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1. STRESZCZENIE

Najnowsze wyniki analizy molekularnej sekwencji genu DSPP u os6b obcigzonych
fenotypem dentinogenesis imperfecta typu 1I/I11 (DGI 1I/IIT) badz dysplazja zebiny (DD)
dowodza, iz obydwa fenotypy reprezentuja te sama jednostke chorobowa, bedaca efektem
mutacji w genie DSPP, ardznigca si¢ jedynie stopniem penetracji wady. Zmiany
chorobowe dziedziczone s3 w sposob autosomalny dominujacy lub tez sa wynikiem
mutacji de novo. Z uwagi na istotno$¢ funkcji jaka biatko DSPP petni w procesie nukleacji
krysztatdéw hydroksyapatytu oraz nastgpczej mineralizacji zg¢biny, mutacje w genie DSPP
skutkuja nieprawidtowa budowa zgbiny, zarowno w uzgbieniu mlecznym, jak i stalym.
Gen DSPP zlokalizowany jest na chromosomie 4q21.3 i koduje biatko natywne DSPP,
ktére w wyniku intensywnych modyfikacji potranslacyjnych ulega podziatlowi na dwa
biatka potomne odpowiednio: — sialoproteing (DSP) oraz — fosfoproteing (DPP) zebiny.
Pomimo wspdlnego pochodzenia, biatka te majg catkowicie odmienny charakter
biochemiczny, co w konsekwencji rzutuje na ich skrajnie rézna funkcj¢ w procesie
mineralizacji zgbiny. Uwaza si¢, ze biatko DSP bierze udzial w bardzo wczesnym etapie
mineralizacji, podczas gdy biatlko DPP aktywnie uczestniczy w nukleacji krysztatu
hydroksyapatytu, a nastepnie posredniczy w dojrzewaniu i pelnej mineralizacji z¢biny.

Mutacje wykryte w genie DSPP arbitralnie podzielono na trzy grupy uwzgledniajac
ich lokalizacj¢ w sekwencji genu DSPP. Sa to mutacje zlokalizowane w sekwencji
kodujacej: — peptyd sygnalizacyjny, — biatko DSP oraz — biatko DPP. Mutacje sekwencji
kodujacej peptyd sygnalizacyjny oraz te w sekwencji kodujacej biatko DSP najcze¢sciej
majg charakter transwersji i/lub translacji (SNP), podczas gdy mutacje zlokalizowane
w sekwencji DPP moga mie¢ zar6wno charakter SNP, jak charakter ilosciowy w postaci
delecji 1/lub insercji. Dotychczas w literaturze swiatowej opisano okoto 40 mutacji w genie
DSPP skutkujacych powstaniem fenotypu DGI II/III badz DD oraz bardzo duza ilos¢
mutacji utajonych o charakterze polimorfizmu. Polimorfizm dotyczy zarowno mutacji typu
SNP, jak 1 delecji 1 insercji bez przesunigcia ramki odczytu.

Celem pracy byla analiza molekularna polimorfizmu genu DSPP u o0s6b nie
wykazujacych cech klinicznych dentinogenesis imperfecta typu II/I1I badz dysplazji zgbiny
Badaniu poddano sekwencje genu DSPP kodujace zaréwno biatko DSP, jak i biatko DPP
poszukujac polimorfizmu typu SNP oraz delecji i insercji i porownujac je z danymi

zgromadzonymi w $§wiatowej bazie ludzkiego genomu Ensembl (www.ensembl.org).



Jednoczesnie weryfikowano czy w badanej grupie istnieja mutacje, ktore nie skutkuja
powstaniem fenotypu DGI II/IIl lub DD oraz jaka jest czesto$¢ wystgpowania tych
mutacji, okreslanych jako polimorfizm lokalny, w odniesieniu do calej populacji. Badania
prowadzono za zgoda Niezaleznej Komisji Bioetycznej przy Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym i kazdorazowo uzyskano pisemng zgode probanta na wykonanie badania.

Do analizy uzyto DNA pochodzace od 30 probantdw, nie prezentujacych fenotypu
DGI II/IIT i/lub DD. Materiat do badan stanowily wymazy pobierane z btony §luzowe;j
jamy ustnej za pomocag jalowych wymazoéwek. Izolacja DNA przeprowadzona zostata
klasyczna metodg organiczng przy uzyciu mieszaniny fenol-chloroform. Kolejnym etapem
byt pomiar stezenia DNA, ktorego dokonano metoda fluorymetryczng. Material badany
(sekwencja genu DSPP) zostal poddany amplifikacji metoda PCR z uzyciem starteréw
zaproponowanych przez grupe McKnight oraz Bai. Amplikony DNA poddano
oczyszczeniu, sekwencjonowaniu, a nastgpnie rozdzielano metoda elektroforezy kapilarnej
z zastosowaniem automatycznego analizatora.

Analiza molekularna DNA 30 probantéw wykazata obecno$¢ zmian polimorficznych
w 48 pozycjach sekwencji genu DSPP, w tym zmiany o charakterze SNP oraz insercje
i delecje. Ponadto, wykryto 11 mutacji punktowych; 1 wsekwencji kodujacej biatko DSP
1 10 w sekwencji kodujacej biatko DPP. W sekwencji kodujacej biatko DSP odnotowano
pojedyncza zmiang o charakterze SNP w pozycji g.930. Zmiana miata charakter tranzycji
1 dotyczyta ostatniego nukleotydu w kodonie kodujagcym aminokwas seryng. W pozycji
2.235 natomiast wykazano tranzycj¢ A — T, w wyniku ktérej doszlo do zmiany
aminokwasu argininy w tryptofan.

Znaczaco wigcej zmian o charakterze polimorfizmu wykazano w sekwencji kodujace;j
biatko DPP. U wszystkich 30 probantéw odnotowano tacznie tranzycje pirymidyn w 47
pozycjach sekwencji kodujacej biatko DPP. Zmiany wystgpowaly w ostatnim nukleotydzie
kodonow kodujacych aminokwasy: — seryne (28 zmian), — kwas asparaginowy (18 zmian)
oraz — asparaging (1 zmiana) i zadna nie prowadzita do zmiany kodowanego aminokwasu.
Analiza sekwencji kodujacej DPP wykazata ponadto obecno$¢ 10 mutacji punktowych,
kazdorazowo w pojedynczym allelu. U Zadnego probanta nie stwierdzono tej samej

mutacji w obu allelach.



Dodatkowo w sekwencji kodujacej biatkko DPP odnotowano 7 zmian o charakterze
ilosciowym, w tym 2 insercje oraz 5 delecji. Wéréd odnotowanych delecji najwigksza
liczba utraconych nukleotydéw wynosita 171, a najmniejsza 9, natomiast w odnotowanych
2 przypadkach insercji ilo§¢ dodanych nukleotydéw wynosita 18.

Przez wzglad na degeneracj¢ kodu genetycznego wykryte zmiany o charakterze
polimorfizmu SNP nie skutkowaly zamiang kodowanego aminokwasu, stad u
przebadanych probantow nie stwierdzono objawow klinicznych DGI II/III lub DD.
Najciekawszym zaobserwowanym typem zmian byla obecno$¢ 11 mutacji punktowych
w sekwencjach genu DSPP kodujacych zaréwno biatko DSP, jak i DPP. Pomimo braku
stwierdzenia jakichkolwiek cech fenotypu DGI II/III lub DD w badanej grupie, trzykrotnie
powtarzana analiza jednoznacznie wykazala, ze kazdy nosiciel mutacji byt heterozygota.

Mimo intensywnie prowadzonych badan klinicznych, powigzanych ze szczegotowa
analiza molekularng, na dzien dzisiejszy nie jesteSmy w stanie stwierdzi¢, dlaczego
u niektorych oséb mutacja o charakterze zmiany sensu, powoduje powstanie fenotypu DGI
II/III lub DD, natomiast u innych nie stwierdza si¢ jakichkolwiek cech klinicznych wady
genetycznej. W trakcie analizy uzyskanych wynikow postawiono dwie hipotezy.
Zakladajac, ze najbardziej istotnym efektem mutacji jest zmiana w budowie
1 funkcjonowaniu biatka, a takze jego aktywno$¢ in-situ nalezy rozwazy¢, ze w przypadku
heterozygot ilo$¢ biatka produkowanego z transkryptu powstajacego z allela z sekwencja
referencyjng jest wystarczajaca dla zapewnienia funkcjonalnosci biatek DSP oraz DPP
w przestrzeni zewnatrzkomodrkowej odontoblasta. W duzo mniejszym procencie dopuszcza
si¢ mozliwo$¢ obecnosci w uzebieniu mlecznym szczatkowej postaci DD u pacjentow
z mutacja, ktoéra nie wykazuje objawow w uzgbieniu stalym. Ostatecznie, pordwnanie
pozyskanych wynikéw z danymi ludzkiego genomu zamieszczonymi w $wiatowej bazie
Ensembl sugeruje, ze zar6wno obserwowane w badanej grupie mutacje, jak i polimorfizm
genu DSPP moga mie¢ charakter rzadkich, ,,niepatogennych” odmian sekwencji genu
DSPP, ktore sa specyficzne dla populacji z danego rejonu.

Na podstawie przeprowadzonej analizy mozna wywnioskowa¢, ze gen DSPP
kodujacy sialofosfoproteing z¢biny wykazuje wysoki stopien polimorfizmu w populacji
osOb nie prezentujagcych fenotypu dentinogenesis imperfecta typu II/IIl badz dysplaz;ji
zgbiny.



Polimorfizm SNP dotyczy sekwencji kodujacej biatko DSP oraz sekwencji kodujace;j
DPP, natomiast zmiany iloSciowe (delecja, insercja) odnotowane zostaly jedynie
w sekwencji kodujacej fosfoproteing. Analiza wykazata takze obecno$¢ mutacji, ktore
pomimo zmiany kodowanego aminokwasu, nie skutkuja powstaniem fenotypu DGI II/III
badz DD, a czesto$¢ ich wystepowania pozwala zakwalifikowa¢ je do zmian o charakterze
polimorfizmu, ktory jest specyficzny dla badanej proby.

Jak dotad na terenie Polski nigdy nie podj¢to badan majacych na celu molekularng
analize sekwencji genu DSPP zar6wno u pacjentdw prezentujacych cechy kliniczne
dentinogenesis imperfecta typu II/III lub dysplazji zgbiny, jak tez w zdrowej populacji.
Badania takie wydaja si¢ jak najbardziej zasadne przez wzglad na ogromny problem
leczniczy, jaki niesie za sobg leczenie chorych z dentinogenesis imperfecta typu II/I11 lub
dysplazja zebiny. Zastosowanie najbardziej nowoczesnych metod diagnostyki
molekularnej pozwala roéwniez na stworzenie profilu zmienno$ci genu DSPP
(polimorfizm) w polskiej populacji, ktory zgodnie z wynikami uzyskanymi w obecnej
pracy wydaje si¢ prezentowac polimorfizm specyficzny dla naszego regionu, réznigcy si¢
od danych zawartych w ogodlnoswiatowej bazie ludzkiego genomu Ensembl okre§lonych

dla populacji europejskiej (rasy Kaukaskie) i ogélno§wiatowe;.



2. SUMMARY

The most updated molecular analysis of the DSPP gene revealed that both diseases
dentinogenesis imperfecta (DGI) type IIV/III and dentin dysplasia (DD) are the same
hereditary dentin disorder with the phenotype reflecting mutations in the DSPP. The
disease is inherited as a dominant autosomal disorder or may result from de novo mutation
in the DSPP gene.

Dentin sialophosphoprotein (DSPP) is the key noncollagenous dentin matrix protein
that participates in the nucleation of hydroxyapatite crystal and dentin mineralization. Thus
any mutation in the DSPP gene usually manifests in inappropriate dentin formation and
maturation either in deciduous or permanent teeth. In human, the DSPP gene is located on
chromosome 4q21.1. Right after translation, the DSPP wundergoes the extended
posttranslational modifications including cleavage into two daughter proteins dentin
sialoprotein (DSP) and dentin phosphoprotein (DPP). Even though these two proteins are
of the same origin, they show completely different biochemical properties thus play
diverse roles in dentin production and mineralization. DSP participates in a very early
dentin nucleation while DPP is critical for dentin mineralization and final maturation.

According to the localization in the sequence, the mutations in the DSPP gene may be
arranged into three divisions; those in the — signal peptide, — coding sequence of the DSP
and — coding sequence of the DPP. The mutations in the signal peptide and DSP are mostly
transversions and/or transitions, while those which are localized in the DPP coding
sequence may be also deletions and/or insertions. To date about 40 mutations in the DSPP
gene were characterized. All of them resulted in the phenotype of DGI II/III and/or DD.
Additionally, a remarkable polymorphism of the DSPP gene has been reported.

The aim of the study was to analyze polymorphism of the DSPP gene in the group of
30 unrelated probants who presented none clinical symptom of dentinogenesis imperfecta
type II/III or dentin dysplasia. The sequence of the DSPP gene was studied and analyzed
with the special consideration for both the coding sequence of DSP and DPP. The analysis
was supposed to determine the polymorphic changes (SNP, deletion, insertion), but also
verify the presence of potential mutations, which did not result in the phenotype of DGI
I/III or DD. Additionally, the frequency of both polymorphism and mutations was

compared to data from Human Genome database Ensembl (www.ensembl.org).



The study was conducted with the approval of the Independent Ethics Commission of
Medical University of Gdansk and each proband written consent to perform the study.

DNA was subjected to the standard procedure, in accordance with the principles of
molecular genetics. DNA was swabbed from oral mucosa and thereafter isolated with the
standard phenol-chloroform method. After fluorescent measurement of DNA
concentration, the DSPP fragments were amplified with PCR, purified and sequenced. At
the very last step the DNA was separated with the capillary electrophoresis.

The sequence analysis of the DSPP gene showed the presence of 48 single nucleotide
polymorphism (SNP) in the sequences of all 30 probants. All those changes were localized
in the last — third nucleotide from a particular codon thus did not result in the changes of
the coded aminoacids. One SNP was detected in the coding sequence of DSP, while 47
occurred in the coding sequence of DPP. SNP at 28 positions appeared in the codons of
serine, 18 in the codons of aspartic acid and the last 1 in the codon of asparagine.
Additionally, 2 insertions and 5 deletions in the coding sequence of DPP were noted. The
minimal number of the lost base pairs was 9 and the maximal 171. In both cases of
insertion, 18 nucleotides were added to the reference sequence of DSPP. Our scrutinized
analysis showed also 11 point mutations in the DSPP gene sequence; 1 in the coding
sequence of DSP and 10 in the coding sequence of DPP. Each mutation appeared in
a single allele. Thus, all 10 probants appeared to be heterozygote.

Due to the degeneracy of the genetic code the SNPs detected in this study did not
result in the change of the coded aminoacid. Thus, it seems conceivable that none of our
patient presented the phenotype of dentinogenesis imperfecta type 1I/IIl or dentin
dysplasia.

Even though an intensive clinical studies combined with the detailed molecular
analysis, it is hard to determine why some people with a missense mutation in the DSPP
gene present the phenotype of DGI II/III or DD, whereas others do not.

In the current study two hypothesis were evaluated. Assuming that the most important
effect of a mutation is a change in the protein structure, function and activity, it should be
considered that at heterozygote the amount of protein translated from the proper transcript
is sufficient for the correct functioning of the DSP and DPP in the dentin extracellular
matrix. Less probably the evaluated heterozygots could present very mild shape of the DD

at childhood, which cannot be detected anymore



Finally, a comparison of the results from the current investigation to the data gathered
in the Human Genome database Ensembl suggested, that both the observed mutations and
polymorphism may reflect the rare sequence variants specific for the local population.

Overall analysis allows for the conclusion that the DSPP gene is highly polymorphic
at the coding sequences of both DSP and DPP, although the deletions and insertions
happen exclusively in the DPP coding sequence.

Up-to-date there has never been undertaken research aimed the molecular analysis of
the DSPP gene in Polish population neither at the people presenting clinical symptoms of
dentinogenesis imperfecta type 11 / 1II or dentin dysplasia or healthy inhabitants. Such
studies would be essential due to a critical medical problem connected with the treatment
of the patients with dentinogenesis imperfecta type 11 / 11l or dentin dysplasia. Usage of the
most contemporary molecular diagnostics would help to create a sophisticated profile of
DSPP polymorphism for the Polish population since the results from the current study
showed its specificity and variation compared to the data gathered in the Human Genome

database Ensembl.



