyczne

podtoze nieprawidtowego fenotypu chtopca.

Pacjentka B-12

W badaniu cytogenetycznym u dziecka stwierdzono kariotyp zenski z
nieprawidlowym chromosomem 9 (46,XX,add(9)(p24)). W celu dokladniejszego
okreslenia aberracji chromosomu 9, przeprowadzono badanie SNP-array. Ujawnito ono
dwie niezrownowazone zmiany krétkiego ramienia chromosomu 9: terminalna delecje 0
wielkosci 18,17 Mb oraz sasiadujaca z nia interstycjalna duplikacje o wielkosci 23,3 Mb.
Obydwie zmiany powstalty de novo. W bazie Decipher opisano innych pacjentow z
delecja w tym regionie o zblizonej wielkosci. Pacjenci Ci prezentuja szerokie spektrum

objawow i cech dymorfii. U wszystkich wystepuje NI. W regionie, ktory ulegt delecji
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znajduje si¢ tez wiele gendéw, ktorym mozna przypisaé role w patogenezie fenotypu
zblizonego do fenotypu naszej pacjentki [70]. Griggs i wsp. opisali dwoje
niespokrewnionych pacjentow, u ktorych zidentyfikowano delecje lub przerwanie genu
DOCKS8. U obojga wystepowata NI, opdznienie rozwoju psychomotorycznego oraz
tagodne cechy dymorfii twarzy [60]. Innym genem mogacym mie¢ zwiazek z fenotypem
pacjentki jest KANKL. Lerer i wsp. opisali delecje genu KANK1 u kilku oséb w tej samej
rodzinie, cierpiacych na porazenie mozgowe. Takze badanie MRI u tych osob
wykazywato nieprawidtowosci mozgu [89]. Kolejnym genem jest VLDLR, kodujacy
receptor dla lipoprotein o bardzo matej ggstosci. Jego mutacje moga prowadzi¢ do
wrodzonej  niepostgpujacej  ataksji  mozdzkowej i/lub  hipoplazji  mdzdzku,
charakteryzujacej  si¢ ~ zaburzeniami  rownowagi 1  opoOznieniem  rozwoju
psychomotorycznego, obnizonym napi¢ciem migsniowym 0raz niedorozwojem moézdzku
[56].

Wielkos¢ drugiej zmiany obecnej u pacjentki — duplikacji, rowniez jest znaczna
(23,3 Mb). Wskutek tego dawka wielu genow w tym regionie ulegta podwyzszeniu. Ze
wzgledu na mnogos$¢ gendow wystgpujacych w tym regionie oraz ich zaangazowanie w
funkcje OUN oraz potencjalna rolg¢ w powstawaniu innych wad obecnych u pacjentki,
omoéwienie kazdego z nich jest w tej pracy niemozliwe. W bazie danych Decipher nie
opisano innych pacjentéw z tak duza duplikacja w tym regionie. Opisane sa przypadki o
znacznie mniejszym zasiggu aberracji w regionie 9p22.2-9p12 [70]. Pacjenci ci
wykazywali NI oraz prezentowali szerokie spektrum fenotypu, w tym cechy zbiezne z
pacjentka B-12. Pozwala to stwierdzi¢, ze je$li u innych pacjentow duzo mniejsze
duplikacje w tym regionie odpowiadaja za nieprawidtowy fenotyp, to tym bardziej tak
duza zmiana dziecka moze mie¢ patogenny charakter.

Obydwie zmiany zidentyfikowane u pacjentki B-12 sa tak znacznych rozmiarow,
iz trudno wyodrebni¢ poszczegdlne geny mogace odpowiada¢ za powstawanie
nieprawidtowego fenotypu u dziewczynki. Funkcja wielu z tych genéw moze miec
potencjalne znaczenie w etiologii zaburzen pacjentki. Pochodzenie de novo zmian, ich
wielko$¢ oraz opisywane podobne przypadki zmian w tym regionie u pacjentéw z NI i

cechami dysmorfii, jednoznacznie swiadcza o klinicznym znaczeniu wykrytych aberracji.