3. WSTEP

3.1. Zg¢bina

Zgbina stanowi ,elastyczng” i jednoczesnie zmineralizowang tkanke bedaca gltéwna
komponenta budulcowa zg¢ba, oddzielajaca komore miazgi od szkliwa. Dojrzata zg¢bina
zbudowana jest ze sktadnikéw mineralnych, gtownie dwuhydroksyapatytow, natomiast jej
cze$¢ organiczng stanowa kolagen oraz liczne biatka niekolagenowe. Pomimo znacznego
spowolnienia po okresie zakonczonej morfogenezy, apozycyjne odktadanie zgbiny trwa
przez caty okres Zycia osobniczego i jest efektem reakcji komorek zgbinotworczych na
fizjologiczne i patologiczne bodZce srodowiskowe.

Glowny budulec zgba stanowi zgbina pierwotna zwana takze zebing okotomiazgowa.
Zewngtrzna warstwa tej zebiny, zwana zgbing plaszczowa, lezy w bezposrednim
sasiedztwie szkliwa i1 cementu korzeniowego i1 rdzni si¢ od pozostalej czesci zgbiny
pierwotnej zaréwno stopniem mineralizacji, jak roéwniez wzajemnym strukturalnym
pofaczeniem kolagenowych 1iniekolagenowych komponent macierzy [1, 2]. Cecha
charakterystyczng zgbiny plaszczowej jest brak kanalikow zg¢binowych w calym jej
obszarze. Jedynie nieliczne canaliculi wystepuja pomigdzy warstwg niezmineralizowang
1 zmineralizowang [3]. Mineralizacja zebiny przebiega w kierunku od komory zgba do
granicy szkliwno-zgbinowej, a granic¢ odkladania mineratu nazwano frontem mineralizacji
[1,4,5].

Zgbina wtérna jest stosunkowo wolno odktadana przez odontoblasty i w stosunku do
zgbiny pierwotnej charakteryzuje si¢ mniej regularng strukturg kanalikowa, pomimo
poréwnywalnej zawartosci sktadnikéw mineralnych i1 organicznych [6, 7]. Odktadanie
zgbiny wtornej nastepuje w efekcie obciazenia zgryzowego 1 w konsekwencji prowadzi do
asymetrii w ksztalcie, 1 wielko$ci komory miazgi, wraz z jednoczesng recesja miazgi zgba
[8, 9]. Kolejny rodzaj zgbiny tzw. zgbina trzeciorzedowa, zwana inaczej reperacyjnag, jest
odktadana pod wptywem bezposrednich bodzcow srodowiskowych w postaci: atrycji,
aktywnego ogniska prochnicowego lub czynnosci zwigzanych ze stomatologia odtwodrcza.
Strukture kanalikowa zgbiny reparacyjnej cechuje duza roéznorodnos¢, a ilo$¢ i1 przebieg

kanalikow zebinowych moze by¢ identyczny jak w zgbinie wtornej badZz mniejszy



i nieregularny. Zdarza si¢ réwniez, ze w z¢binie reparacyjnej kanaliki zgbinowe w ogodle
nie wystepuja [, 8].

Prawidlowo wyksztatlcona zgbina jest tkankg zmineralizowang, ktéra w 70% sklada
si¢ z materiatu nieorganicznego, w 20% z materiatu organicznego, natomiast 10% stanowi
woda [10]. Komponent¢ nieorganiczng macierzy z¢biny tworza gltéwnie krysztaty
dwuhydroksyapatytu [10]. Faze organiczng w 90% buduja biatka kolagenowe, gtownie
kolagen typu I (86%), trymer typu I oraz niewielkie ilo$ci kolagenu typu III, V 1 VI [1],
a takze biatka niekolagenowe oraz lipidy [1, 11, 12]. Niekolagenowe biatka organicznej
macierzy zebiny, do ktérych naleza osteonektyna, osteokalcyna, biatka z rodziny SIBLING
(Small Integrin — Binding Ligand N-linked Glykoproteins) oraz biatka z rodziny SLRP
(Small Leucin Rich Proteoglycan), wypelniaja przestrzen pomigdzy wtoknami kolagenu

1 odktadajg si¢ peryferyjnie wzdtuz kanalikow zgbinowych [13, 14, 15].

3.1.1. Bialka budujace organiczna macierz z¢biny

3.1.1.1.  Kolagen

Gléwnym skladnikiem organicznej macierzy zebiny sa wtokna kolagenu typu I, ktory
stanowi okolo 86% biatek kolagenowych zebiny [14, 15]. Gen kodujacy kolagen typu I
u cztowieka znajduje si¢ na chromosomie 17q21. Dodatkowo, w znaczaco mniejszej ilo$ci
w zgbinie, wystepuje kolagen typu III, V, VI oraz trymer typu I [14, 15, 16, 17]. Kolagen
typu I jest ztozony z dwoch identycznych fancuchow (alfa)l i jednego tancucha (alfa)2 o
kompozycji [alfal(I)],alfa2, a kazdy z tancuchéw sktada si¢ srednio z 1000 reszt amino-
kwasowych [15 ,16, 17]. Centralny, okoto 95% odcinek czasteczki kolagenu posiada
struktur¢ potrdjnej helisy, co zapewnia budowa kazdego indywidualnego lancucha alfa,
w ktérym co trzecim aminokwasem jest glicyna. Taka budowa stanowi warunek konieczny
dla tworzenia helisy [17, 18]. Kolejng jedna czwarta wszystkich reszt aminokwasowych
budujacych kolagen typu I stanowiag prolina i hydroksyprolina [1]. Budowa przestrzenna
czasteczek kolagenu przypomina ksztattem laseczki, ktérych naprzemienne, podluzne
usytuowanie skutkuje utworzeniem widokna kolagenowego. Jednoczes$nie, ulozenie to

skutkuje powstawaniem we wildknach, na przemian, miejsc naktadajacych sie¢



(overlap zones) oraz luk (hole zomes), widocznych w mikroskopie elektronowym jako
krzyzujace si¢ prazki [1]. Kolagen typu I jest syntetyzowany jako diuzszy propeptyd
zwany prokolagenem, zawierajagcym dodatkowe sekwencje N-koncowag i C-koncowa.
Synteza kolagenu rozpoczyna si¢ w kompleksie rybosomalnym rER odontoblasta, gdzie
powstaja tancuchy prokolagenu [1]. W nastepstwie modyfikacji potranslacyjnych reszty
proliny i lizyny ulegaja hydroksylacji oraz dochodzi do odcigcia peptydu sygnatowego.
Nastepnie hydroksylizyna ulega glikozylacji oraz formutuja si¢ potrojne helisy
prokolagenu. Helisy te w aparacie Golgiego s3 ,,pakowane” do pecherzykéw sekrecyjnych
iulegaja egzocytozie do przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Tam specyficzne peptydazy
odcinaja N-koncowe i C-koncowe propeptydu, co prowadzi do powstania tancuchow
kolagenowych, ktére spontanicznie, naprzemiennie grupujac si¢, tworza ostateczne widkna
kolagenowe [18, 19, 20].

Kolagen typu III jest homopolimerem zbudowanym z trzech tancuchow alfa,
stanowigcym sktadnik potowy macierzy kolagenowej miazgi zg¢ba [21, 22, 23]. Inne
doniesienia wskazuja, iz tkanki zmineralizowane rowniez zawieraja kolagen typu III [24].
Karjalainen 1 wsp. [25] udowodnili, Zze dojrzate odontoblasty syntetyzuja kolagen typu III
tuz po catkowitym zakonczeniu rozwoju zgba. Prokolagen typu III wystepuje krétkotrwale
w prezebinie podczas formowania si¢ macierzy organicznej, natomiast nie odnaleziono go
w zmineralizowanej zebinie [24]. Funkcja kolagenu typu III w prawidlowej, nie
zmienionej chorobowo zgbinie, nie jest do konca wyjasniona. Odmiennie w przypadku
zgbiny reperacyjnej oraz w zg¢binie zmienionej chorobowo [25, 26]. W tej drugiej badania
wykazaly zwigkszong obecno$¢ kolagenu typu III u chorych z fenotypem dentinogenesis
imperfecta typu 1 [27] bedacej efektem mutacji w genie kodujacym kolagen typu 1.

Typ V kolagenu stanowi nieznaczng cze$¢ zebiny (okoto 2%) [16, 28]. Czasteczki
kolagenu typu V moga by¢ homo- badZz heterotrimerami, ztozonymi z trzech unikalnych
tancuchow alfa.

W tkankach  zmineralizowanych  najobficiej wystepuje heterotrimer
[alfal(V)]alfa2(V), ktory jednoczesnie jest jedynym typem kolagenu typu V
wystepujacym réwniez w kosciach [16, 29]. Znaczenie kolagenu typu V w zebinie jak
dotad nie zostalo poznane, podobnie jak znaczenie trymeru typu I. Wykazano jedynie, ze
aktywne sekrecyjnie odontoblasty, wytwarzaja duze ilosci trymeru typu I, o strukturze

[alfal(I)]s [30]. Generalnie, wszystkie rodzaje kolagenu sa syntetyzowane przez



odontoblasty, a nastepnie wydzielane do przestrzeni zewnatrzkomorkowej bezposrednio
przy podstawie komorki [15]. Tam biorg udzial w budowie organicznej macierzy zwanej
prezgbing. Kolejno, sie¢ kolagenowa zageszcza si¢ wypelniajac przestrzen migdzy
prezebing, a zebing tworzac nastgpczo swoiste, organiczne rusztowanie dla krysztalow

mineratu [31, 32].

3.1.1.2.  Proteoglikany 7 rodziny SLRP (Small Leucine Rich Proteoglicans)

Istotng role w czasowo-przestrzennej kontroli mineralizacji ze¢biny odgrywaja
proteoglikany nalezace do rodziny SLRP (Small Leucin-Rich Proteoglycans) [33-39].
Glownymi przedstawicielami SLPR w zgbinie sg biglikan i dekorin, zbudowane z rdzenia
biatkowego potaczonego kowalencyjnie z tancuchami glikoaminoglikanow, gtéwnie
siarczanu chondroityny (CS) i siarczanu dermatanu (DS) [33, 34, 35]. Zar6wno dekorin,
jak 1 biglikan wydzielane s3 przez odontoblasty do przestrzeni zewnatrzkomorkowe;,
w ktorej tworza swoisty gradient pomiedzy prezgbing, frontem mineralizacji
1 zmineralizowang zgbing [36]. Gradient ten, w badaniach immunohistochemicznych,
objawia si¢ zmienng immunoreaktywnoscig okolicy frontu mineralizacji z przeciwciatami
przeciwko biglikanowi 1 dekorinowi [36]. Specyficzna cecha proteoglikanéw z rodziny
SLRP jest obecno$¢ w ,,rdzeniu” biatkowym od 7 do 24 tandemowo powtarzajacych sie
reszt leucyny [33, 37]. Oprocz prezgbiny i zgbiny biglikan i decorin ulegaja ekspres;ji
w kosci oraz tkankach migkkich: — wiezadtach, — dzig$le oraz skorze [38].

Rdzen biatkowy dekorinu ma masg¢ czasteczkowa rowng 45 kDa, jednak po
przytaczeniu tancucha cukrowego masa czasteczkowa wzrasta do 120 kDa [40]. Dekorin
przytacza z reguly jeden tancuch cukrowy przy czwartym N-koncowym aminokwasie.
W tkankach zmineralizowanych lancuch cukrowy dekorinu jest zbudowany z siarczanu-6-
chondroityny [40], podczas gdy w tkankach miekkich dominuje siarczan dermatanu [38,
41]. Proksymalnie w stosunku do miejsca wigzacego taficuch GAG znajduje si¢ domena
bogata w aminokwasy tyrozyne i cysteine, tworzace p¢tle podobna do tej wystepujacej na
C-koncowym odcinku dekorinu [42].

Struktura biglikanu jest bardzo zblizona do czasteczki dekorinu, mimo iz oba biatka

kodowane s3 na réznych chromosomach, odpowiednio chromosomie X oraz 12q23



[43, 44]. Biglikan z reguty przytacza dwa lancuchy GAG zbudowane z CS i/lub DS. Sa
one zwigzane z reszta Arg w pozycji 6 oraz reszta Ser w pozycji 9 [42]. Masa
czasteczkowa biatka wynosi okolo 45 kDa, a po przylaczeniu tancuchéw cukrowych
wzrasta do 200 kDa [42].

Jedna z najwazniejszych funkcji jakg pelnig proteoglikany z rodziny SLRP w zgbinie
jest przestrzenno-czasowa kontrola formowania organicznej macierzy zgbiny, w tym
kontrola rozmieszczenia i utozenia widkien kolagenowych [35]. Funkcja ta wiaze si¢ ze
zdolnoscig rdzenia bialkowego do taczenia si¢ z kolagenem w strategicznych miejscach,
przy jednoczesnym regulowaniu odlegtosci miedzy poszczegdlnymi wtoknami kolagenu,
z udziatem tancuchow GAG [45, 46, 47]. Badania wykazaly, ze DS-zalezne SLRP hamuja
tworzenie wtokien kolagenowych, podczas gdy CS-zalezne dzialaja odwrotnie, promujac
fibrillogeneze [45, 47, 48, 49]. Interesujace badania dotyczace roli proteoglikanow
w formowaniu zg¢biny zostaly przeprowadzone przez Milan 1 wspotautorow [50, 51].
Badacze porownali stezenia proteoglikandw pochodzace z trzech roéznych faz
mineralizacyjnych zg¢biny tj. niezmineralizowanej prezebiny, z fazy przejSciowej
prezebina/zebina oraz ze zmineralizowanej zebiny. Dodatkowo sprawdzano wplyw
biglikanu 1 dekorinu na czasowo-przestrzenne powstawanie siatki wtokien kolagenowych
[50]. Doswiadczenie wykazato, iz proteoglikany obecne w prezgbinie, charakteryzuja si¢
wiekszg zawarto$cig DS w stosunku do CS 1 znaczaco opdzniaja proces fibrillogenezy, co
skutkowato pogrubieniem wtokien kolagenowych [50]. Rola kontrolng dekorinu
i biglikanu na proces mineralizacji zgbiny tlumaczy si¢ rowniez oddzialywanie obu
proteoglikanow z czynnikami wzrostu, szczegdlnie z TGFP. Ta $ciezka sygnalizacyjna
moduluje aktywno$¢ czynnikdw wzrostu [52], a co za tym idzie zdolnosci TGFpB do
faczenia si¢ z receptorami powierzchniowymi komorek, wplywajac tym samym na
progresj¢ cyklu komorkowego oraz ekspresje downstream genes [42].

Rola dekorinu 1 biglikanu w procesach mineralizacyjnych jest zwigzana gtownie
z zawartymi w ich strukturach tancuchami GAG, posiadajacymi zdolno$¢ wigzania wapnia
oraz interakcji z krysztalami hydroksyapatytu [33]. Uwaza si¢, ze PG, ktorych synteza
zachodzi we wczesnej fazie tworzenia macierzy prezebiny, zapobiega przedwczesnej
mineralizacji zgbiny, podczas gdy CS-zalezne SLRP reguluja tempo i natgzenie procesu
mineralizacji [33, 53]. Dodatkowo DS oraz CS r6znig si¢ w odniesieniu do zdolno$ci

wigzania wapnia, a w konsekwencji r6zne SLRP odmiennie oddziatujga z krysztatami



hydroksyapatytu, co skutkuje naprzemiennym hamowaniem badz aktywowaniem

proceséw mineralizacyjnych [33].