Pacjentka B-13

U dziewczynki w badaniu cytogenetycznym stwierdzono kariotyp zenski z

inwersja paracentryczna chromosomu 2 (46,XX,inv(2)(q36.32q37.3). W celu okreslenia
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ewentualnego niezrownowazenia kariotypu, przeprowadzono badanie SNP-array.
Wykonane badanie potwierdzilo obecnos¢ niezrownowazenia kariotypu w postaci dwoch
zmian: terminalnej delecji dlugiego ramienia chromosomu 2 (region 2q37.3) o wielkosci
4,35 Mb oraz terminalnej duplikacji krotkiego ramienia chromosomu 10 (region 10p15.3-
10p15.1) o wielkosci 6,55 Mb. Obydwie zmiany powstaly de novo. Zespét delecji 2q37
coraz czesciej opisywany jest u pacjentow z NI oraz innymi wadami wrodzonymi.
Glownymi objawami opisywanymi u pacjentéw w delecja 2q37 sa: NI oraz dysmorfia
twarzy. Czeste sa takze brachydaktylia i problemy behawioralne. Wedtug niektorych
autor6w minimalny rozmiar aberracji wynosi 3 Mb. Wigkszo$¢ monosomii 2q37
pochodzi de novo [3]. W regionie, ktory ulegt delecji znajduje si¢ wiele genow. Kilku
sposrod nich mozna przypisa¢ potencjalng role w powstaniu nieprawidlowego fenotypu u
naszej pacjentki. Mutacje genu NDUFA10 sa przyczyna zespotu Leigha (LS; ang. Leigh
Syndrome). Choroba zazwyczaj ujawnia si¢ w wieku 3-24 miesigcy i gwaltownie
postepuje. W obrazie klinicznym moga wystgpowaé objawy ze strony uktadu
nerwowego, migsni szkieletowych, serca, watroby i nerek. Czgsto obserwuje si¢ obnizone
napigcie migsniowe [38]. Gen KIF1A koduje receptor synaptyczny. Hamdan i wsp.
zidentyfikowali heterozygotyczna mutacje w tym genie u pacjenta z idiopatyczna NI
Natomiast nie znalezli zadnych zmian w tym genie u 285 zdrowych osob. Postawili oni
hipotezg¢, ze zmiany dotyczace tego genu moga by¢ przyczyna NI o dziedziczeniu
autosomalnym dominujacym [63]. Mutacje w genie D2HGDH sa przyczyna
neurometabolicznej choroby zwanej kwasica D2-hydroksyglutarowa (D2HGA; ang. D-2-
hydroxyglutaric aciduria) po raz pierwszy opisanej przez Chalmersa i wsp. w 1980 roku.
Choroba charakteryzuje si¢ opoznieniem rozwoju psychomotorycznego, padaczka,
obnizonym napigciem mig$niowym i cechami dysmorfii twarzy [30]. Region 2937
powiazany jest takze z dziedziczna osteodystrofia Albrighta (AHO; ang. Albright
hereditary osteodystrophy), cechujaca si¢ opoznieniem rozwoju oraz brachydaktylia. Za
fenotyp tego zespolu odpowiadaja geny HDAC3, STK25 i GPC1 [169]. WSszystkie
wymienione geny znajduja si¢ w regionie, ktory ulegt delecji.

W badaniu SNP-array u pacjentki stwierdzono takze duplikacje 10p15.3-10p15.1.
W regionie tym jest wiele genow, jednakze funkcja wielu z nich nie jest jeszcze poznana
lub nie koduja one mRNA. Te, ktérych rola jest opisana, nie maja zwiazku z fenotypem
pacjentki. W obszarze duplikacji wystepuja geny predyspozycji do wystgpowania
nowotworow zotadka 1 prostaty, geny majace zwiazek z odwrdceniem plci oraz

predysponujace do cukrzycy. W bazie danych Decipher sa opisani pacjenci z nieco
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mniejszymi duplikacjami w tym regionie, ale majacymi takze dodatkowe aberracje na
innych ~ chromosomach. U wszystkich  wystepuje  opoznienie  rozwoju
psychomotorycznego oraz szerokie spektrum cech dysmorfii [70].

U pacjentki zidentyfikowano dwie zmiany, z czego delecje¢ 2037, wedlug danych z
pisSmiennictwa, nalezy uzna¢ za patogenna. Charakter duplikacji 10p15.3-10p15.1 oraz jej
wplyw na cechy kliniczne obecne u pacjentki jest niejasny. Dane z piSmiennictwa nie
potwierdzaja bezposrednio jej patogennosci, zwlaszcza, ze geny tam zawarte nie sa
skorelowane z jednostkami chorobowymi manifestujacymi si¢ NI. Nie wyklucza to
jednak klinicznego znaczenia tej zmiany w odniesieniu do naszej pacjentki. By¢ moze w
przysztosci rola niektorych gendw w tym regionie zostanie powiazana Z Wystepowaniem

NI oraz innymi wadami wrodzonymi.

Pacjent B-14

U chlopca stwierdzono delecj¢ w chromosomie 16, o wielkosci 1,16 Mb. Zmiana
ma charakter de novo. Region objety delecja pokrywa si¢ czg$ciowo z regionem
krytycznym dla zespotu mikrodelecji 16p11.2. Czgsto$¢ wystepowania tego zespotu
szacowana jest na 3:10000 zywych urodzen. Wigkszo$¢ delecji nie jest odziedziczona od
rodzicow. Osoby z mikrodelecja 16pl1.2 wykazuja opdznienie rozwoju
psychomotorycznego i NI. U wielu z nich obserwuje si¢ takze cechy ze spektrum chordb
autystycznych oraz wady serca, obecne takze u pacjenta B-14. Pacjenci wykazuja takze
op6znienie rozwoju mowy i cechy dysmorfii twarzy [69]. Co ciekawe u chlopca
wykonywano wczesniej badanie MLPA w Kierunku najczestszych zespotdéw mikrodelecji
(zestaw P245), w tym takze mikrodelecji 16p11.2. Wynik byl prawidlowy, co potwierdza,
ze delecja, ktora jest obecna u pacjenta nie pokrywa si¢ w petni z calym obszarem
mikrodelecji 16p11.2. Sondy w zestawie MLPA sa zaprojektowane na miejsca, ktore nie
ulegty delecji u naszego pacjenta. Uwaza sig, ze regionem krytycznym dla wystepowania
typowych cech fenotypowych dla tego zespolu jest obszar o wielkosci okoto 600 Kb,
zawierajacy 25 gendéw [137]. W regionie, ktory ulegt delecji znajduje si¢ gen ALDOA.
Jego uposledzona funkcja jest przyczyna choroby spichrzeniowej glikogenu typu
XI1 (GSD12; ang. glycogen storage diseases XlI), cechujacej si¢ opOznieniem rozwoju
psychomotorycznego i NI.