3.1.1.3.  Rodzina biatek SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand, N-linked
Glycoprotein)

Rodzina SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein) sktada si¢
z szesciu niekolagenowych biatek kodowanych u czltowieka na chromosomie 4ql13-21
[54]. Naleza do nich: — sialofosfoproteina zgbiny (DSPP), sialoproteina kostna (BSP), —
biatko macierzy zebinowej 1 (DMP1), — osteopontyna (OPN), — biatko fosfoglikozylowe
macierzy zewnatrzkomoérkowej (MEPE) oraz enamelina (ENAM) [55, 56, 57, 58].
Pomimo, iz struktura pierwszorzgdowa (sekwencja aminokwaséw) biatek SIBLING rézni
sig, to fakt bezposredniej kolokalizacji wszystkich gené6w w tym samym locci oraz analiza
sekwencji gendéw kodujacych poszczegoélne biatka z rodziny, sugeruja pochodzenie
SIBLING od jednego, wspdlnego genu ,przodka”, ktory w trakcie ewolucji ulegt
powieleniu, a nast¢pnie podziatowi [59, 60]. Szczegdlowa analiza sekwencji genow
kodujacych poszczegolne biatka SIBLING oraz analiza sekwencji aminokwasowej tych
biatek wykazata obecno$¢ krotkich, aczkolwiek istotnych sekwencji konserwatywnych
[60]. Analiza sekwencji genéw zgromadzonych w Human Genome Project wskazuje, ze
geny kodujace wszystkie sze$¢ biatek SIBLING sktadajg si¢ z 5 eksondw i 4 intronow,
z czego ekson 1 jest niekodujacy. Ekson 2 koduje peptyd sygnalizacyjny, zawiera kodon
startowy oraz od dwodch do trzech kodonow kodujacych biatko wilasciwe. Ztozony
z przewagi aminokwasow hydrofobowych peptyd sygnalizacyjny odpowiada za
kierowanie biatka do szorstkiego retikulum endoplazmatyczneg. Nastgpnie bialtko jest
kierowane do aparatu Golgiego, gdzie ulega modyfikacjom potranslacyjnym 1 jest
nastepczo wydzielane do przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Ekson 3 zawiera sekwencje
kodujaca wiasciwe biatko, w tym krotka sekwencja SSEE odpowiedzialng za fosforylacje
z udzialem kinazy kazeinowej II [54]. W eksonie 4 biatek SIBLING zazwyczaj zawarta
jest dluga sekwencja bogata w proling PPPP. Ekson 5 w sekwencjach kodujacych DSPP,
DMPI, ENAM oraz MEPE jest eksonem najdluzszym w przeciwienstwie do sekwencji
kodujacych BSP oraz OPN. We wszystkich jednak przypadkach ekson 5 zawiera



konserwatywng sekwencj¢ RGD wiazacg integryny oraz druga sekwencje odpowiedzialng
za fosforylacje z udzialem kinazy kazeinowej II [54]. Pomimo podobienstw w organizacji
sekwencji genow, biatka SIBLING znaczaco r6znig si¢ wlasciwosciami biochemicznymi.
Biatka DSPP, DMP1, OPN oraz BSP maja silnie kwasny charakter i przed modyfikacjami
potranslacyjnymi ich punkt izoelektryczny wynosi okoto 3,4 — 4,3 [54]. DSPP, DMP1 oraz
OPN zawieraja duzg ilo$¢ reszt Asp oraz Glu, natomiast kwasny charakter BSP wynika
z duzej zawarto$ci jedynie reszt Glu. W przeciwienstwie do poprzednich biatek, MEPE
wykazuje charakter silnie zasadowy (pI=9,2), a ENAM neutralny [54].

Badania immunohistochemiczne oraz Western Blot wykazaty rézny poziom
biosyntezy biatek SIBLING w tkankach zmineralizowanych: ko$ci, zgbinie oraz cemencie
korzeniowym [56], a takze w tkankach migkkich [61]. Dodatkowo wykryto, iz kazdy
SIBLING posiada ,,wlasnego” partnera ws$réd metaloproteinaz odpowiedzialnych za
rozklad biatka [62, 63, 64]. Profil ekspresji genéw kodujacych biatka SIBLINGS, oraz
wlasciwosci biochemiczne SIBLINGs potwierdzone intensywnymi badaniami zar6wno
in vitro [63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70] jak i in vivo [60] wykazaty, ze SIBLING pelnig
istotne funkcje w procesie mineralizacji zewnatrzkomorkowej macierzy kosci oraz zgbiny,
w tym w ukierunkowanym wzros$cie krysztatow hydroksyapatytow zebiny we wszystkich
trzech osiach [70]. Jednak profil ekspresji poszczegélnych cztonkéw rodziny SIBLING
r6zni si¢ znaczaco w kosci i zgbinie [56], dlatego dla potrzeb niniejszej rozprawy
omoéwione zostang jedynie biatka DSPP i DMP1 posiadajace najwigkszy poziom
podobienstwa biochemicznego [57, 71, 72], w tym rodzaje modyfikacji potranslacyjnych
[72] oraz funkcjonalnego czyli pelnigce najbardziej istotng role w mineralizacji z¢biny [73,

74,175, 76, 77].

3.1.1.4.  Sialofosfoproteina zebiny DSPP (Dentin SialoPhosphoProtein)

Bialko niekolagenowe, ktére najobficiej wystepuje w organicznej macierz zebiny to
sialofosfoproteina zgbiny (DSPP) [55, 78, 79]. U ludzi biatko DSPP sktada si¢ z 1301
aminokwasow, a jego punkt izoelektryczny ocenia si¢ na pl=3,4 [63, 64,]. Biatko DSPP
jest uznane za jedyny specyficzny marker dla ze¢biny, gdyz ulega syntezie w zg¢binie na

okoto 400 krotnie wyzszym poziomie w porOwnaniu z innymi tkankami [56, 79].



Analiza transkryptu kodujacego biatko DSPP pozwala skalkulowa¢ mas¢ czasteczkowa
biatka DSPP na 125 kDa [80]. W trakcie modyfikacji potranslacyjnych DSPP ulega
intensywnej fosforylacji, O-glikozylacji i N-glikozylacji oraz podzialowi na dwa biatka
potomne sialoproteing zgbiny (DSP) oraz fosfoproteing zgbiny (DPP), co prawdopodobnie
wigze si¢ z bezposrednig aktywacja obydwu biatek potomnych do podjecia funkcji
promineralizacyjnych [62, 81, 82, 83]. Sekwencja 370 aminokwasowego biatka DSP
pochodzi z N-koncowej, a sekwencja 489 aminokwasowego DPP z C-koncowej czgsci
propeptydu  DSPP [83, 84]. Dodatkowo, Qin i wsp. wykazali obecno$¢ formy
proteoglikanu DSP nazywajac to biatko DSP-PG [83, 85]. W zmineralizowane] zg¢binie
stosunek ilosciowy DPP do DSP wynosi 10:1, co $wiadczy o szybszej degradacji biatka
DSP w przestrzeni zewnatrzkomorkowej, a tym samym sugeruje odmiennos¢ funkcji DPP
oraz DSP [86]. DSP oraz DPP znaczaco réznig si¢ réwniez wlasciwosciami
biochemicznymi [13, 86].

Hydrofilne biatko DPP jest po kolagenie typu I najobficiej wystgpujacym biatkiem
w organicznej macierzy zg¢biny i stanowi okoto 50% wszystkich biatek niekolagenowych
[58]. DPP zawiera duza ilo$¢ reszt kwasu asparaginowego (Asp) oraz seryny (Ser),
z przewagg seryny ufosforylowanej (Pse) [87, 88, 89]. Reszty Asp oraz Pse s3 obecne
glownie w powtarzajacych si¢ sekwencjach (Asp-Pse-Pse)n oraz (Asp-Pse)n
w C-koncowym odcinku DPP [90, 91]. Tak duza zawarto§¢ Asp i Pse powoduje, iz
czasteczka DPP jest najbardziej kwasnym bialkiem w organizmie cztowieka jakie dotad
poznano, a jego punkt izoelektryczny wynosi okoto 1,1 [92]. DPP obecne w macierzy
zgbiny jest zwigzane z jej faza mineralng. Weinstock i1 Leblond lokalizujac DPP u
szczurow przy uzyciu [°P] fosforanu i [’H] seryny wykazali, ze w odréznieniu od
kolagenu, DPP byto wydzielane z odontoblasta bezposrednio na froncie mineralizacji, co
mialo sugerowa¢, ze DPP wydzielane jest bezposrednio do miejsca podjecia funkcji
promineralizacyjnych [93]. Do podobnych wnioskéw doszli Huang i1 wsp., ktorzy
w swoich badaniach wykazali, iz biatka DSP oraz DPP sa zlokalizowane w réznych fazach
kompleksu prezebina/zebina [57]. Bialko DSP znajduje si¢ gldwnie w prezgbinie,
natomiast biatko DPP w zmineralizowanej zebinie [73, 94]. Wysoki poziom Asp oraz Pse
powoduje, iz DPP jest biatkiem polianionowym [95, 96] i1 posiada wysokie powinowactwo
do jondéw wapnia. To w konsekwencji sprawia, iz DPP reguluje zaréwno szybko$¢

nukleacji krysztatéw hydroksyapatytow (HA) [97, 98, 99, 100], jak i steruje pozniejszym



dojrzewaniem ze¢biny [101, 102]. Procesowi nukleacji sprzyja ponadto struktura
przestrzenna DPP. W przestrzeni zewnatrzkomoérkowej biatko DPP ksztalttem przypomina
wstege, gdzie wiasciwy peptyd tworzy rdzeh, na zewnatrz ktorego skierowane sa
réwnolegle dwa rzedy reszt fosforanowych [90]. Pomimo licznych danych wskazujacych
na silnie promineralizujacy charakter biatka DPP, intensywne badania in vitro wykazaly, iz
DPP stymuluje mineralizacj¢ jedynie w niskich st¢zeniach, natomiast wysokie stezenie
biatka wptywa hamujaco na proces mineralizacji zgbiny [12]. Zalezno$¢ aktywno$ci biatka
DPP od stgzenia ma prawdopodobnie ,.kontrolowa¢” natgzenie procesu mineralizacji
zgbiny 1 zapobiega¢ nadmiernemu stwardnieniu tkanki [12]. Podobng role regulacyjang
odgrywaja interakcje DPP z witoknami kolagenu. Badania in vitro, prowadzone przez
Milan i wsp. wykazaly, ze DPP stymuluje proces mineralizacji jedynie bedac bezposrednio
zwigzane z wldknami kolagenu, podczas gdy brak interakcji z kolagenem sprawia, ze DPP
hamuje proces mineralizacji z¢biny w stopniu proporcjonalnym do stezenia DPP in situ
[103]. Badania przeprowadzone przy uzyciu mikroskopu sit atomowych udowodnity, iz
DPP wiazac si¢ z powierzchnig krysztatow szkliwa, tworzy charakterystyczng matryce
taczaca [104], podczas gdy jednoczesnie DPP laczy si¢ z wldknami kolagenu typu
I wybiorczo w pasmie "e" widkna [101, 105]. Pasmo ,,e” zlokalizowane jest w poblizu gap
zone 1 stanowi specyficzne miejsce wigzania proteoglikanow [106], jak réwniez miejsce
odktadania sktadnikéw mineralu [106, 107]. Wigzanie biatkka DPP z powierzchnig
kolagenu nastepuje z wykorzystaniem hydrofobowych domen w sekwencji DPP
pelniacych kluczowa role w wigzaniu hydrofobowych domen wewngtrznej struktury
kolagenu [107, 108], a powstata w ten sposob struktura przestrzenna poprawia zdolno$¢
przytaczania jonoéw wapnia przez grupy fosforowe [95, 101].

Drugim produktem rozpadu natywnego biatka DSPP jest sialoproteina z¢biny (DSP).
Biatko to stanowi okoto 5 — 8% niekolagenowych biatek zgbiny [109]. Istotne roznice
sktadu aminokwasowego pomiedzy N-koncowym i C-koncowym DSPP sugeruja, ze DPP
oraz DSP pomimo wspdlnego pochodzenia moga spelnia¢ rézne funkcje w procesie
biomineralizacji [12].

DSP posiada ogolne cechy podobne do innych sialoprotein syntetyzowanych
w ko$ciach: OPN, BSP czy DMP-1, jednakze poziom ich podobienstwa jest niski [57].
DSP jest biatkiem posiadajacym niewiele reszt fosforanowych [13]. Zawiera 29,6% reszt

weglowodanowych, 9% kwasu sialowego, a takze glutaming, asparaging, seryn¢ oraz



glicyne [109, 110]. Masa czasteczkowa DSP okreslona na podstawie ultrawirowania,
wynosi 52,570 Da [111], jednak szczegotowa analiza wykazala, ze biatko DSP wykazuje
wysoka réznorodno$¢ pod wzgledem masy czasteczkowej, co skutkuje wystepowaniem
DSP w postaci cigzkiej (HMW-DSP), $redniej (MMW-DSP) oraz lekkiej (LMW-DSP)
[83]. Badania immunohistochemiczne wskazaty, iz DSP wystgpuje w odontoblastach,
prezebinie i zebinie [58, 112, 113, 114] oraz tymczasowo w preameloblastach [94, 115].
Jednoczesnie potwierdzono, iz DSP wystepuje bardziej obficie w prezgbinie niz w zebinie
zmineralizowanej [58, 113, 114], w ktorej sasiaduje jedynie z wypustka odontoblastyczna
Tomesa, zlokalizowana w kanalikach zebinowych [58, 116]. Taka lokalizacja biatka
sugeruje, ze DSP bierze czynny udziat w procesie mineralizacji [58, 112, 116]. Jednak
badania in vivo, przeprowadzone przez Suzuki i wsp., wykazatly, ze DSP uczestniczy
jedynie we wczesnych etapach dentinogenezy, bedac czynnikiem inicjujacym proces
mineralizacji z¢gbiny, natomiast nie uczestniczy w jej dojrzewaniu [12]. Dodatkowo, fakt
przejsciowej obecnosci DSP w preameloblastach $wiadczy o mozliwej roli modulacyjnej
DSP w procesie amelogenezy oraz udziale DSP w wytwarzaniu potaczenia szkliwno-
zgbinowego 1 tworzeniu przylegtego szkliwa apryzmatycznego [58, 112, 116]. Obecno$¢
DSP w znaczaco nizszych stezeniach odnotowano takze w cemencie korzeniowym, kosci
wyrostka zebodotoweg, kosciach dtugich [72] oraz tkankach migkkich [117].

Przez wzglad na szybka modyfikacj¢ biatka natywnego DSPP, nastgpujaca tuz po
translacji, biatka potomne DSP 1 DPP zostaty odkryte wczesniej anizeli bialko macierzyste
DSPP [11]. Do czasu odkrycia wspolnego transkryptu DSPP, przypuszczano, ze sekwencja
taczaca DSP z DPP jest sekwencja zdegradowang. Jednak analiza przeprowadzona na
$winiach przez Yamakoshi i wsp. udowodnila, iz region ten stanowi stabilne biatko
macierzy zgbinowej nazwane pozniej glikoproteing zebiny (DSP-PG) [81, 112]. Cecha
charakterystyczng DSP-PG jest jego unikalna sekwencja aminokwasowa, niepokrywajaca
si¢ z zadng poznang dotychczas sekwencja aminokwasowa [81, 112,]. Sekwencja DSP-PG
u $wini wykazuje komplementarno$¢ z sekwencja pochodzaca od cztowieka w 81% [81,
112]. Badania, przeprowadzone przez Zhu i1 wsp. wykazaly, ze fragment DSP-PG
prawdopodobnie wplywa na regulacj¢ inicjacji mineralizacji, ale nie bierze bezposredniego

udzialu w samym procesie dojrzewania zebiny [85].



3.1.1.5.  Biatko macierzy zebinowej 1 DMP 1, (Dentin Matrix Protein 1)

DMP1 jest syntetyzowane przez dojrzate, aktywne sekrecyjnie odontoblasty i ze
wzgledu na zawarto$¢ 72 reszt Asp oraz 62 reszt Glu ma hydrofilny, silnie kwasny
charakter. Po raz pierwszy DMP1 zostato odkryte w wyniku klonowania biblioteki cDNA
u myszy [118]. Mysie DMP1 zbudowane jest z 473 aminokwasow i zawiera 107 reszt
seryny, z czego ponad polowa ulega fosforylacji w trakcie modyfikacji potranslacyjnych
[71]. Taka budowa biochemiczna DMP1 wskazuje na istotng rolg tego biatka w procesie
nukleacji krysztalbw HA oraz nastgpczej mineralizacji zebiny [119]. Potwierdzaja to
badania in vitro na komoérkach MC3T3 wykazujacych wysoka ekspresje DMP1, w ktérych
stwierdzono znaczace przyspieszenie tworzenia jader nukleacji krysztalu HA
w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi [120]. Dodatkowo rolg¢ promineralizacyjng
DMP1 potwierdza fakt obecnosci w sekwencji DMP1 pojedynczej sekwencji (Asn-X-Ser)
dla N-glikozylacji oraz kilku potrdjnych sekwencji Ser-X-Glu stanowigcych potencjalne
miejsca O-glikozylacji [118]. Natomiast w okolicy C-koficowego biatka DMP1 znajduje
sie¢ sekwencja RGD odpowiedzialna za potaczenie biatko-komoérka [118]. Uwaza sie, ze
modyfikacja, ktora inicjuje aktywno$¢ biatka DMP1 jest potranslacyjny podzial natywnego
biatka DMP1 na fragmenty 37 kDa oraz 57 kDa; odpowiednio N-koncowe i C-koncowe, o
krancowo réznych witasciwosciach biochemicznych [71]. Jak dotad, nie poznano enzymu
odpowiedzialnego za podzial natywnego biatkka DMPI1 i wcigz trwaja spekulacje czy
proces ten zachodzi wewnatrzkomorkowo, czy zewnatrzkomérkowo. Ponadto,
w prezebinie wykazano obecno$¢ fragmentu N-koncowego w formie proteoglikanu
nazwanego odpowiednio DMP1-PG [121, 122, 123]. Badania in vitro wykazaly rozny
stopiefn zaangazowania poszczegolnych pochodnych biatka DMP1 tj. 37 kDa — dla DMP1,
57 kDa — dla DMP1 oraz DMP-PG w proces mineralizacji z¢biny [71]. Potwierdzono, Ze
jedynie fragment 57 kDa zawiera przewazajacg ilo$¢ reszt Asp, Glu oraz Ser co sprawia, ze
fragment 57 kDa bierze czyny udzial w nukleacji krysztalow HA oraz nastepczej
mineralizcji zebiny [71]. Potwierdzaja to badania immunohistochemiczne wykazujace
lokalizacje fragmentu 57 kDa jedynie w cz¢$ci zmineralizowanej zebiny [71] oraz szeroko
prowadzone badania in vitro nad powstawaniem krysztatu apatytu w obecnosci fragmentu
57 kDa [98]. Na chwilg obecng funkcja fragmentu 37 kDa oraz DMP1-PG nie zostata do

kofica poznana. Jednak, fakt obecnosci obu fragmentow jedynie w prezgbinie nasuwa



przypuszczenie, ze DMP-PG moze spowalnia¢ proces mineralizacji, przez co tworzy
swoisty balans dla fragmentu 57 kDa zapobiegajac zbyt szybkiej, niekontrolowanej
mineralizacji zebiny [71]. Dodatkowo uwaza si¢, ze jedynie DMP-PG pelni funkcje
mineralizacyjne w zg¢binie, natomiast fragment 37 kDa jest produktem degradacji biatka
DMP1 [71, 121]. Biatko DMP-1 wystepuje w odontoblastach, kanalikach z¢gbinowych oraz
przejsSciowo w ameloblastach [73]. Badania wykazaly, iz najwigkszy poziom DMPI
wystepuje w spolaryzowanych odontoblastach podczas pierwszych etapéw syntezy
zmineralizowanej macierzy zgbiny [66, 73, 123]. W pdzniejszych fazach, po osiggnieciu
przez odontoblast pelnego zrdznicowania komorkowego, poziom biosyntezy DMPI
znaczaco maleje, co stanowi kolejne potwierdzenie, ze DMP1 bierze gltéwnie udziat
w nukleacji krysztatéw hydroksyapatytu oraz reguluje ich wzrost [71].

Fakt istotnosci biatka DMP1 dla mineralizacji ko$ci i zgbiny zostal ostatecznie
potwierdzony przez badania prowadzone na myszach transgenicznych [69]. Omawiane
badania wykazaty, powstawanie od 3 dnia Zycia osobniczego zaburzen w mineralizacji
kosci 1 zgbiny u myszy knock-out nie wykazujacych ekspresji fragmentu 57 kDa DMP1.
Wraz z postgpem czasu, zwierz¢ta knock-out prezentowaly fenotyp specyficzny dla
krzywicy [69]. W rozwoju zebow dochodzito do hipomineralizacji zebiny towarzyszacej
zmniejszonemu jej odkladaniu na korzy$¢ warstwy prezebiny wraz z nastgpczym
poszerzeniem komodr zebow 1 kanatéw korzeniowych [69]. Niezwykle ciekawym wydaje
si¢ rowniez fakt stwierdzenia czasowe] obecno$ci fragmentu 57 kDa biatka DMP-1
w jadrze komoérkowym komoérek MC3T3 [71, 122]. Autorzy powyzszych doniesien
sugeruja, iz fragment 57 kDa biatka DMP1 moze dodatkowo pethi¢ funkcje czynnika
transkrypcyjnego 1 po uprzedniej fosforylacji [122] regulowaé ekspresje genu DSPP [71,
122].



3.2. Gen kodujacy bialko DSPP

Gen kodujacy biatko DSPP jako pojedynczy transkrypt odkryto po raz pierwszy u
myszy w 1997 roku [11], a u czlowieka trzy lata p6zniej [80]. Wczesniej uwazano
bowiem, ze sekwencje kodujace biatka dsp oraz dpp sa niezalezne i stanowia dwa
oddzielnie kodowane transkrypty [80, 91]. U czlowieka gen DSPP zlokalizowany jest na
dlugim ramieniu chromosomu 4q22.1 i zbudowany jest z 8331 par zasad, konczac sie¢
nietypowa sekwencja polyA: ATTAAA, w odrdznieniu od typowej sekwencji ATAAAA
znajdujacej si¢ 177 par zasad blizej konca 5° [80]. DSPP sktada si¢ z 5 eksondéw i1 4
introndw. Analiza metoda Northern Blot, mRNA pozyskanego z korzenia ludzkiego zeba,
wykazata obecno$¢ transkryptu wielko$ci okoto 4,6 kb oraz brak transkryptéw wielkosci
1,5 kb 1 2,5 kb wykrytych uprzednio w sekwencji kodujacej dspp u myszy [84] 1 szczura
[91]. Obecnos¢ oddzielnych transkryptow mogtaby $wiadczy¢ o alternatywnym skladaniu
transkryptow réwniez u cztowieka, jednak jak dotad ani badania zwierzat knock-out dspp
[124, 125], ani analiza ludzkiego i1 mysiego genomu nie wskazuja na obecnos¢
alternatywnych transkryptow kodujacych sekwencj¢ biatka DSPP. Jedyny znany transkrypt
kodujacy DSPP (NM-014208) u czlowieka zawiera 4331 par zasad. Organizacja genu
DSPP jest zblizona u czlowieka, myszy i szczura [11, 80, 84] i jest podobna do
pozostalych genéw kodujacych biatka SIBLING. Pierwszy ekson liczacy 92 pary zasad
jest eksonem niekodujacym. Ekson 2 taczacy nukleotydy 93 — 171, poza sekwencja
kodujaca peptyd sygnalizacyjny (nt. 121 — 165), koduje roéwniez trzy pierwsze
aminokwasy biatka DSP [54]. Pozostata sekwencja kodujaca biatko DSPP znajduje si¢ w
eksonie 3 (nt.166 — 255), eksonie 4 (nt. 256 — 1242) oraz w eksonie 5 (nt. 1243 — 4331).
Catkowita sekwencja kodujaca bialko potomne DSP zawarta jest w nukleotydach 166 —
1506. Sekwencja nukleotydow od 1507 — 4023 koduje biatko DPP [54], a w jej obszarze 3’
znajduje si¢ 9-nukleotydowa sekwencja obecna w okoto 200 powtodrzeniach. Pozostale
nukleotydy tworza 3 UTR.

Szczegodtowa analiza mysiego genu dspp dokonana przez Fenga 1 wsp. [126] wykazala
obecnos$¢ kilku sekwencji wzmacniajacych 1 wyciszajacych w sekwencji —1447 par zasad
powyzej ramki odczytu konca 5° dspp. Sekwencje wzmacniajace zlokalizowano pomig¢dzy
—1447, a —791 parg zasad, natomiast najsilniejsza sekwencja promotorowa znajduje si¢
w rejonie —95 pz [126]. Dodatkowo w rejonie — 97 1 —74 odnotowano obecnos¢ sekwencji
regulatorowej CCAAT przylaczajacej czynniki transkrypcyjne aktywujace ekspresje dspp



[127]. Obok standardowych skladowych kompleksu transkrypcyjnego, aktywnosé
promotora genu dspp jest regulowana przez szereg czynnikow transkrypcyjnych,
stanowigcych  skladowe $ciezek  sygnalizacyjnych, aktywnych w  procesach
biomineralizacji. Jednym z najbardziej istotnych jest czynnik transkrypcyjny Runx2
odpowiedzialny za aktywacje transkrypcji genoéw, kodujacych biatka bezposrednio
zaangazowane w dojrzewanie osteoblastow [127, 128]. Stwierdzono, ze Runx2 wzmaga
ekspresje dspp we wczesnym okresie dojrzewania odontoblasta, natomiast hamuje
ekspresje dspp w odontoblascie dojrzalym [127]. Najnowszym odkryciem regulacji
ekspresji genu dspp jest ustalenie, ze promotor dspp podlega silnej aktywacji pod
wptywem czynnika transkrypcyjnego tprsl, ktérego mutacje sa odpowiedzialne za
powstanie zespotu wlosowo-nosowo-palcowego [129]. Kolejnym, niezwykle ciekawym
jest fakt regulacji transkrypcji dspp przez inne biatko nalezace do rodziny SIBLING —
fragment 57 kDa dmpl [69]. Stwierdzono, ze fragment 57 kDa dmpl posiada jadrowa
sekwencje sygnalowa oraz sekwencj¢ specyficzng dla wigzania z promotorem dspp. We
wczesnej fazie rozwoju odontoblasta fragment 57 kDa dmp1 taczy si¢ z promotorem dspp
na odcinku —450 1 +80, aktywujac tym samym ekspresje dspp [69].

Szczegotowa analiza regulacji transkrypcji genu DSPP jest niezwykle wazna
z powodu bezposredniego powigzania wrodzonych zaburzen rozwoju zgbiny o fenotypie
dentinogenesis imperfecta typu II/III (GDI/DD) (OMIM 125490) oraz dysplazji zgbiny
z mutacjami zlokalizowanymi wylacznie w genie DSPP. Analiza molekularna genomu
probantéw z cechami dentinogenesis imperfecta typu II/11l ostatecznie wykluczyta proby
wigzania fenotypu GDI/DD z mutacjami w sekwencji innych genéw kodujacych biatka
SIBLING, w tym, w genie DMPI [130]. DGI typu II/IIl oraz dysplazja zgbiny (OMIM
125490) jest izolowana, wrodzong wada rozwojowa polegajaca na nieprawidtowym
rozwoju zgbiny zardwno w zgbach mlecznych, jak 1 stalych, ktéra ujawnia si¢
z czestotliwoscig 1:8000 zywych urodzen [131]. W typie II DGI dochodzi do zaburzenia
procesu mineralizacji zgbiny, co objawia si¢ opalizujaco-zottym, biekitnym, a niekiedy,
nawet bursztynowym jej zabarwieniem. W konsekwencji zaburzen w budowie zgbiny,
a tym samym zmniejszeniu jej wlasciwosci amortyzacyjnych, dochodzi do odpryskiwania
pryzmatow szkliwa, co z kolei skutkuje szybkim $cieraniem zg¢bow. Charakterystyczng
cechg DGI typu II jest rowniez obliteracja komory zgba 1 kanaléw korzeniowych oraz

skrocenie i zwezenie korzeni zgbow [132]. Dwie gltéwne cechy (odstanianie si¢ komor



miazgi z¢ba oraz zgby typu muszelkowego) uznawane do niedawna jako odrozniajace DGI
typu II od DGI typu III, obecnie uznaje si¢ za objawy DGI II/III wystgpujace
sekwencyjnie, gdyz komory miazgi zebéw w niektorych przypadkach DGI typu II, moga
by¢ poczatkowo nadmiernie szerokie i ulec obliteracji w pozniejszym czasie [133, 134,
135]. Podobny obraz kliniczny dotyczacy glownie uzebienia mlecznego obserwuje si¢
w dysplazji zebiny [136, 137]. Szczatkowe korzenie zgbow mlecznych w obrazie rtg sa
wyraznie skrocone i wykazuja nieprawidtowa morfologie, z towarzyszaca zwigkszong
przejrzystoscig. Komora miazgi zgba jest czgsciowo lub catkowicie zamknigta, a kanaty
korzeniowe zwykle zobliterowane [132]. W dysplazji z¢biny kolor i morfologia uzgbienia
statego jest zazwyczaj prawidlowa, a w nielicznych przypadkach z¢gby moga by¢ matowe,
niebieskawe lub brazowawe. Dysplazji zebiny towarzyszy rowniez zwigkszone

prawdopodobienstwo wystepowania zgbiniakow w uzgbieniu statym [136].

3.2.1. Zmiany w sekwencji genu DSPP

Do dnia dzisiejszego opisano okoto 40 mutacji w genie DSPP [60, 138]. Niektore
znich stanowig grupe tzw. mutacji utajonych, bez widocznych objawdéw klinicznych.
Mutacje w genie DSPP zlokalizowane sa w sekwencjach kodujacych peptyd
sygnalizacyjny, biatko DSP oraz biatko DPP. Mutacje w sekwencjach kodujacych peptyd
sygnalizacyjny oraz biatko DSP zazwyczaj maja charakter transwersji i/lub tranzycji,
podczas gdy mutacje w genie kodujacym biatko DPP to najczesciej delecje i/lub insercje
z przesunigciem ramki odczytu [138, 139]. Jednocze$nie badania epidemiologiczne
wykazuja obecnos¢ w sekwencji genu DSPP licznych mutacji utajonych, co $wiadczy o
wysokim stopniu polimorfizmu tego genu [60, 138, 139].

Generalnie, za polimorfizm genu uwaza si¢ wystgpowanie réznic w jego sekwencji
objawiajacych si¢ w badanej populacji z czgstotliwoscia wigkszg niz 1%. Istotng rdznica
migdzy polimorfizmem, a mutacjg jest fakt zamiany nukleotydu w kodonie, ktora ze
wzgledu na degeneracje kodu genetycznego nie skutkuje zamiang kodowanego
aminokwasu, a tym samym nie powstaje fenotyp przynalezny jednostce chorobowej
przypisanej danej mutacji. Gen DSPP, kodujacy biatko DSPP jest oceniany jako wysoce
polimorficzny [132, 139]. W literaturze opisuje si¢ liczne delecje (nawet do 225



nukleotyddéw) [139], bez przesunigcia ramki odczytu, w rejonie repetytywnej sekwencji
Ser-Ser-Asp na koncu 3’ biatka DPP, ktorym towarzyszy calkowity brak jakichkolwiek
cech klinicznych dentinogenesis imperfecta typu II/III [60, 138]. Odmiennym typem
polimorfizmu jest polimorfizm SNP (ang. Single Nucleotide Polimorphism). SNP
pojawiaja si¢ zarowno w sekwencjach kodujacych, jak i1 niekodujacych genéw lub
w regionach mi¢dzygenowych. Zaleznie od lokalizacji wystgpowania SNP dzieli si¢ go na
synonimiczny lub niesynonimiczny [60]. Polimorfizm synonimiczny to polimorfizm kiedy
r6zne allele koduja ten sam aminokwas, natomiast polimorfizm niesynonimiczny, to taki,
w ktorym rdézne allele koduja rozne aminokwasy [60].

Zmiany w sekwencji ludzkiego DNA moga skutkowa¢ powstawaniem wad
rozwojowych, jak rowniez zaburzeh metabolicznych prowadzacych do nieprawidlowos$ci
w budowie, badZ funkcjonowaniu danego organu lub zmiany w odpowiedzi organizmu na
patogeny, substancje chemiczne, leki [137]. Jednocze$nie szczegoétowe badania kodu
genetycznego wykazuja, iz pewne zmiany w sekwencjach aminokwasowych biatek
prowadza do powstania powaznych, niejednokrotnie letalnych wad rozwojowych [138],
podczas gdy inne pozostaja swoiscie ,,obojetne” w trakcie zycia osobniczego [137].
Dlatego niezwykle istotne wydaje si¢ stworzenie tzw. markeréw genetycznych na
podstawie porownania sekwencji DNA o0s6b chorych versus populacji bez widocznego
fenotypu. Dotychczas liczne przypadki polimorfizmu typu SNP genu DSPP zostaly
opisane w literaturze [130, 132, 139]. Dotyczyly one exondéw 3, 4 oraz najliczniej exonu 5.
Jednak zgromadzone informacje dotycza gléwnie populacji Mongoidalnej oraz
heterogennej populacji Amerykanskiej [60, 76, 130], natomiast brakuje spdjnych
informacji dotyczacych polimorfizmu genu DSPP w homogennej populacji rasy
Kaukaskiej. Jak dotad nie prowadzono réwniez zadnych badan majacych na celu analiz¢

sekwencji genu DSPP w homogennej populacji polskie;j.