U pacjenta B-14 mimo obecnosci niepelnej delecji w regionie 16p1l.2

obserwowanej u wigkszosci pacjentow z zespolem mikrodelecji 16pl11.2, wystepuja
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podobne cechy fenotypowe wpisujace si¢ W obraz kliniczny tego zespotu (opoznienie
rozwoju psychomotorycznego, NI, zachowania autystyczne, wada serca). Nalezy zatem

uzna¢ delecj¢ 16p11.2 za przyczyng nieprawidtowego fenotypu pacjenta.
Pacjent B-15

W badaniu cytogenetycznym u dziecka stwierdzono Kkariotyp meski ze
zroéwnowazona translokacja wzajemna chromosomoéw 2 1 10
(46,XY,t(2;10)(937.1;023.2)mat. Ta sama translokacja zrownowazona obecna jest u
zdrowej matki pacjenta oraz u zdrowego rodzenstwa (siostry i brata). W celu sprawdzenia
wystgpowania ewentualnego niezrOwnowazenia kariotypu, wykonano badanie SNP-array,
w ktorym stwierdzono duplikacje dlugiego ramienia chromosomu 22 (2,46 Mb). Zmiana
ma charakter de novo. Aberracja ta zostala wczesniej opisana jako zespo6t duplikacji
22q11 i obejmuje ten sam region chromosomowy, ktory ulega delecji w zespole
DiGeorge’a [45]. Zawiera tez kluczowe geny, ktore ulegaja delecji u pacjentow z tym
zespotem (TBX1, COMT, PRODH, HIRA). W wigkszosci przypadkow duplikacja jest
odziedziczona po ktoryms$ z rodzicow. Najczestszymi objawami tego zespotu sa: NI,
opdznienie rozwoju psychomotorycznego, obnizone napigcie migsniowe oraz cechy
dysmorfii twarzy [165]. Jednakze u pacjentow z duplikacja 22q11 moze wystgpowac
szerokie spektrum objawow, takich jak wady serca, brachydaktylia, niskorostosé,
matogtowie, hpierteloryzm, dysplastyczne matzowiny uszne, drgawki oraz
nieprawidtlowosci urologiczne [165].

Biorac pod uwage réznorodnos¢ cech fenotypowych mogacych wystgpowaé u
pacjentow z mikroduplikacja 22q11 oraz fakt, ze zmiana u chtopca ma charakter de novo,

mozna uznacé, iz duplikacja jest przyczyna nieprawidlowego fenotypu pacjenta.
Pacjent B-16

U pacjenta w badaniu aCGH wykryto dwie zmiany: delecj¢ dlugiego ramienia
chromosomu 1 (1921.1) o wielkos$ci 1,19 Mb oraz delecj¢ dtugiego ramienia chromosomu
9 (9934.11-9934.13) o wielkosci 1,81 Mb. Ze wzgledu na brak mozliwosci przebadania
rodzicow pacjenta, pochodzenie obu zmian jest nieznane. Delecja regionu 1g21.1
pokrywa si¢ z regionem krytycznym dla zespotu delecji 1g21.1 (ang. Chromosome 1g21.1
Deletion Syndrome). Delecja charakteryzuje si¢ zmiennymi cechami klinicznymi.

Najczestsze objawy obejmuja matoglowie, opdznienie rozwoju psychomotorycznego oraz
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tagodna NI, a takze dyskretne cechy dysmorfii twarzy i wady oczu. Sporadycznie
odnotowywano spektrum zaburzen autystycznych, schizofrenig, zaburzenia uwagi i
nadaktywno$¢. Uwaza sig, ze minimalna wielkos¢ delecji w tym zespole wynosi 1,35 Mb
(145 — 146,35 Mb, wg HG19) i zawiera co najmniej 7 genéw [102]. Do tej pory opisano
46 pacjentow z mikrodelecja 1g21.1.

U pacjenta B-16 zidentyfikowano takze delecj¢ w chromosomie 9. W regionie
delecji zlokalizowanych jest kilkanascie roznych gendéw, z ktorych wigkszo$¢ nie ma
zwiazku z fenotypem chtopca. Genem, ktory moze mie¢ znaczenie kliniczne w przypadku
naszego pacjenta jest POMT1. Produkt tego genu koduj¢ O-mannozylotransferazg 2 i
uczestniczy w szlaku glikozylacji bialek. Jego mutacje moga prowadzi¢ do trzech
zespotow chorobowych: MDDGAL (ang. Muscular dystrophy-dystroglycanopathy
(congenital with brain and eye anomalies), type A, 1), objawiajacym si¢ uposledzeniem
pracy moézu oraz narzadu wzroku, a takze wodogtowiem, MDDGB1 (ang. Muscular
dystrophy-dystroglycanopathy (congenital with mental retardation), type B, 1), w ktorym
wystgpuje NI oraz MDDGC1 (ang. Muscular dystrophy-dystroglycanopathy (limb-
girdle), type C, 1), manifestujacym si¢ obnizonym napigciem migéniowym, dystrofia
mig$niowa, malogtowiem oraz NI [73]. W regionie delecji nie opisano miejsc
polimorficznych. Brakuje tez opiséw innych pacjentdéw, u ktéorych podobna delecja
miataby zwiazek z ich nieprawidlowym fenotypem. Dane z piSmiennictwa jednoznacznie
potwierdzaja patogenno$¢ delecji 1qg21.1, ktéra zostala opisana réwniez u innych
pacjentow z NI i podobnymi cechami klinicznymi. W przypadku drugiej delecji w
chromosomie 9 nie mozna jednoznacznie okreslic jej wplywu na fenotyp naszego
pacjenta. Aktualny stan wiedzy nie pozwala powiaza¢ powyzszej delecji z zespotami

chorobowymi oraz funkcjami genéw, ktére mozna uznaé za istotne w etiologii NI.