4. CEL PODJETYCH BADAN

Celem pracy jest zbadanie polimorfizmu genu DSPP kodujacego biatko
sialofosforowe zebiny w populacji 0s6b nie prezentujacych fenotypu dentinogenesis
imperfecta typu Il i/lub III oraz dysplazji z¢biny, a w szczego6lnosci:

1. Zbadanie polimorfizmu genu DSPP w zakresie sekwencji kodujacej biatko DSP
oraz DPP

2. Okreslenie polimorfizmu jakosciowego typu SNP oraz ilosciowego w postaci
insercji 1 delecji w sekwencjach kodujacych biatka DSP oraz DPP,

3. Zweryfikowanie czy w badanej populacji istnieja mutacje w genie DSPP
nieskutkujace powstaniem fenotypu dentinogenesis imperfecta typu 11/111 lub
dysplazji z¢biny,

4. Okreslenie czgstotliwo$ci wystegpowania mutacji w genie DSPP uznanych za
rzadka, ,,niepatogenng” odmiang genetyczng specyficzng dla danej populacji

okreslang jako tzw. polimorfizm lokalny



S. MATERIALY I METODY

5.1 Probki biologiczne

Badaniem objetych zostato 30 niespokrewnionych probantow obojga ptci w wieku od
20 do 57 lat. Pobranie materialu poprzedzato badanie kliniczne kazdego probanta, majace
na celu wykluczenie obecnos$ci cech klinicznych dentinogenesis imperfecta typu Il i/lub 111
oraz dysplazji zgbiny. Materiat do§wiadczalny stanowito DNA wyizolowane z komorek
nabtonka jamy ustnej w postaci wymazow pobieranych na jalowe wymazowki. Badanie to
jest catkowicie nieinwazyjne i1 kazdorazowo zostato poprzedzone uzyskaniem pisemnej
zgody probanta.

Na badania uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego nr NKBBN/464/2012

5.1.1 Izolacja DNA

DNA z wymazéw zostato poddane izolacji standardowa metoda organiczng wedtug
Sambrook 1 wsp., [140]. Materiat biologiczny umieszczano w 2 mL zakrecanej probowce
do ktorej dodawano: 313 uL buforu ekstrakcyjnego TE (200 mL wody dejonizowanej,
0,24 g Tris, 40 uL 0,5 M EDTA), o pH 8,0 (pH ustalano z uzyciem 1 N HCI), 12 uL 20%
SDS 15 uL proteinazy K (10 mg/uL). Izolaty porcjowano po 100 uL i zamrazano w temp.
-20°C. Kolejno probki inkubowano w tazni wodnej o temperaturze 56°C przez 12 godzin,
a nastgpnie silnie wstrzasano przez 10 sekund i wirowano przez 12 minut przy 13000 rpm
w temperaturze pokojowej. Po odwirowaniu, 300 uL supernatantu przenoszono do nowych
proboéwek i dodawano réwnag objetos¢ mieszaniny fenol/chloroform. Prébki ponownie
wstrzgsano przez 10 sekund i wirowano przez 12 minut przy 13000 rpm w temperaturze
pokojowe;j.

DNA precypitowano przez dodanie do fazy wodnej 1/10 objetosci 3M octanu sodu
(pH 5,2) 1 3 objetosci lodowatego alkoholu absolutnego. DNA wytragcano przez noc

w temperaturze -20°C. Nastepnie probki wirowano przy 13000 rpm przez 12 minut.



Sprecypitowany DNA suszono przez okoto 2 godziny w temperaturze pokojowej.

Ostatecznie DNA zawieszano w 20 uL Tris o pH 8,5.

5.1.2 Pomiar st¢zenia DNA

Pomiar stezenia DNA dokonywano przy uzyciu metody fluorymetrycznej
z wykorzystaniem aparatu Fluoroskan Ascent FL (Labsystems) oraz barwnika PicoGreen
wigzacego si¢ do dwuniciowej formy DNA. Po zwigzaniu z fragmentem DNA barwnik
wzbudzano $§wiatlem o dlugosci fali 485 nm i1 mierzono emisj¢ §wiatla o dtugosci fali
538 nm. Natezenie wyemitowanego $wiatta, ktora jest proporcjonalna do ilosci barwnika
zwigzanego z DNA szacowano stezenie DNA w roztworze wzgledem krzywej
standardowej, utworzonej na podstawie pomiaroéw: proby $lepej stanowigcej 50 uL buforu
TE pH 7,5 oraz trzech punktow pomiarowych o stezeniu standardu DNA odpowiednio:
2ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL. Prébki badane przygotowano do pomiaru poprzez dodanie
do dwoch kolejnych studzienek po 1 uL mierzonego DNA oraz 49 uL buforu TE pH 7,5,
a nastgpnie 50 uL barwnika PicoGreen. Do pomiaru ilo§ci DNA metoda fluorymetryczna
uzyto zestaw firmy Molecular Probes (USA). Wynik ostateczny wyliczano jako $rednig

warto$¢ z dwodch pomiarow.

5.1.3 Amplifikacja fragmentow genu DSPP

Amplifikacj¢ badanych fragmentow genu DSPP prowadzono metoda PCR w objetosci
10 uL, w termocyklerze firmy Perkin Elemer 9700. Poszczegdlne fragmenty/eksony genu
DSPP byty amplifikowane z uzyciem par starterow wg McKnight 1 wsp. oraz Bai 1 wsp.
[60, 141] (tabela 1, 2). Ze wzgledu na dhugosc sekwencji eksonéw 4 i1 5 zostaly one
podzielone odpowiednio na 2 (ekson 4) i 4 fragmenty (ekson 5) i oznaczone zgodnie ze

zrédtowym piSmiennictwem [60, 141].



Tabela 1. Sekwencje starterow dla eksondéw 2, 3 oraz fragmentéw 4.1, 4.2, 5.1, 5.2 eksonow 41 5

genu DSPP wg McKnight i wsp. [60]

DSPP / ekson SEKWENCIJA (5' — 3")

2 (1 - 84) F: CGT ATG TCT TCT CGT GTT AGA TAC
R: TGA AGC AAA GAT GGA CAA AGT CTC
F: ATC ATA CTT TGG CCT TTG TGT TAA

3 (85-168)

R: GAT GGT TCC ACT GGC ATT TAA CTC

F: CCA AGA TTG CAATTT GCT TTC C
R: AGT CCC ATT TCT CTT GCT GTT GAT

4.1 (169 — 662)

F: GCT GGA AGC AAT AAC AGT ACA GA
R: TTG TCA TGG TTT ATT TTT GTG CTA

4.2 (663 — 1155)

F: CCC AGT TAT TCT TCC TCA GAT CAA T
R: TCA CTG CTA TCT GAT TTA CCT TTG C

5.1 (1156 — 1664)

F: CTG ATG AAT CAA AAG ATA ATG GC
R: TGT CAC TAT CGC TGC TGT TACTAT T

5.2 (1665 —2170)

Tabela 2. Sekwencje starterow dla fragmentow: 5.5 1 5.6 eksonu 5 genu DSPP wg. Bai 1 wsp.
[141].

DSPP/ ekson Sekwencja (5' — 3')

F: GCAGTGACAGCAACGAAAGCAGCAAT

R: GTTGTTACCGTTACCAGACTTGCTC

F: TGACAGCACATCTGACAGCAAT

R: TCCCCCAGTTGTTTTTGTTT

5.5 (2170 - 3809)

5.6 (3810 - 4071)

Do amplifikacji fragmentéw genu DSPP uzyto mieszaniny reakcyjnej firmy Qiagen
Multiplex PCR Master Mix (Qiagen, Niemcy) w skladzie: HotStarTaqg DNA Polymerase,
6 mM MgCl, pH 8,7, NTP mix, 0,2 uM kazdego ze starterow (IDT, USA); 1 ng
matrycowego DNA (ekson: 2, 3), 10 ng matrycowego DNA dla fragmentéw 4.1, 4.2, 5.1,
5.6 eksondw 4 1 5 oraz 50 ng matrycowego DNA fragmentow 5.2, 5.5 eksonu.




Objetos¢ mieszaniny dopetniano sterylng woda HPLC (Promega, USA) do koncowe;j
objetosci 10uL.

Mieszaning poddawano amplifikacji w warunkach opisanych w tabeli 3 (tabela 3).

Tabela 3. Warunki amplifikacji fragmentéw eksonéw genu DSPP

Badany
Denaturacja
fragment genu 30 cykli Wydluzanie koncowe
wstepna
DSPP

94°C/30 s; 58°C/1 min 30 s;
2 95°C /15 min 72°C/10 min
72°C/1 min 30 s

94°C/30 s; 58°C/1 min 30 s;
3 95°C /15 min 72°C/10 min
72°C/1 min 30 s

94°C/30 s; 58°C/1 min 30 s;
4.1 95°C /15 min 72°C/10 min
72°C/1 min 30 s

94°C/30 s; 58°C/1 min 30 s;
4.2 95°C /15 min 72°C/10 min
72°C/1 min 30 s

94°C/30 s; 58°C/1 min 30 s;
5.1 95°C /15 min 72°C/10 min
72°C/1 min 30 s

94°C/30 s; 58°C/1 min 30 s;
5.2 95°C /15 min 72°C/10 min
72°C/1 min 30 s

94°C/30 s; 58°C/1 min 30 s;
5.5 95°C /15 min 72°C/10 min
72°C/1 min 30 s

94°C/30 s; 58°C/1 min 30 s;
5.6 95°C /15 min 72°C/10 min
72°C/1 min 30 s

Otrzymane produkty amplifikacji oczyszczano z wykorzystaniem zestawu Exo Sap

firmy Affymetrix (USA) zgodnie z zaleceniem producenta.



5.1.4 Sekwencjonowanie produktow amplifikacji fragmentow eksonow 2, 3, 4.1, 4.2,

5.1,5.2,5.5, 5.6 genu DSPP

Reakcje sekwencjonowania fragmentéw eksonéw: 2, 3, 4.1, 4.2, 5.1, 5.2, 5.5, 5.6
genu DSPP przeprowadzano z zastosowaniem zestawu ABI Prism BigDye Terminator
Cykle Sequencing Ready Reaction Kit v. 1.1 (Applied Biosystems, USA), w sktad ktorego
wchodza: — terminator A znakowany dwuchloro [R6G], — terminator C znakowany
dwuchloro [ROXI], — terminator G znakowany dwuchloro [R [/10], — terminator T
znakowany dwuchloro [TAMRA], — dezoksytrojfosforany (dATP, dCTP, dGTP, dUTP) —
Stoffel — Amlitaq DNA polimerazg, — MgCl,, — Tris-HCI pH 9,0. Amplifikacje
prowadzono zgodnie z zaleceniem producenta, z uzyciem: 8 ul mieszaniny znakowanych
terminatorow, po 2 uL (3,2 pmol nieznakowanego startera odpowiednio kazdego
z badanego fragmentu) kazdego oraz 4 uL matrycowego DNA. Objetos¢ mieszaniny
dopetniano 6 ul wody HPLC firmy Promega (USA), do objetosci koncowej 20 uL.
Reakcje sekwencjonowania prowadzono w 0,2 uL probéwkach typu MicroAmp (4pplied
Biosystems) z wykorzystaniem aparatu do PCR z serii 9700 (Perkin Elmer).

Tabela 4. Warunki sekwencjonowania fragmentéw genu DSPP

Badany
fragment genu Denaturacja wstepna 25 cykli
DSPP
2 96°C/11 s 96°C/10 s; 50°C/0,05 min; 60°C/4 min.
3 96°C/11 s 96°C/10 s; 50°C/0,05 min; 60°C/4 min.
4.1 96°C/11 s 96°C/10 s; 50°C/0,05 min; 60°C/4 min.
4.2 96°C/11 s 96°C/10 s; 50°C/0,05 min; 60°C/4 min.
5.1 96°C/11 s 96°C/10 s; 50°C/0,05 min; 60°C/4 min.
5.2 96°C/11 s 96°C/10 s; 50°C/0,05 min; 60°C/4 min.
5.5 96°C/11 s 96°C/10 s; 50°C/0,05 min; 60°C/4 min.
5.6 96°C/11 s 96°C/10 s; 50°C/0,05 min; 60°C/4 min.




W analogiczny sposob przeprowadzano reakcje sekwencjonowania dla drugiej nici

DNA stosujac starter 2 odpowiednio badanego fragmentu.

5.1.5 Precypitacja produktow reakcji sekwencjonowania

Produkty reakcji sekwencjonowania (20 ul) przenoszono do proboéwki typu
Eppendorf, do ktérego dodawano 2 uL octanu sodu (Sigma, USA) i 50 pL 95% etanolu
(POCH, Polska). Po 30 minutach precypitacji w temperaturze pokojowej probki wirowano
w wirowce Centrifuge 5804 R, Eppendorf przy 14 000 rpm przez 20 minut. Za pomoca
pipety automatycznej usuwano supernatant, a produkty ptukano w 500 uL 70% etanolu
(POCH, Polska). Po wstrzasnigciu 1 zwirowaniu przy szybkosci obrotow14000 rpm przez 5
minut etanol usuwano, a produkt suszono w 90'C przez 1 minute przy uzyciu bloku

grzejnego (Multi-blok Heater firmy Lab-Line).

5.1.6 Rozdzial produktow reakcji sekwencjonowania elektroforeza kapilarna (CE)

z zastosowaniem automatycznego analizatora DNA typu ABI PRISM 310

Do wysuszonego produktu reakcji sekwencjonowania dodawano 20 pL
dejonizowanego formamidu (Applied Biosystems, USA), a nastepnie probki denaturowano
w temperaturze 95 C przez 5 minut i bezposrednio umieszczano w azni wodno-lodowej na
3 minuty. Zdenaturowane produkty poddawane byly elektrokinetycznemu pobraniu przez
30 sekund przy 2 kV. Rozdziat produktow sekwencjonowania prowadzono w niepokrytej
kapilarze (Applied Biosystems) o wymiarach 47 cm x 50 mm, wypetnionej denaturujacym
polimerem POP6 (Applied Biosystems). Droga rozdziatu wynosita 36 cm. Elektroforeze
prowadzono przy 12 kV, 9 mA, 10 mW przy statej temperaturze 50°C. Czas rozdziatu

1 detekcji jednego produktu reakcji sekwencjonowania trwal 36 minut.



Do celektroforezy stosowano bufor elektrodowy EDTA (Applied Biosystems).

Wykrywanie produktow sekwencjonowania przeprowadzano przy zastosowaniu filtru E

i programu komputerowego 310 Genetic Analyser Data Cellection v 1.0.4. Analize

uzyskanych wynikéw dokonywano stosujac program komputerowy Sequencing Analysis v.

3.0i 5.2 oraz Sequence Navigator v. 2.01v 2.5.

Procedure sekwencjonowania powtarzano 3-krotnie dla kazdej proby.

Tabela 5. Oprogramowanie stosowane do analizy produktéw sekwencjonowania genu DSPP.

STOSOWANE OPROGRAMOWANIE

OPIS OPROGRAMOWANIA

Sequencing Analysing Software v. 3.0

Program do analizy uzyskanych sekwencji
nukleotydowych stanowiacy integralne oprogramowanie
analizatora

DNA ABI PRISM 310 firmy Applied Biosystems.

Sequencing Analysing Software v. 5.2

Program do analizy uzyskanych sekwencji
nukleotydowych stanowiacy integralne oprogramowanie
analizatora

DNA Genetic Analyzer 3130 firmy Applied Biosystems

Sequence Navigator v.2.51v.2.0

Program do poréwnywania oraz analizy sekwencji DNA

firmy Applied Biosystems.




6. WYNIKI

Analiza sekwencji genu DSPP u 30 probantow z rejonu Polski, bez cech
klinicznych DGI 1II i/lub III oraz DD wykazata wystepowanie zmian polimorficznych, jak
réwniez mutacji. Te ostatnie skutkowaly powstaniem heterozygot w odniesieniu do
badanego nukleotydu. Zaobserwowano polimorfizm o charakterze SNP oraz insercje
i delecje. Zarowno polimorfizm jak i mutacje dotyczyly sekwencji genu DSPP kodujacej

biatko DSP (g.166 — 1506) jak rowniez DPP (g. 1507 — 4023).

6.1 Polimorfizm w sekwencji genu DSPP kodujacej bialko DSP

W sekwencji  kodujacej biatko DSP, zmiany typu SNP w pozycji g.930
zaobserwowano u 19 osOb. Zamiana miata charakter tranzycji TCA—TCG 1 dotyczyla
ostatniego nukleotydu w kodonie kodujagcym aminokwas seryne. U 11 oséb obserwowano
zamian¢ jednego allela (11 alleli), natomiast u 8 probantow zamiana g.930 A — G
nastapita w obu allelach (16 alleli).

U pozostatych 11 probantéw odnotowano sekwencje referencyjng a w obu allelach
(22 allele) (tabela 6, 7; rycina 1). Lacznie w badanej grupie odnotowano sekwencje
referencyjng w 55% alleli natomiast zamiana A — G nastapila w 45% alleli (tabela 2,

rycina 2).

Tabela 6. Zamiana typu SNP w sekwencji kodujacej biatko DSP.

Liczba
Zamiana Liczba homozygot
Nukleotyd homozygot
gDNA nukleotydu Heterozygoty z allelami
referencyjny z allelami
w kodonie polimorficznymi
referencyjnym
930 TCA— TCG A 11 8 11




Tabela 7. Zamiana typu SNP w sekwencji kodujacej biatko DSP w odniesieniu do liczby alleli;

allel A — sekwencja referencyjna, allel B — sekwencja polimorficzna.

Zamiana ) .
Nukleotyd Liczba | Liczba | % %

gDNA nukleotydu i ; ) Aminokwas
referencyjny  alleli A alleliB| A B

w kodonie

930 TCA - TCG A 33 27 55 45 Ser

Wallel B
allel A

gDNA

0 20 40 60

liczba alleli y

Rycina 1. Liczba alleli referencyjnych oraz alleli zmienionych w pozycji g.930 w sekwencji genu
DSPP kodujacej biatkko DSP; A — allel z sekwencja referencyjna, B — allel z sekwencja

polimorficzna.
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Rycina 2. Odsetek alleli referencyjnych oraz alleli zmienionych w pozycji g. 930 sekwencji genu
DSPP kodujacej biatko DSP; A — allel z sekwencja referencyjna, B — allel z sekwencja

polimorficzna.

W sekwencji genu DSPP kodujacej biatkko DSP nie wykryto polimorfizmu

ilosciowego (insercji i/lub delecji).

6.2 Mutacje w sekwencji genu DSPP kodujacej bialko DSP

Analiza sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DSP wykazata u 2 probantow
zamian¢ o charakterze transwersji A — T w pozycji g.235, co skutkowalo zamiang
argininy w tryptofan (tabela 8).

U kazdego z 2 probantéw mutacji ulegt jedynie 1 allel (facznie 2 allele).



Tabela 8. Mutacja w pozycji g.235 sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DSP; A — allel

referencyjny, B — allel zmutowany.

Liczba Liczba Liczba
Zamiana Nukleotyd % % Zamiana
gDNA alleli | alleli probantow
nukleotydu  referencyjny A B aminokwasu
A B z mutacja
235 | GGA — GGT A 58 2 97 3 Arg — Trp 2

Przeprowadzona analiza wykazata, iz odsetek alleli referencyjnych stanowit 97%,
a alleli zmutowanych 3%, co daje odpowiednio: 58 alleli z sekwencja referencyjng oraz 2

allele z sekwencja zmutowang (rycina 3).

<
S 235
o0 allel B
allel a
0% 20% 40% 60% 80% 100%
odsetek alleli
J

Rycina 3. Odsetek alleli referencyjnych (allel A) i alleli zmutowanych (allel B) w pozycji g.235
sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DSP.



6.3 Polimorfizm w sekwencji genu DSPP kodujacej bialko DPP

W sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP zaobserwowano zmiany
polimorficzne typu SNP, jak rowniez delecje i insercje, przy czym zmiany typu SNP

dotyczyly jedynie pirymidyn i miaty charakter tranzycji trzeciego nukleotydu w kodonie.

6.3.1 Polimorfizm typu SNP w sekwencji genu DSPP kodujacej bialko DPP

U wszystkich 30 probantéw odnotowano liczne zmiany polimorficzne

o charakterze tranzycji pomigdzy pirymidynami. Tranzycje wystegpowaty w trzecim
nukleotydzie w 47 kodonach i1 dotyczyly nukleotydow zlokalizowanych w pozycjach:
2.2004, g.3504, 2.3507, g.3513, g.3516, g.3522, g.3525, g.3531, g.3540, g.3543, g.3549,
2.3552, g.3558, g.3561, g.3567, g.3570, g.3576, 2.3579, g.3585, g.3588, 2.3594, 2.3597,
2.3603, 2.3606, g.3612, g.3615, g.3621, 2.3624, g.3630, 3639, g.3642, 2.3645, g.3648,
23651, g.3654, 2.3657, 2.3660, g.3663, 2.3669, g.3675, g.3693, g.3711, g.3720, g.3738,
2.3741, 2.3756, 2.3759 (tabele 9 — 14).

6.3.1.1 Tranzgycja C — T w sekwencji genu DSPP w kodonach kodujgcych
seryne w biatku DPP

W 19 pozycjach: g.2004, g.3504, g.3522, 2.3531, g.3540, g.3549, 2.3567, g.3585,
23612, g.3621, g.3630, 2.3639, g.3654, 2.3663, g.3675, 2.3693, g.3711, 2.3738, g.3756
wykryto tranzycje C —T skutkujacg zamiang AGC — AGT, co nie powodowato zmiany

kodowania aminokwasu, gdyz obie sekwencje koduja seryng.



Tabela 9. Zamiana typu SNP w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP w odniesieniu do

iloci alleli; allel A — sekwencja referencyjna, allel B — sekwencja polimorficzna; *brak doniesien

dotyczacych polimorfizmu w bazie Ensembl.

¢DNA Zamiana nukleotydu Nukleotyd Liczba alleli | Liczba alleli | % | % U
w kodonie referencyjny A B A | B
2004 AGC — AGT C 47 13 78 | 22 Ser
3504* AGC — AGT C 49 11 82 | 18 Ser
3522% AGC — AGT C 27 25 45 | 42 Ser
3531 AGC — AGT C 27 23 45 | 38 Ser
3540 AGC — AGT C 30 22 50 | 37 Ser
3549%* AGC — AGT C 31 21 52 | 35 Ser
3567* AGC — AGT C 35 17 58 | 28 Ser
3585% AGC — AGT C 32 22 53 | 37 Ser
3612% AGC — AGT C 44 14 73 | 23 Ser
3621%* AGC — AGT C 52 6 87 | 10 Ser
3630* AGC — AGT C 41 17 68 | 28 Ser
3639 AGC — AGT C 23 35 38 | 58 Ser
3654%* AGC — AGT C 53 5 88 | 8 Ser
3663* AGC — AGT C 57 1 95 2 Ser
3675 AGC — AGT C 41 17 68 | 28 Ser
3693* AGC — AGT C 55 3 92 | 5 Ser
3711* AGC — AGT C 55 5 92 8 Ser
3738 AGC — AGT C 58 2 97 | 3 Ser
3756* AGC — AGT C 59 1 98 | 2 Ser




U 7 probantow w pozycji g.2004 zmiang C — T wykryto w jednym allelu (7 alleli),
au 3 oséb w obu allelach (6 alleli), natomiast u pozostalych 20 osé6b w 40 allelach
odnotowano sekwencje referencyjng. Lacznie 47 alleli z sekwencja referencyjng stanowito
78% wszystkich badanych, a 13 alleli z sekwencja polimorficzna dawato odsetek 22%
(tabela 9, rycina 4, 5).

W pozycji 2.3504, u 11 probantow wykazano zamiang C — T w 1 allelu (11 alleli),
natomiast 19 oséb (38 alleli) posiadato w obu allelach sekwencje zgodna z sekwencja
referencyjng. W konsekwencji 49 alleli (82%) byto zgodnych z sekwencja referencyjna,
natomiast 11 alleli, czyli 18 % stanowilo allele z sekwencja polimorficzng (tabela 9, rycina
4,5).

W pozycji 2.3522 u 23 0s6b doszto do zmiany C — T w 1 allelu (23 allele), natomiast
1 osoba posiadata oba allele z sekwencja T. Kolejno, 2 osoby posiadaty w pozycji g.3522
sekwencje C zgodng z referencyjng w obu allelach, natomiast u 4 0s6b w pozycji g.3522
wykazano delecje (tabela 10, rycina 6). Sumujac, 45% (27 alleli) alleli bylo zgodne
z sekwencja referencyjna, a 42% (25) alleli stanowito allele z sekwencja polimorficzng
(tabela 9, rycina 4, 5).

W pozycji g.3531, u 21 oséb wykazano zamiang C — T w1 allelu (21 alleli),
natomiast u 1 osoby obydwa allele ulegly zamianie (2 allele). Dodatkowo u 5 o0sob
wykryto delecje (tabela 10, rycina 6). Pozostate 3 osoby posiadaly w obu allelach
sekwencje referencyjng C. Obliczono, ze 45% (27) alleli bylo zgodne z sekwencja
referencyjna, a 38% (23) alleli stanowity allele z sekwencja polimorficzng (tabela 9, rycina
4, 5). Kolejno, w pozycji g.3540, 22 osoby posiadaty 1 allel ze zmieniong sekwencja C —
T (tacznie 22 allele), natomiast u 4 0os6b w obu allelach wykazano sekwencj¢ referencyjna
C. U kolejnych 4 oséb wykryto delecje w pozycji g. 3540. (tabela 10, rycina 6). Allele
z sekwencja referencyjng stanowily 50% (30 alleli), natomiast 37% (22 allele) stanowito
allele z sekwencjg polimorficzng (tabela 9, rycina 4, 5).

W pozycji g£.3549 u 21 o0s6b zaszta zmiana C — T w 1 allelu (21 alleli), u 4 oséb
wykryto delecje (tabela 10, rycina 6), natomiast pozostaltych 10 alleli u 5 0so6b posiadato
sekwencje C zgodng z sekwencja referencyjng. Przeanalizowano, ze 52% (31) ocenianych
alleli miato sekwencje zgodng z allelem referencyjnym, natomiast 35% (21 alleli) to allele

z sekwencja polimorficzng (tabela 9, rycina 4, 5).



W pozycji g.3567 u 17 oséb wykazano zamiang cytozyny w tyming w 1 allelu,
natomiast pozostate 9 0sob w obu allelach posiadato sekwencje C allela referencyjnego (18
alleli). U 4 os6b wykazano delecje (tabela 10, rycina 6). 58% (35) alleli bylo zgodne
z allelem referencyjnym, natomiast 28% (17 alleli) stanowity allele zsekwencja
polimorficzng (tabela 9, rycina 4, 5).

W pozycji g. 3585 u 22 os6b wykazano zmieniong sekwencje T w 1 allelu (22 allele),
natomiast pozostate 5 osob posiadalo w obu allelach (10) sekwencje referencyjng. U 3
osob wykryto delecj¢ (tabela 10, rycina 6). Z obliczen wynika, ze 32 allele, czyli 53%
posiadato sekwencje zgodng z allelem referencyjnym, natomiast 37% (22 allele) uleglo
tranzycji (tabela 9, rycina 4, 5).

W pozycji 2.3612 u 14 0soéb zaszta zamiana C — T w 1 allelu (tacznie 14 alleli), u 1
osoby wykryto delecj¢ (tabela 10, rycina 6), a pozostate 15 0séb posiadato w obu allelach
sekwencje zgodng z sekwencja referencyjng. W konsekwencji 73% (44) alleli bylo zgodne
z allelem referencyjnym T, natomiast 23% (14) to allele zmienione C — T (tabela 9; rycina
4,5).

W pozycji 2.3621 u 1 osoby wykryto delecje (tabela 10, rycina 6), 6 oséb posiadato
zmieniong sekwencj¢ T w1 allelu (6 alleli), natomiast pozostate 23 osoby posiadaty
referencyjng sekwencje C w obu allelach. Podsumowano, ze 87% (52) alleli miato
sekwencje C, zgodna z allelem referencyjnym, natomiast 10% (6 alleli) to allele zmienione
C — T (tabela 9, rycina 4, 5).

W pozycjach g.3630 oraz 2.3639 zmiana C — T zaszla u 17 oséb w 1 allelu (17 alleli)
oraz wykryto delecj¢ obu nukleotydow u 1 osoby. Kolejno, 12 0s6b posiadato sekwencje
zgodng z referencyjng w pozycji g.3630, co $wiadczy o braku polimorfizmu w 68% (41)
alleli, a jego obecnosci w 28% (17) alleli. Z kolei w pozycji g£.3639 u 9 osdb zanotowano
sekwencje zmieniong w obu allelach (18 alleli), a pozostale 3 osoby posiadaly sekwencje C
zgodng z sekwencja referencyjna. Ostatecznie w pozycji g.3639 38% (23) alleli posiadato
sekwencje referencyjng, natomiast 58% (35) alleli to allele z sekwencja polimorficzng
(tabela 9, rycina 4, 5).

W pozycji g.3654 u 5 0séb zaszta zamiana C — T w 1 allelu (5 alleli), a pozostale 24
osoby (48 alleli) posiadaly sekwencje zgodng z referencyjna.



Dodatkowo u 1 osoby doszto do delecji (tabela 10, rycina 6). Obliczono, ze 88% (53) alleli
bylo zgodne z sekwencja referencyjng C, natomiast 8% (5 alleli) ulegto tranzycji C — T
(tabela 9, rycina 4, 5).

W pozycji 2.3663 jedynie 1 allel u 1 osoby posiadat sekwencj¢ zmieniong C — T, co
stanowi 2% ogotu przebadanych alleli, natomiast pozostate 95% (57) alleli pochodzacych
od 28 o0sob posiadalo sekwencje zgodnga z sekwencja referencyjna. U jednej osoby
odnotowano delecje nukleotydu g.3663 (tabela 9, 10, rycina 4, 5, 6).

W pozycjach g.3675, g.3693, g.3711, g.3738, g.3756 zamiana C —T w pojedynczym
allelu nastgpita odpowiednio u 17, 3, 5, 2, 1 osoby. W wymienionych pozycjach nie
zanotowano ani jednej osoby ze zmieniong sekwencja w obu allelach, dlatego odpowiednio
12, 26, 25, 28 oraz 29 oso6b miato sekwencj¢ C, zgodng z sekwencja referencyjng (tabela 9,
rycina 4). Ponadto zanotowano u 1 osoby delecje nukleotydu w pozycjach g.3675 oraz
2.3693. W pozycjach obliczenia ksztaltowaty si¢ nastepujaco: g.3675 — 68% (41) alleli
z sekwencja referencyjna, a 28% czyli 17 alleli z sekwencja polimorficzna, g.3693 — 92%
(55) alleli z sekwencja referencyjnag, a 5% czyli 3 allele z sekwencja polimorficzna, g.3711
— 92% (55) alleli z sekwencja referencyjna, a 8% (5) alleli z sekwencja polimorficzna,
23738 — 97% (58) alleli zsekwencja referencyjna, a 3% czyli 2 allele z sekwencja
polimorficzng oraz g.3756 — 98% (59) alleli z sekwencja referencyjng, a 2% czyli 1 allel

z sekwencja polimorficznag (tabela 10, rycina 6).
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Rycina 4. Liczba alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli zmienionych (allel B) w pozycjach:
2.2004, g.3504, g.3522, 2.3531, g.3540, g.3549, 2.3567, g.3585, g.3612, g.3621, g.3630, g.3639,
2.3654, 2.3663, g.3675, 2.3693, 2.3711, 2.3738, g.3756 w sekwencji genu DSPP.
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Rycina 5. Odsetek alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli zmienionych (allel B) w pozycjach:
2.2004, 2.3504, g.3522, 2.3531, g.3540, g.3549, 2.3567, g.3585, g.3612, g.3621, g.3630, g.3639,
2.3654, 2.3663, g.3675, 2.3693, g.3711, 2.3738, g.3756 w sekwencji genu DSPP.



Tabela 10. Liczba os6b z delecjg w pozycjach: g.3522, g.3531, g.3540, g.3549, g.3567, 2.3585,

2.3621, g.3630, 2.3639, g.3654, 2.3663, g.3669, g. 3675, g.3693 w sekwencji genu DSPP.

gDNA | 3522 | 3531 | 3540 | 3549 | 3567 | 3585 | 3612 | 3621 | 3630 | 3639 | 3654 | 3663 | 3675 | 3693
Liczba 4 5 4 4 4 3 1 1 1 1 1 1 1 1
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Rycina 6. Liczba 0s6b z delecjg w pozycjach: g.3522, g.3531, g.3540, g.3549, g.3567, g.3585,

2.3621, 2.3630, 2.3639, g.3654, 2.3663, g.3669, 2.3675, 2.3693 w sekwencji genu DSPP.




6.3.1.2 Tranzgycja T — C w sekwencji genu DSPP w kodonach kodujgcych
seryne w biatku DPP

Kolejno odnotowano polimorfizm o charakterze tranzycji T — C w pozycjach:
2.3513, g.3558, g.3576, 2.3594, g.3603, g.3645, 2.3648, g.3657, g.3720 sekwencji genu
DSPP. Odnotowane tranzycje wystapily w ostatnim nukleotydzie w kodonie AGT —

AGC 1 nie skutkowaty zamiang kodowanego aminokwasu, ktorym byla seryne.