Rearanzacje submikroskopowe (CNV — ang. copy number variations), czyli
delecje i duplikacje powyzej 1 kb dotycza okoto 12% ludzkiego genomu. W zaleznosci od
miejsca ich wystgpowania, w sekwencjach kodujacych, regulatorowych lub
niekodujacych, moga mie¢ r6zny wplyw na fenotyp pacjenta. Czg$¢ z nich charakteryzuje
si¢ znanym fenotypem opisanym w bazie OMIM (ang. Online Mendeltelian Inheritance
in Man), w ktorej znalezé mozna kilka tysigcy chordb genetycznych, powiazanych z NI
[72]. Spora grupg tego typu zmian stanowia tez rearanzacje regionéw polimorficznych,
ktore sa obecne w populacji 0os6b zdrowych i nie maja znaczenia klinicznego. Trzecia

grupe stanowia zmiany submikroskopowe o nieznanym wptywie na funkcjonowanie
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organizmu cztowieka. W przypadku pierwszej grupy zmian, podejrzenie konkretnego
zespotu genetycznego pozwala na dobranie odpowiedniej diagnostyki w Kkierunku
aberracji submikroskopowej bedacej jego przyczyna. Przykltadem takiej diagnostyki jest
wykorzystanie metody MLPA w kierunku znanych zespotéw mikrodelecji. Pozostale typy
zmian mozna zidentyfikowa¢ w badaniu aCGH lub SNP-array. Zaleta tego typu analizy
jest to, ze nie ma konieczno$ci wczesniejszego precyzowania podejrzenia klinicznego u
pacjenta. Liczba zmian, ktéore mozna wykry¢ przy uzyciu tych technik jest bardzo duza i
nieporownywalna z innymi metodami. Badania te najczesciej zlecane sa u pacjentow, u
ktorych przyczyna NI i wad rozwojowych, ktore fenotypowo nie odpowiadaja
okreslonym zespotom genetycznym, pozostaje nieznana. W pracy zbadano 63 pacjentow
przy uzyciu technik SNP-array/aCGH. U 15 pacjentow wykryto 17 zmian w badaniu
SNP-array, natomiast u 1 pacjenta uzyskano nieprawidtowy wynik badania aCGH w
postaci 2 delecji. Lacznie zmiany wykryto u 16 na 63 badanych pacjentow (25,4%).
Sposrod tych zmian 11 (u 10 pacjentow - 15,9%) mozna uznaé za patogenne, 2 sa
prawdopodobnie polimorficzne a 6 z nich ma niewyjasniony charakter. Wigkszos¢
wykrytych zmian stanowity delecje — 63,2% (12 delecji). Sposréd nich 9 zostato
uznanych za patogenne, co stanowi 81,8% wszystkich patogennych zmian wykrytych w
tej pracy. Inni autorzy réwniez potwierdzaja, ze delecje duzo czeSciej niz duplikacje sa
genetyczng przyczyna NI i wad wrodzonych [49,152]. Rozmiar wszystkich wykrytych
zmian byt w zakresie 170,1 kb — 23,3 Mb. Wielko$¢ zmian patogennych wahata sig
migdzy 1,03 - 23,3 Mb, a siedem z nich (63,6%) miescito si¢ w przedziale 1 - 3Mb.
Wszystkie zidentyfikowane zmiany zlokalizowane byty na 10 réznych chromosomach. Z
tego 9 z 11 wykrytych zmian patogennych (81,8%) bylo zlokalizowanych na
chromosomach: 1. (2 zmiany), 9. (2 zmiany), 16. (2 zmiany) oraz 22. (3 zmiany). Nie
zaobserwowano korelacji pomigdzy patogennoscia zmian, a stopniem NI wystgpujacym u
pacjentow, cO przedstawiono w tabeli 15. Natomiast wigkszo$¢ pacjentow (68,7%), u
ktorych zidentyfikowano zmiany, bylo pacjentami sporadycznymi (Tab. 15). Podobne
badania wykonane przy uzyciu techniki aCGH (44 K, 244 K) w grupie 150 pacjentow z
prawidlowym badaniem Kkariotypu, umozliwily wyjasnienie etiologii NI 1 wad
wrodzonych u 18% z nich, co koreluje z danymi uzyskanymi w tej pracy [138].
Zastosowanie techniki SNP-array (Genome-wide human SNP-array 6.0, 50Kb) przez
Mannik i wsp. pozwolito wykry¢é zmiany, ktore moga by¢ przyczyna nieprawidtowego
fenotypu u 23% badanych z prawidlowym kariotypem [96]. Natomiast Bernardini i wsp.
przeprowadzili analiz¢ SNP-array (Genome-wide human SNP-array 6.0, 75 Kb) u 35
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pacjentow z prawidlowymi wynikami badania kariotypu i aCGH. Zidentyfikowali oni
zmiany patogenne lub potencjalnie patogenne jedynie u 6% badanych [19]. W innym
badaniu z uzyciem metody aCGH, wykonanym w grupie 84 dzieci z NI i wrodzonymi
wadami rozwojowymi, wyniki byty podobne. Badacze ci wczesniej wykluczyli znane
aberracje chromosomowe mogace by¢ przyczyna nieprawidtowosci za pomoca techniki
MLPA i FISH. Stwierdzili oni 14 zmian. U 9 pacjentow (11%) zmiany byly
odziedziczone po jednym z rodzicow. Tylko 3 aberracje (3%) powstalty de novo i
stanowily przyczyne nieprawidtowego fenotypu tych dzieci [97]. Tak niski procent
wykrytych aberracji (3 i 6%) jest prawdopodobnie spowodowany przez wstepne
wykluczenie pacjentdéw ze zmianami wykrytymi w badaniach MLPA oraz FISH. W
niniejszej rozprawie doktorskiej u 26 pacjentow roéwniez przeprowadzono uprzednio
analiz¢ MLPA, natomiast u 37 z nich nie zlecono badania MLPA, gdyz ich cechy
kliniczne nie wskazywaly na wystgpowanie u nich znanych zespotow genetycznych.
Nalezy wspomnieé, ze W niniejszej pracy kazda zmiana wykryta w badaniach SNP-
array/aCGH byta weryfikowana za pomoca metody qPCR. Pi§miennictwo wskazuje t¢
technike jako wiarygodny sposob potwierdzania zidentyfikowanych zmian w badaniach
SNP-array/aCGH [172]. Technika qPCR ma szczegodlne znaczenie w weryfikacji
wykrytych wczesniej zmian, w przypadku, gdy wygenerowane wyniki za pomoca metod
SNP-array/aCGH, odbiegaja od ustalonych norm i parametréw. Pozwala to na odrzucenie
zmian, ktore sg artefaktami [172]. Wedlug wielu autorow, co potwierdzaja wyniki tej
pracy, SNP-array/aCGH sa dobrymi i skutecznymi technikami umozliwiajacymi poznanie
wielu genetycznych przyczyn opdznienia rozwoju psychomotorycznego i NI o nieznanej
etiologii. U kazdego dziecka z zaburzeniem rozwoju i/lub NI o nieznanym pochodzeniu
oraz z prawidlowym wynikiem badania kariotypu, powinno by¢ wykonywane badanie
SNP-array lub aCGH, nawet, jezeli nie wystgpuje obciazony wywiad rodzinny. Niestety
w Polsce tego typu badania sa kosztowne i wykonywane odptatnie. Dlatego tez w wielu
przypadkach wykonuje si¢ tylko badanie kariotypu, a nastgpnie analiz¢ MLPA lub FISH.
By¢ moze w przysztosci wraz z rozwojem technologii metod molekularnych zmniejsza
si¢ koszty diagnostyki i bgdzie mozliwe rutynowe wykonywanie badan SNP-array/aCGH