Tabela 11. Zamiana typu SNP w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP w odniesieniu do
ilosci alleli; allel A — sekwencja referencyjna, allel B — sekwencja polimorficzna; *brak doniesien

dotyczacych polimorfizmu w danej lokalizacji w bazie Ensembl

Zamiana Liczba = Liczba
Nukleotyd % %
gDNA nukleotydu alleli alleli Aminokwas
referencyjny A B
w kodonie A B

3513%* AGT— AGC T 52 8 87 13 Ser
3558 AGT— AGC T 47 5 78 8 Ser
3576 AGT— AGC T 43 9 72 15 Ser
3594 AGT— AGC T 54 2 90 3 Ser
3603 AGT— AGC T 56 2 93 3 Ser
3645 AGT— AGC T 49 9 82 15 Ser
3648 AGT— AGC T 57 1 95 2 Ser
3657 AGT— AGC T 54 4 90 7 Ser
3720 AGT— AGC T 56 4 93 7 Ser

W pozycji 2.3513 u 8 osob doszto do tranzycji w 1 allelu (8 alleli). Pozostate 22
osoby posiadaty w obu allelach sekwencj¢ T, zgodng z sekwencja referencyjng, co daje

87% (52) alleli zgodnych oraz 13% (8) alleli polimorficznych (tabela 11, rycina 7, 8).




W pozycji g.3558, 21 0s6b posiadato w obu allelach sekwencj¢ T zgodna z sekwencja
referencyjng, a u 5 0sob zaszla tranzycja T — C w 1 allelu (5 alleli), co w sumie stanowito
78% (47) alleli z sekwencja referencyjng oraz 8% (5) alleli zmienionych (tabela 11, rycina
7, 8). Ponadto u 4 oséb wykryto delecje g.3558 (tabela 12, rycina 9).

Delecje wykryto réwniez u 4 0s6b w pozycji g.3576 (tabela 12, rycina 9). Dodatkowo,
w tej samej lokalizacji u 9 0sob zaszta zamiana T — C w 1 allelu (9 alleli), a pozostate 17
0s6b posiadato w obu allelach sekwencj¢ T zgodng z sekwencja referencyjng. Stanowilo to
72% (43) alleli z sekwencja referencyjna, natomiast 15% (9) alleli z sekwencja zmieniong
T — C (tabela 11, rycina 7, 8).

W pozycji 2.3594 u 2 oséb zaszta zamiana T — C w 1 allelu (tacznie 2 allele), u 2
osob wykryto delecje (tabela 12, rycina 9), a pozostate 26 oséb posiadalo w obu allelach
sekwencje zgodng z sekwencja referencyjng. W konsekwencji 90% (54) allele byty zgodne
z allelem referencyjnym T, natomiast 3% (2) to allele zmienione T — C (tabela 11, rycina
7, 8).

W dalszej analizie u 1 osoby wykazano delecj¢ nukleotydéw w pozycjach: g.3603,
2.3645, g.3648, g.3657 (tabela 12, rycina 9). Ponadto w pozycji g.3603 u 2 0s6b tranzycja
T — C zaszta w 1 allelu (2 allele), natomiast pozostate 27 osd6b w obu allelach posiadato
sekwencje T, zgodng z sekwencjg referencyjng. Zatem, 93% (56) alleli bylo zgodnych
z allelem referencyjnym, a 3% (2) alleli uleglo tranzycji. Kolejno, w pozycji g.3645
zamiana T — C w 1 allelu (9 alleli — 15%) nastapita u 9 0sob, a 20 0s6b posiadalo w obu
allelach sekwencje¢ T, czyli 82% (49) alleli miato sekwencj¢ referencyjng. Oprocz delecji
w pozycji g.3648 odnotowano zamiane sekwencji T — C w 1 allelu (1 allel) u 1 osoby, a
w pozycji 2.3657 u 4 os6b. W pozycji g.3648, 28 oséb (95% — 57 alleli) posiadato w obu
allelach sekwencj¢ zgodna zreferencyjng, a w pozycji 2.3657 sekwencja zgodna
z referencyjng wystepowata u 25 0sob (90% — 54 allele), co Swiadczy, ze w pozycji g.3648
byto 2% alleli polimorficznych, a w pozycji g.3657 alleli polimorficznych byto 7% (tabela
11, rycina 7, 8).

Ostatnig tranzycje T — C w sekwencji genu DSPP kodujacej DPP odnotowano
u 4 oséb w pozycji g.3720 ipolegata ona na zamianie sekwencji 1 allela (4 allele).
Pozostate 26 os6b w obu allelach posiadato sekwencje zgodna z sekwencja referencyjna,
co daje 93% (56) alleli z sekwencja T oraz 7% (4) alleli z sekwencja polimorficzng C
(tabela 11, rycina 7, 8).
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Rycina 7. Odsetek alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli zmienionych (allel B) w pozycjach:
g.3513, 2.3558, g.3576, 2.3594, 2.3603, g.3645, g.3648, 2.3657, 2.3720 sekwencji genu DSPP.
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Rycina 8. Liczba alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli zmienionych (allel B) w pozycjach:
2.3513, 2.3558, 2.3576, 2.3594, g.3603, g.3645, 2.3648, g.3657, 2.3720 sekwencji genu DSPP.



Tabela 12. Liczba os6b z delecja w pozycjach: g.3558, g.3576, g.3594, 2.3603, g.3645, g.3648,
2.3657 w sekwencji genu DSPP.

gDNA | Liczba 0so6b z delecja
3558 4
3576 4
3594 2
3603 1
3645 1
3648 1
3657 1
3657
3648
3645
- liczba 0s6b z delecja
é 3603
3594
3576 ‘
3558
0 1 ; 3 4
osoby J

Rycina 9. Liczba 0s6b z delecja w pozycjach: g.3558, g.3576, g, 3594, g2.3603, g.3645, 2.3648,
2.3657 w sekwencji genu DSPP.



6.3.1.3 Tranzycja T — C w sekwencji genu DSPP w kodonach kodujgcych kwas
asparaginowy w biatku DPP

Polimorfizm o charakterze tranzycji T — C obserwowany byt réwniez w trzecim

nukleotydzie kodonu GAT — GAC kodujacego kwas asparaginowy (tabela 13).

Tabela 13. Zamiana typu SNP w sekwencji kodujacej biatko DPP w odniesieniu do ilo$ci alleli;
allel A — sekwencja referencyjna, allel B — sekwencja polimorficzna; *brak doniesien dotyczacych

polimorfizmu w danej lokalizacji w bazie Ensembl.

Zamiana nukleotydu |  Nukleotyd Liczba | Liczba | % | %
EDNA w kodonie referencyjny | alleliA | alleliB | A | B Aminokwas
3507 GAT — GAC T 55 5 92 | 8 Asp
3525% GAT — GAC T 36 14 60 | 23 Asp
3552% GAT — GAC T 35 17 58 | 28 Asp
3579 GAT — GAC T 42 10 70 | 17 Asp
3597 GAT — GAC T 47 9 78 | 15 Asp
3624 GAT — GAC T 44 14 73 | 23 Asp
3642 GAT — GAC T 50 8 83 | 13 Asp
3651 GAT — GAC T 57 1 95 | 2 Asp
3759* GAT — GAC T 59 1 98 | 2 Asp

W pozycji g.3507 u 5 oséb doszto do tranzycji w 1 allelu (5 alleli). Pozostale 25 oso6b
posiadalo w obu allelach sekwencje T, zgodna z referencyjna, co daje 92% (55) alleli
zgodnych oraz 8% (5) alleli polimorficznych (tabela 13, rycina 10, 11).

W pozycji g.3525, 12 0s6b posiadato w obu allelach sekwencje zgodng z sekwencja
referencyjng T, natomiast u 12 kolejnych osob nastapila zamiana w 1 allelu (12 alleli).

U 1 osoby w tej pozycji obydwa allele ulegly zamianie (2 allele). Stanowito to 60% (36)
alleli z sekwencja referencyjng T oraz 23% (14) alleli z sekwencja zmieniong T — C
(tabela 13, rycina 10, 11). Ponadto u 5 probantéw wykryto delecje (tabela 14, rycina 12).

Delecje wykryto rowniez u 4 oséb w pozycji g.3552 (tabela 14, rycina 12).

Dodatkowo, w tej samej lokalizacji u 17 0soéb zaszta zamiana T — C w 1 allelu (17 alleli),

a pozostale 9 oséb posiadalo sekwencje w obu allelach zgodng z sekwencja referencyjng.



W sumie allele z sekwencja referencyjng T stanowily 58% (35), natomiast 28% (17) alleli
bylo z sekwencja zmieniong T — C (tabela 13, rycina 10, 11).

W pozycji 2.3579 u 10 oséb zaszta zmiana T — C w 1 allelu (10 alleli), u 4 os6b
wykryto delecje (tabela 14, rycina 12), a pozostale 16 oso6b posiadalo w obu allelach
sekwencje T zgodng z referencyjng. W konsekwencji 70% (42) alleli byto zgodne z allelem
referencyjnym, natomiast 17% (10) alleli to allele polimorficzne (tabela 13, rycina 10, 11).

W pozycji 2.3597 zmiana T — C zaszta u 9 os6b w 1 allelu (9 alleli) oraz wykryto
delecj¢ nukleotydu u 2 osob (tabela 14, rycina 12). Kolejno, pozostate 19 oséb posiadato
w obu allelach sekwencj¢ zgodna z referencyjna, co $wiadczy o braku polimorfizmu
w 78% (47), oraz obecnos$ci polimorfizmu w 15% (9) alleli (tabela 13, rycina 10, 11)

W dalszej analizie u 1 osoby wykazano delecj¢ nukleotydéw w pozycjach: g.3624,
2.3642, 2.3651 (tabela 14, rycina 12). Ponadto, w pozycji g.3624 u 12 oséb tranzycja
T — C zaszta w 1 allelu (12 alleli), a u 1 osoby obu allelach (2 allele). Pozostate 16 oséb
posiadato sekwencje zgodna z referencyjng. Zatem 73% (44) alleli bytlo zgodnych
z allelem referencyjnym, a 23% (14) alleli uleglo tranzycji. Kolejno w pozycji g.3642
zamiana T — C nastgpita w 1 allelu (8 alleli — 13%) u 8 0sob, a 21 0s6b posiadalo w obu
allelach sekwencje¢ T, czyli 83% (50) alleli miato sekwencj¢ referencyjng. Oprocz delecji
w pozycji g2.3651 odnotowano zmiang sekwencji T — C w 1 allelu (1 allel — 2%) u 1
osoby. 28 o0so6b (95% — 57 alleli) posiadalo w obu allelach sekwencje¢ T zgodna
z referencyjna (tabela 13, rycina 10, 11).

Ostatnig tranzycje T — C w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP odnotowano
u 1 osoby w pozycji g.3759 1 polegala ona na zmianie sekwencji 1 allela (1 allel).
Pozostate 29 os6b w obu allelach posiadalo sekwencje zgodna z sekwencja referencyjna,
co daje 98% (59) alleli z sekwencjg T oraz 2% (1) alleli z sekwencja polimorficzng C
(tabela 13, rycina 10, 11).
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Rycina 10. Liczba alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli zmienionych (allel B) w pozycjach:
2.3507, 2.3525, g.3552, .3579, g.3597, 2.3624, g.3642, 2.3651, 2.3759 sekwencji genu DSPP.
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Rycina 11. Odsetek alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli zmienionych (allel B) w pozycjach:
2.3507, g.3525, g.3552, g.3579, g.3597, g.3624, g.3642, g.3651, g.3759 sekwencji genu DSPP.



Tabela 14. Liczba os6b z delecjg w pozycjach: g.3525, g.3552, g.3579, g.3597, g.3624, 2.3642,
g.3651 sekwencji genu DSPP.

Liczba os6b
gDNA .
z delecja
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Rycina 12. Liczba 0s6b z delecja w pozycjach: g.3525, g.3552, 2.3579, g.3597, 2.3624, g.3642,
2.3651 w sekwencji genu DSPP.



6.3.1.4

Kolejno odnotowano polimorfizm o charakterze tranzycji C — T w pozycjach: g.3516,
2.3543, 2.3561, 2.3588, 2.3606, 2.3615, g.3660, G.3669, g.3741 w sekwencji genu DSPP.
Obserwowane tranzycje wystapily w ostatnim nukleotydzie w kodonie GAC — GAT i nie

skutkowaty zmiang kodowanego aminokwasu, ktorym byt kwas asparaginowy (tabela 15).

Tabela 15. Zamiana typu SNP w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP w odniesieniu do

ilosci alleli; allel A — sekwencja referencyjna, allel B — sekwencja polimorficzna; *brak doniesien

w bialtku DPP

dotyczacych polimorfizmu w danej lokalizacji w bazie Ensembl.

Tranzycja C — T w sekwencji genu DSPP kodujqcej kwas asparaginowy

Zamiana
Nukleotyd | Liczba Liczba % = % )
gDNA nukleotydu Aminokwas
) referencyjny alleli A | alleliB A B

w kodonie
3516* GAC — GAT C 56 4 93 7 Asp
3543* GAC — GAT C 50 2 83 3 Asp
3561 GAC — GAT C 48 4 80 7 Asp
3588* GAC — GAT C 46 8 77 | 13 Asp
3606 GAC — GAT C 53 5 88 8 Asp
3615* GAC — GAT C 56 2 93 3 Asp
3660* GAC — GAT C 51 7 85 | 12 Asp
3669 GAC — GAT C 56 2 93 3 Asp
3741 GAC — GAT C 57 3 95 5 Asp

W pozycji g.3516 u 4 os6b doszto do tranzycji C — T w 1 allelu (4 allele). Pozostate

26 0s6b posiadato w obu allelach sekwencj¢ C, zgodna z sekwencja referencyjna, co daje

93% (56) alleli zgodnych oraz 7% (4) alleli polimorficznych (tabela 15, rycina 13, 14).

W dalszej analizie u 4 osob wykazano delecj¢ nukleotydow w pozycjach: g.3543

1g.3561 (tabela 16, rycina 15).




Ponadto, w pozycji g.3543, 24 osoby posiadaly w obu allelach sekwencj¢ zgodng
z sekwencja referencyjng C, a u 2 oséb zaszta zmiana C — T w 1 allelu (2 allele), co
w sumie stanowito 83% (50) alleli z sekwencja referencyjng oraz 3% (2) alleli
zmienionych (tabela 15, rycina 13, 14). Kolejno w pozycji g.3561 u 4 0s6b zaszta tranzycja
C — T w 1 allelu (4 allele), natomiast pozostale 22 osoby w obu allelach posiadaty
sekwencje zgodna z sekwencja referencyjng. Zatem, 80% (48) alleli byto zgodne z allelem
referencyjnym, natomiast 7% (4) alleli ulegto tranzycji (tabela 15, rycina 13, 14).

W pozycji g.3588 oprocz delecji u 3 osob (tabela 16, rycina 15) odnotowano u 8 0s6b
zamiang sekwencji C — T w 1 allelu (8 alleli). 19 osob (77% — 46 alleli) posiadato w obu
allelach sekwencje zgodng z referencyjng, natomiast 13% (8) alleli bylo polimorficznych
(tabela 15, rycina 13, 14).

W pozycjach g.3606, g.3615, 2.3660 i g.3669 zamiana C — T w pojedynczym allelu
nastgpita odpowiednio u 5, 2, 7, 2 os6b. W wymienionych pozycjach nie zanotowano ani
jednej osoby za zmieniong sekwencja w obu allelach, dlatego odpowiednio 24, 27, 22 oraz
27 os6b miato sekwencje C zgodng z sekwencja referencyjng (tabela 15, rycina 13).
Ponadto, wykazano u 1 osoby delecj¢ we wszystkich wymienionych pozycjach (tabela 16,
rycina 15). W pozycji g.3606, 88% (53) alleli bylo zgodne z allelem referencyjnym,
natomiast 8% (5) alleli to allele polimorficzne (tabela 15, rycina 13, 14). W kolejnych
pozycjach obliczenia ksztaltowaly si¢ nastepujaco: g.3615 — 93% (56) alleli bylo zgodne
z sekwencja referencyjna, a 3% czyli 2 allele z sekwencja polimorficzng, g.3660 — 85%
(51) alleli z sekwencja referencyjna, a 12% czyli 7 alleli z sekwencja polimorficzng oraz
23669 — 93% (56) alleli z sekwencja referencyjng, a 3% (2) alleli z sekwencja
polimorficzng. (tabela 15, rycina 13, 14)

Ostatnig tranzycj¢ C —T w sekwencji genu DSPP kodujacego biatko DPP
odnotowano w pozycji g.3741. W pozycji tej nie odnotowano osob z delecja
wymienionych nukleotydow, natomiast 27 o0s6b posiadalo sekwencj¢ zgodna
z referencyjng, a u 3 oséb zamiana C — T zaszta w 1 allelu (3 allele) (tabela 15). Sumujac,
w pozycji 2.3741, 95% (57) alleli bylo zgodne z sekwencja referencyjna, natomiast 5% (3)
alleli stanowily allele polimorficzne (tabela 15, rycina 13, 14).