u wszystkich pacjentéw z NI oraz wadami wrodzonymi o nieustalonej etiologii.
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Tab. 15. Typ NI stwierdzanej u pacjentow, u ktorych wykryto zmiany w badaniach SNP-

array/aCGH

Pacjent Stopien NI Przypadek
B-1 opodznienie rozwoju rodzinny
B-2 lekki rodzinny
B-3 znaczny rodzinny
B-4 opodznienie rozwoju rodzinny
B-5 lekki sporadyczny
B-6 znaczny rodzinny
B-7 gleboki sporadyczny
B-8 umiarkowany sporadyczny
B-9 znaczny sporadyczny
B-10 lekki sporadyczny
B-11 umiarkowany sporadyczny
B-12 opdznienie rozwoju sporadyczny
B-13 lekki sporadyczny
B-14 opdznienie rozwoju sporadyczny
B-15 opdznienie rozwoju sporadyczny
B-16 opdznienie rozwoju sporadyczny
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6 Whioski

1. Niepetosprawnos$¢ intelektualna moze by¢ powodowana zmianami o charakterze
rearanzacji submikroskopowych, zatem badania w ich kierunku musza by¢
czescia diagnostyki genetycznej u pacjentdéw z idiopatyczng NI

2. Wigkszo$¢ wykrytych zmian powstalo de novo. Znajomos¢ tego faktu pozwala
postawi¢ rozpoznanie i udzieli¢ porady genetycznej pacjentom i ich rodzinom.

3. Tylko w cze$ci przypadkow udaje si¢ wskaza¢ korelacje pomigdzy wykrytymi
rearanzacjami, a zmianami fenotypowymi pacjentow.

4. Technika MLPA w wigkszosci przypadkéw pozwala na wstepne wykluczenie
aberracji bedacych przyczyna znanych zespoldw mikrodelecji/mikroduplikacji
oraz rearanzacji regiondw subtelomerowych.

5. Badania SNP-array i aCGH sa wiarygodnymi i skutecznymi metodami
umozliwiajacymi poznanie wielu genetycznych przyczyn opodznienia rozwoju
psychomotorycznego i NI o nieznanej etiologii.

6. Metoda gPCR potwierdzita obecnos¢ wszystkich zmian wykrytych w badaniach
SNP-array/aCGH, co sugeruje, ze weryfikacja wynikow badan SNP-array/aCGH

by¢ moze nie jest konieczna.
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[ Streszczenie

Opoznienie rozwoju psychomotorycznego i niepetnosprawnos¢ intelektualna (NI),
dotyczace 1-3% populacji ogdlnej, stanowia wazny problem medyczny i1 diagnostyczny.
W ponad potowie przypadkéw przyczyny tych zaburzen pozostaja nieokreslone.

Celem niniejszej pracy byla proba identyfikacji przyczyn i korelacji genotypowo-
fenotypowych u pacjentow z NI. Badania przeprowadzono u 162 pacjentow z
idiopatyczna NI, u ktoérych wczesniej przeprowadzono badanie przedmiotowe i analize
rodowodu. Po wstepnych badaniach cytogenetycznych oraz metabolicznych,
przeprowadzono badania molekularne w kierunku mutacji dynamicznej w genie FMR1
oraz badanie technika MLPA w kierunku znanych zespotéw mikrodelecji/mikroduplikacji
(zestaw P245 MRC-Holland) i/lub rearanzacji regionow subtelomerowych (zestawy
SALSA P036 and P070). Przy uzyciu metody MLPA analizowano 21 najczg¢stszych
zespoldw mikrodelecji/mikroduplikacji. W badaniach przy uzyciu techniki MLPA
analizowano 96 pacjentow w kierunku rearanzacji regionow subtelomerowych oraz 69
pacjentow w kierunku znanych zespotéw mikrodelecji/mikroduplikacji. Dzigki badaniu
MLPA, u dwodch pacjentow (2,1%) zidentyfikowano aberracje regionow
subtelomerowych: 4p i 19p. Dzigki zastosowaniu badania MLPA w kierunku znanych
zespotow mikrodelecji/mikroduplikacji wykryto mikrodelecje: 22q11.2 1 7q11.23, ktére
sa przyczyna odpowiednio zespotu DiGeorge’a i zespotu Williamsa, oraz mikrodelecj¢
1p36. W sytuacji, gdy cechy fenotypowe pacjenta nie wskazywaly jednoznacznie na
wystepowanie znanego zespotu genetycznego, wykonano badania SNP-array lub aCGH.
Wysoka rozdzielczo$¢ tych technik umozliwita wykrycie zmian typu CNV (ang. copy
number variations). U 24 pacjentow zastosowano SNP-array (Genome-Wide Human SNP
Array 6.0, Affymetrix, 1M). Analizg uzyskanych wynikéw przeprowadzono przy uzyciu
oprogramowania Genotyping Console. 34 pacjentéw analizowano dzigki zastosowaniu
HumanCytoSNP-12 BeadChips, Illumina Inc., 300k). U 5 pacjentéw przeprowadzono
badanie aCGH (Nimblegen, 135k). Aberracje submikroskopowe o potencjalnym
znaczeniu klinicznym zidentyfikowano u 10 pacjentéw sposrod 63 zbadanych (15,9%) a
rozmiar wykrytych zmian wynosit od 170.1 kb do 23.3 Mb. Zastosowane techniki
molekularne  wliczajac  mikromacierze calogenomowe 1 metode MLPA, sa
rekomendowane w celu poszerzenia diagnostyki u pacjentow z NI. Pozwalaja one czgsto
na identyfikacj¢ przyczyn NI, chociaz okreslenie korelacji genotypowo-fenotypowej

rzadko jest mozliwe.
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8 Summary

Psychomotor developmental delay and mental retardation (MR) are significant
medical and social problems which concern 1-3% of population. The etiology of these
problems remains unknown in over half of the cases.

The aim of this study was an attempt to identify the causes of MR. 162 Polish
patients with idiopathic MR have been included in this study. Initially, they were
examined clinically and screened using routine cytogenetic and metabolic investigations.
Then, the molecular analyses were performed, including FMR1 gene test and MLPA
method for common microdeletion/microduplication syndromes (SALSA kit P245 MRC-
Holland) and/or subtelomeric rearrangements (SALSA P036-E1 and P070-B1 kits). Using
MLPA method, we investigated deletions and duplications responsible for 21 different
microdeletions/microduplications syndromes. Using MLPA technique, the subtelomeric
abnormalities were investigated in 96 patients and microdeletion/microduplication
syndromes in 69 patients with MR. The MLPA screening revealed two subtelomeric
chromosome rearrangements: 4p and 19p (2.1%). MLPA for common
microdeletion/microduplication syndromes showed 22q11.2 and 7q11.23 microdeletions
that are associated with DiGeorge syndrome and Williams syndrome, respectively, and
1p36 microdeletion. In these cases, in which clinical findings were not completely
compatible with the microdeletions syndromes or in patients with complex chromosomal
rearrangements, SNP-array and aCGH was performed. High resolution SNP-array/aCGH
technology has provided insights into a type of genomic variations known as copy humber
variations (CNV). To screen the CNVs in 24 patients, we used the Genome-Wide Human
SNP Array 6.0 (Affymetrix, 1M). The analysis was performed using the Affymetrix
Genotyping Console software. In 34 patients, the InfiniumHD whole-genome genotyping
assay with the HumanCytoSNP-12 BeadChips (lllumina Inc., 300k) was done. In 5
patients aCGH (Nimblegen, 135k) was performed. Potentially pathogenic rearrangements
were found in 10 (15,9%) out of 63 investigated individuals and their size varied from
170.1 kb to 23.3 Mb. Molecular techniques, including whole genomic microarrays and
multiplex-ligation probe amplification (MLPA) are recommended to extend the
diagnostics of patients with MR. They frequently enable to identify the cause of MR but

delineation of genotype-phenotype correlation is rarely possible.
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9 Spis skrotéw

aCGH — poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy (ang. array-CGH,
comparative genomic hybridization)

ADHD — zespo6t nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ang. attention
deficit hyperactivity disorder)

AHO - dziedziczna osteodystrofia Albrighta (ang. Albright hereditary osteodystrophy)
ALB —albumina

AS — zespot Angelmana (ang. Angelman Syndrome)

ASDII — ubytek w przegrodzie miedzyprzedsionkowej typu Il (ang. atrial septal defect)
ATR-X — zespo6t alfa talasemia-NI 0 dziedziczeniu sprz¢zonym z chromosomem X (ang.
Alpha thalassaemia-mental retardation, X-linked)

BAC — sztuczny chromosom bakteryjny (ang. bacterial artificial chromosome)

BBS — zespot Bardeta-Biedla (ang. Bardet-Biedl Syndrome)

CAE — dziecigca padaczka z napadami nieobecnosci (ang. childhood absence epilepsy)
CDC - zesp6t krzyku kota (fr. cri-du-chat)

CDG — wrodzone zaburzenia glikozylacji (ang. Congenital disorders of glycosylation)
CLS — zespot Coffina-Lowry’ego (ang. Coffin-Lowry Syndrome)

CNV — zmienno$¢ liczby kopii (ang. copy number variations)

CREB - biatko wiazace cAMP (ang. CAMP response element-binding protein)

Cy3, Cy5 — cyjanina 3, cyjanina 5; barwniki fluorescencyjnestosowane w technice
mikromacierzy

DAPI — 4’-6’-diamino-2-fenyloindol dihydrochlorku; barwnik fluorescencyjny stosowany
w technice FISH

DGS - zespo6t DiGeorge’a (ang. DiGeorge Syndrome)

DGV - baza danych (ang. database of genomic variants)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

dNTP — trifosforan deoksyrybonukleotydu (ang. deoxyribonucleotide triphosphate)
DSM-1V — klasyfikacja zaburzen psychicznych Amerykanskiego Towarzystwa
Psychiatrycznego, IV edycja (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, 1V edition)

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

EEG - elektroencefalografia

EIEEL1L - wczesnoniemowlgca encefalopatia padaczkowa (ang. early infantile epileptic
encephalopathy)

F8 — czynnik VIII krzepnigcia

FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. fluorescence in situ hybridization)
FMRP — biatko kodowane przez gen FMR1 (ang. fragile X mental retardation protein)
FraX — zespot tamliwego chromosomu X (ang. Fragile X Syndrome)

FRAXE — miejsce famliwe w chromosomie X, typu E (ang. fragile X syndrome type E)
GSD - choroba spichrzeniowa glikogenu, glikogenoza (ang. glycogen storage diseases)
Hindll1l, Styl, Nspl — endonukleazy restrykcyjne

HRT — techniki wysokiej rozdzielczo$ci (ang. high resolution techniques)

inv — inwersja

IQ —iloraz inteligencji (ang. intelligence quotient)

KCI — chlorek potasu

KTZS — zespot Kohlschuttera-Tonza (ang. Kohlschutter-Tonz Syndrome)

LS — zespot Leigha (ang. Leigh Syndrome)
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mat — pochodzenia matczynego (ang. maternal)

MDDGAL1 - ang. Muscular dystrophy-dystroglycanopathy (congenital with brain and eye
anomalies), type A, 1

MDDGBL — ang. Muscular dystrophy-dystroglycanopathy (congenital with mental
retardation), type B, 1

MDDGC1 - ang. Muscular dystrophy-dystroglycanopathy (limb-girdle), type C, 1
MDGCRL1 — minimalny region krytyczny zespotu DiGeorge’a (ang. minimal DiGeorge
critical region 1)

MDS — zesp6t Millera-Diekera (ang. Miller-Dieker Syndrome)

MgCl, — chlorek magnezu

MLPA — multipleksowa amplifikacja zalezna od ligacji sond (ang. multiplex ligation-
dependent probe amplification)

MR — niepelnosprawnos¢ intelektualna (ang. mental retardation)

MRI — obrazowanie technika rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance
imaging)

MSS — zesp6t Marinescu-Sjogrena (ang. Marinesco-Sjogren Syndrome)

MTDPS1 — ang. Mitochondrial DNA Depletion Syndrome-1

NaCl — chlorek sodu

NaOH — wodorotlenek sodu

NF-1 — nerwiakowtdkniakowatos¢ typu 1, choroba von Recklinghausena (ang.
Neurofibromatosis Type 1)

NI — niepetnosprawnos¢ intelektualna

NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear magnetic
resonance)

NS — zespot Noonan (ang. Noonan Syndrome)

NS-XLMR — niespecyficzna niepelnosprawnos$¢ intelektualna sprzg¢zona z chromosomem
X (ang. Nonsyndromic X-linked Mental Retardation)

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

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

pat — pochodzenia ojcowskiego (ang. paternal)

PC — deficyt karboksylazy pirogronianowej (ang. Pyruvate carboxylase deficiency)
PCR - tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PKU — fenyloketonuria (ang. Phenylketonuria)

PMS — zespot Phelan-McDermida (ang. Phelan-McDermid Syndrome)

PWS — zespot Pradera-Willi’ego (ang. Prader-Willi Syndrome)

gPCR —ilosciowy PCR (ang. quantitative PCR)

RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

rpm — obroty na minut¢ (ang. revolutions per minute)

RSK2 — kinaza rybosomalna S6 (ang. ribosomal S6 kinase 2)

RSTS — zespot Rubinsteina-Taybi’ego (ang. Rubinstein-Taybi Syndrome)

RTG — badanie rentgenowskie

RTT — zespot Retta (ang. Rett Syndrome)

SCA - ataksja rdzeniowo-moézdzkowa (ang. Spinocerebellar ataxia)

SMS — zespdt Smitha-Magenisa (ang. Smith-Magenis Syndrome)

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)
SNP-array — mikromacierze SNP (ang. single nucleotide polymorphism array)
S-XLMR - zespotowa niepetnosprawnos¢ intelektualna sprzezona z chromosomem X
(ang. Syndromic X-linked Mental Retardation)

t — translokacja

TK — tomografia komputerowa
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TS — stwardnienie guzowate (ang. Tuberous Sclerosis)

TSH — hormon tyreotropowy (ang. Thyroid-stimulating hormone)

UPD — disomia jednorodzicielska (ang. uniparental disomy)

USG - badanie ultrasonograficzne

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)
WHS - zesp6t Wolfa-Hirschhorna (ang. Wolf-Hirschhorn Syndrome)

WS — zespot Williamsa (ang. Williams Syndrome)
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10 Spis tabel

Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

10.
11.

12.

13.

14.
15.

Klasyfikacja NI wedtug WHO

Wybrane geny odpowiedzialne za niespecyficzna posta¢ NI (NS-XLMR)
(za http://xImr.interfree.it, zmienione)

Wybrane geny odpowiedzialne za zespotowa (S-XLMR) i niespecyficzna
posta¢ NI (NS-XLMR) (za http://xImr.interfree.it, zmienione)

Techniki cytogenetyczne i cytogenetyczno-molekularne stosowane w
diagnostyce NI (za [113], zmienione)

Liczbowy rozktad pacjentdw z r6znymi stopniami NI

Sekwencje starterow uzytych do oceny liczby kopii badanych regionéw
wykonywanych metoda qPCR

Wykaz wazniejszych odczynnikow

Wykaz buforow sporzadzanych przez autora

Lista wykrytych zmian u pacjentow w badaniu MLPA

Lista wykrytych zmian u pacjentow w badaniach aCGH i SNP-array
Charakterystyka pacjentow z prawidlowymi wynikami MLPA i
aCGH/SNP-array

Liczbowy wykaz badan przeprowadzonych u pacjentéw z NI

Poréwnanie cech fenotypowych i behawioralnych pacjentki A-1,
charakterystycznych dla zespotu delecji 1p36, z czgstoScia ich
wystegpowania u innych pacjentow (za [134])

Porownanie cech dysmorfii pacjentow z duplikacja 19p (za [8], zmienione)
Typ NI stwierdzanej u pacjentéw, u ktorych wykryto zmiany w badaniach
SNP-array/aCGH
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11 Spis rycin

Ryc.

Ryc.
Ryc.

Ryc.

1.

Ryc. 5

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Interfazowe jadro limfocytu wybarwione DAPI z sygnatami
fluorescencyjnymi  z chromosomu 13 (zielony, sonda znakowana
fluoresceina) 1 21 (czerwony, sonda znakowana rodaming) (za
http://www.ask.com/wiki/Fluorescence_microscope)

Procedura MLPA (za http://www.mlpa.com, zmienione)

Procedura badania technika mikromacierzy SNP-array

(za http://www.gladstone.ucsf.edu/gladstone/site/genomicscore/section/1919,
zmienione)

Algorytm postgpowania u pacjentow z NI

Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-1. Widoczna interstycjalna duplikacja
w chromosomie 11g13.3-913.4

Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-2. Widoczna interstycjalna duplikacja
w chromosomie 15g11.2

Obraz zmiany wykrytej u pacjentki B-3. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie Xq21.1

Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-4. Widoczna interstycjalna duplikacja
w chromosomie 5¢31.2

Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-5. Widoczna interstycjalna delecja

w chromosomie 16p13.3

Obraz zmiany wykrytej u pacjentki B-6. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 22911.21

Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-7. Widoczna interstycjalna delecja

w chromosomie 1g43-1q44

Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-8. Widoczna terminalna duplikacja w
chromosomie 15¢26.3

Obraz zmiany wykrytej u pacjentki B-9. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 15q11.2

Obraz zmiany wykrytej u pacjentki B-10. Widoczna terminalna delecja w
chromosomie 22913.33

Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-11. Widoczna interstycjalna delecja w

chromosomie 11g13.1
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Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

Obraz zmian wykrytych u pacjentki B-12. Widoczna terminalna delecja
(9p24.3-9p22.2) oraz interstycjalna duplikacja (9p22.2-9p12)

Obraz zmiany wykrytej u pacjentki B-13. Widoczna terminalna delecja

w chromosomie 2937.3

Obraz zmiany wykrytej u pacjentki B-13. Widoczna terminalna duplikacja
w chromosomie 10p15.3-10p15.1

Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-14. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 16p11.2

Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-15. Widoczna interstycjalna
duplikacja w chromosomie 22q11.21

Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-16. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 1g21.1

Obraz zmiany wykrytej u pacjenta B-16. Widoczna interstycjalna delecja w
chromosomie 9934.11-9934.13

Wyniki badania qPCR. Porownanie wzglednej ilosci kopii badanych
regiondw u pacjentow B-1 — B-16 do kontroli (K). Warto$¢ 1 oznacza

wystepowanie 2 kopii badanego regionu.
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