3741
3669
3660

3615
allel B

\
|
|
|
|
allel A
|

gDNA

3588
3561
3543

| |
—
—
—
3606 | ‘ ‘
—
—
—
3516 ! !

liczba alleli

J

Rycina 13. Liczba alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli zmienionych (allel B) w pozycjach:
g.3516, 2.3543, g.3561, g.3588, 2.3606, g.3615, g.3660, 2.3669, 2.3741 sekwencji genu DSPP.
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Rycina 14. Odsetek alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli zmienionych (allel B) w pozycjach:
2.3516, g.3543, 2.3561, g.3588, 2.3606, g.3615, 2.3660, g.3669, g.3741 sekwencji genu DSPP.



Tabela 16. Liczba os6b z delecjg w pozycjach: g.3543, g.3561, g.3588, g.3606, g.3615, 2.3660,
2.3669 sekwencji genu DSPP.
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Rycina 15. Liczba 0s6b z delecja w pozycjach: g.3543, g.3561, 2.3588, g.3606, g2.3615, g.3660,
2.3669 sekwencji genu DSPP.

6.3.1.5 Tranzycja T — C w sekwencji genu DSPP w kodonach kodujgcych
asparagine w biatku DPP

W pozycji g. 3570 zamiana T — C miata charakter tranzycji ostatniego nukleotydu
w kodonie AAT — AAC kodujacym asparaging. Byl to jedyny obserwowany wynik
dotyczacy polimorfizmu kodonu kodujacego Asn. U 17 o0s6b tranzycja nastapita w jednym
allelu (facznie 17 alleli), a u 9 probantéw (18 alleli) w obu allelach odnotowano sekwencje

referencyjng T. Jednoczes$nie u 4 os6b wykryto delecje nukleotydu g.3570.



Lacznie, allele referencyjne stanowity 58% (35 alleli), natomiast odsetek alleli

polimorficznych wyniost 28% (17 alleli) (tabela 17).

Tabela 17. Zamiana typu SNP w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP w odniesieniu do

ilosci alleli; allel A — sekwencja referencyjna, allel B — sekwencja polimorficzna.

Zamiana nukleotydu Nukleotyd Liczba Liczba | % %
gDNA Aminokwas
w kodonie referencyjny alleli A alleliB = A B
3570 AAT — AAC T 35 17 58 28 Asn

Sposrod wszystkich 47 zmian typu SNP w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko
DPP, 60% (28 zmian) dotyczyto kodonéw kodujacych seryne, 38% (18 zmian) kodonow
kodujacych kwas asparaginowy, a jedynie 2% (1 zmiana) kodonéw asparaginy (tabela 18,

rycina 16).

Tabela 18. Liczba oraz odsetek zmian typu SNP odnotowanych w kodonach kodujacych Ser, Asp
oraz Asn w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP.

Aminokwas Odsetek zmian (%) Liczba zmian
Seryna 60 28
Kwas asparaginowy 38 18
Asparagina 2 1

odsetek zmienionych aminokwasow

60%
W Asp

38% Asn

J

Rycina 16. Odsetek zmian polimorficznych typu SNP przypadajacych na aminokwas Ser, Asp,
Asn w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP.



6.3.2 Zmiany ilosciowe w sekwencji kodujacej bialko DPP (insercje/delecje)

Analiza sekwencji kodujacej biatkko DPP wykazala u 7 probantdow zmiany

o charakterze ilosciowym. U 2 os6b odnotowano insercje 18 nukleotydow w pozycji

2.2086. U 4 o0s6b stwierdzono delecj¢ rozpoczynajaca si¢ od pozycji g.3522, w ktorej

doszto do utraty odpowiednio 75, 171, 66 oraz 57 nukleotydéw. U jednego probanta

delecja 9 nukleotydow rozpoczynala si¢ w pozycji g.3525 (rycina 17, 18). Wszystkie

zmiany ilo$ciowe byly podzielne przez 3 i nie powodowaty przesunigcia ramki odczytu.
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Rycina 17. Liczba dodanych i usunigtych nukleotydéw u poszczegdlnych probantéw, u ktorych

wystgpita zmiana ilosciowa w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP.
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6.4 Mutacje w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP

Analiza sekwencji kodujacej biatko DPP wykazata obecnos¢ 10 mutacji punktowych
w pozycjach: g.3568, g.3598, g.3615, g.3622, ¢.3710, g.3714, g.3728, g.3732, g.3768,
2.3805. Jednoczesnie, szczegdlowa analiza wykazata, iz kazda z mutacji pojawila si¢
w pojedynczym allelu, natomiast u Zadnego probanta nie stwierdzono tej samej mutacji
w obu allelach.
6.4.1 Mutacje w pierwszym nukleotydzie kodonow w sekwencji genu DSPP

kodujacej biatko DPP

Dokonana analiza sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP wykazata, iz mutacje
pierwszego nukleotydu w kodonach wystapity w 4 przypadkach i zlokalizowane byty
w pozycjach: g.3568, g.3598, 2.3622 1 g.3805. W pozycjach g.3568 oraz g.3622 mutacja
miala charakter tranzycji, odpowiednio A— G oraz G — A, natomiast w pozycjach

g. 3598 oraz g.3805 wystapila transwersja puryny w pirymidyng¢ A — T (tabela 19).

Tabela 19. Mutacja pierwszego nukleotydu w kodonie w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko
DPP; A — allel referencyjny, B — allel zmutowany; *brak doniesien dotyczacych polimorfizmu

w danej lokalizacji w bazie Ensembl.

Zamiana Zamiana Liczba Liczba | % % Liczba
. nukleotydu aminokwasu alleli A | alleliB | A B probantow
3568 AAT — GAT Asn — Asp 41 11 68 | 18 11
3598+ AGC — TGC Ser — Cys 38 20 63 | 33 20
3622* GAT — AAT Asp — Asn 44 14 73 | 23 14
3805+ AGC — TGC Ser — Cys 37 23 62 | 38 23

W pozycji g.3568 zamianie ulegla A — G, co skutkowato zamiang kodonu AAT
kodujacego Asn w kodon GAT kodujacy Asp. Mutacje te¢ zaobserwowano u 11 probantow
(11 alleli), co stanowito 18% wszystkich przebadanych alleli.



W lokalizacji g.3598 kodon AGC kodujacy Ser zostal zamieniony na kodon TGC (A — T)
kodujacy Cys. Mutacja dotyczyta 33% alleli u 20 probantow (20 alleli). Kolejno w
lokalizacji g.3622 doszlo do mutacji G — A u 14 osoéb. W konsekwencji zamiast Asp
(GAT) zakodowany zostat Asn (AAT). Mutacja dotyczyla 23% czyli 14 alleli. Ostatnia
mutacja pierwszego nukleotydu w kodonie pojawita si¢ u 23 oséb w pozycji 2.3805 i
polegata na zmianie A — T (AGC — TGC). Transwersja poskutkowata zamiang Ser w

Cys. Odsetek zmienionych alleli wyniost 38% (23 allele) (tabela 19, rycina 19).

6.4.2 Mutacje w drugim nukleotydzie kodonow w sekwencji genu DSPP kodujacej
bialko DPP

Zamiana drugiego nukleotydu w kodonach kodujacych sekwencje biatka DPP
wystapita w 2 pozycjach g.3710 1 g.3728 (tabela 20).

Tabela 20. Mutacja drugiego nukleotydu w kodonie w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko
DPP; A — allel referencyjny, B — allel zmutowany; *brak doniesien dotyczacych polimorfizmu

w danej lokalizacji w bazie Ensembl.

DNA Zamiana nukleotydu Zamiana Liczba Liczba % % Liczba
g . . . .
w kodonie aminokwasu alleliA alleliB A B probantow
3710% AGC — AAC Ser —Asn 56 4 93 7 4
3728 AAT — AGT Asn —Ser 56 4 93 7 4

U 4 probantow w pozycji g.3710 kodon AGC zostal zamieniony na AAC, co
skutkowalo zamiang Ser w Asn. Odsetek zmienionych alleli wynosit 7% (4 allele).
Rowniez u 4 probantow wykryto zmiang A — G w pozycji g.3728. Efektem powyzszej
tranzycji byla zamiana AAT — AGT, a tym samym zamiana Asn w Ser. Podobnie jak

w poprzednim przypadku odsetek zmienionych alleli wynosit 7% (tabela 20, rycina 19).



6.4.3 Mutacje w trzecim nukleotydzie kodonow w sekwencji genu DSPP kodujacej

bialko DPP

Zmiany kodu genetycznego skutkujace powstaniem mutacji zlokalizowane
w 3 pozycji w kodonie sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP zaobserwowano
w 4 pozycjach: g.3615, g.3714, g.3732 oraz g.3768 (tabela 21). Wszystkie mutacje miaty

charakter transwersji.

Tabela 21. Mutacja trzeciego nukleotydu w kodonie w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko
DPP; A — allel referencyjny, B — allel zmutowany; *brak doniesiefi dotyczacych polimorfizmu

w danej lokalizacji w bazie Ensembl.

A Zamiana Zamiana Liczba = Liczba | % @ % Liczba
DN

s nukleotydu aminokwasu alleliA  alleiB A | B probantow
3615 | GAC — GAA Asp — Glu 50 8 83 | 13 8
3714* | GAC — GAA Asp — Glu 56 4 93 | 7 4
3732 GAA — GAC Glu — Asp 57 3 95 5 3
3768* | GAC — GAA Asp — Glu 59 1 98 | 2 1

Analiza sekwencji genu DSPP w pozycji g.3615, g.3714 oraz g.3768 wykazata
zmian¢ C — A, co skutkowato zmiang Asp w Glu. Odsetek zmienionych alleli wynosit
odpowiednio dla g.3615 — 13% (8 alleli), dla g.3714 — 7% (4 allele), a dla g.3768 — 2%

(1 allel). Natomiast w lokalizacji g.3732 u 3 probantow wykazano transwersje¢ A — C,
skutkujaca zamiang Glu w Asp. Odsetek zmutowanych alleli wyniost 5% (3 allele)
(tabela 21, rycina 19).
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Rycina 19. Odsetek alleli referencyjnych (allel A) i alleli zmutowanych (allel B) w pozycjach:
3568, g.3598, g.3615, 2.3622, g.3710, g.3714, g.3728, 2.3732, g.3768, g.3805, sekwencji genu
DSPP kodujacej biatko DPP.

6.5 Wyniki analizy statystycznej: zmiany dotyczace probantow
(statystyka opisowa)

6.5.1 Allele bez zmian

Analiza statystyczna wykazala, ze w badanej zbiorowosci potowa probantéw miata
nie mniej niz 99% alleli z sekwencja referencyjna, 25% probantow miata, co najwyzej
90% alleli z sekwencja referencyjna, a 75% probantow miata, co najwyzej 104 allele bez
zmian. Minimalna liczba alleli z sekwencja referencyjng u probanta wynosita 61, natomiast

maksymalna 117 (tabela 22).



Tabela 22. Liczba alleli bez zmian w$rod 30 przebadanych probantow.

Probanci = Allele bez zmian | Probanci = Allele bez zmian
1 88 15 101
2 101 16 104
3 98 17 110
4 99 18 99
5 89 19 88
6 109 20 99
7 93 21 90
8 98 22 99
9 91 23 109
10 94 24 104
11 102 25 61
12 104 26 115
13 86 27 103
14 92 28 68
15 101 29 79
16 104 30 117

6.5.2 Polimorfizm i mutacja

W badanej zbiorowosci 30 os6b potowa probantéw miata nie mniej niz 16 alleli
z sekwencja polimorficzng, 25% probantow miala, co najwyzej 10 alleli z sekwencja
polimorficzng, a 75% probantéw miata co najwyzej 20 alleli z sekwencja polimorficzna.
Minimalna liczba alleli z sekwencja polimorficzng u jednego probanta wynosita 1,

natomiast maksymalna 30 (tabela 23, rycina 20).



W badanej zbiorowosci 30 osdb potowa probantow miata nie mniej niz 3 mutacje,
25% probantow miala, co najwyzej 2 mutacje, a 75% probantdw miata, co najwyzej 4
mutacje. Minimalna liczba mutacji u probanta wynosita 0, natomiast maksymalna 10

(tabela 23, rycina 20).

Tabela 23. Liczba zmian o charakterze polimorfizmu oraz mutacji u 30 probantow.

Probanci Polimorfizm A Mutacja = Probanci | Polimorfizm @ Mutacja
1 28 2 16 13 4
2 11 1 17 7 3
3 12 3 18 16 4
4 17 4 19 29 5
5 21 10 20 16 5
6 10 2 21 23 8
7 17 1 22 20 2
8 20 3 23 12 1
9 17 9 24 15 3
10 21 5 25 2 3
11 16 3 26 6 0
12 13 4 27 6 5
13 30 4 28 1 3
14 25 4 29 9 2
15 15 3 30 2 3
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Rycina 20. Liczba zmian o charakterze polimorfizmu oraz mutacji u 30 probantow

6.5.3. Analiza liczby zmian w pojedynczym allelu versus obydwu allelach w

badanej zbiorowosci

W badanej zbiorowosci potowa probantow miata zmieniong sekwencje
w pojedynczym allelu nie mniej niz w 17 pozycjach, u 25% probantéw byto to najwyzej 11
pozycji, a u 75% probantéw 1 allel ze zmieniong sekwencja wystgpowat co najwyzej w 22
pozycjach. Minimalna liczba pozycji, w ktorych wystapil 1 allel ze zmieniona sekwencja
u pojedynczego probanta wynosita 4, natomiast maksymalna 34 (tabela 24, rycina 21).

W badanej u polowy probantow wystapila jednoczesna zamiana sekwencji w dwoch
allelach nie rzadziej niz w 2 pozycjach. U 25% probantow zamiana taka w ogdle nie
wystapita, podczas gdy u 75% probantéw jednoczesna zamiana sekwencji w dwoch
allelach miata miejsce co najwyzej w 4 pozycjach. Minimalna liczba pozycji z dwoma
allelami o zmienionej sekwencji u probanta wynosita 0, natomiast maksymalna 10

(tabela 24, rycina 21).




Tabela 24. Liczba pozycji w sekwencji genu DSPP, w ktorych wystapita zamiana sekwencji typu

SNP w 1 i/lub 2 allelach jednoczesnie u 30 przebadanych probantow.

Probant 1 zmieniony | 2 zmienione e 1 zmieniony | 2 zmienione
allel allele allel allele
1 26 ] 16 16 5
2 1 I 17 8 2
3 14 1 18 7 ‘
4 19 4 19 34 0
5 29 4 20 19 1
6 1 2 21 30 >
7 17 2 22 1 5
8 22 2 23 3 5
9 21 10 24 13 5
10 24 4 25 5 0
11 18 2 26 5 5
12 16 2 27 1 5
13 32 4 28 1 5
14 28 2 20 1 5
15 15 6 30 5 0
140 oba allele

liczba zmian
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Rycina 21. Liczba zmian w allelach w badanej grupie.




6.6 Wyniki analizy statystycznej dotyczacej zaleznoSci mie¢dzy
wystapieniem polimorfizmu/mutacji przy zmienionym 1 allelu lub
przy 2 zmienionych allelach

Analiza statystyczna zaleznosci migdzy liczba zmienionych alleli, a wystapieniem
zmian polimorficznych i/lub mutacji prowadzono z zastosowaniem testu istotno$ci

wspotczynnika korelacji liniowej Pearsona

6.6.1 Zalezno$¢ wystapienia polimorfizmu przy zamianie sekwencji 1 allela

Analizujagc  w grupie 30 o0so6b korelacje migdzy polimorfizmem, al allelem
polimorficznym za pomoca wspotczynnika korelacji r-Pearsona (r = 0,967) uzyskano
wynik wskazujacy na obecno$¢ bardzo silnej zalezno$ci liniowej. Zalezno$¢ ta jest
statystycznie istotna przy p<0,001, poniewaz te(28)= 20.16 > t0,001(28) = 3,674 po

zastosowaniu testu statystycznego (Rycina 22 ).

polimorfizm vs. 1 allel zmieniony
polimorfizm = -,7058 + ,90610 * 1 allel zmieniony
Korelacja: r = ,96724

polimorfizm
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1 allel zmieniony 0,95 Prz.Ufn.

Rycina 22. Zalezno$¢ wystapienia polimorfizmu przy zamianie sekwencji 1 allela



Wspdlczynnik determinacji r>= 0,93 $wiadczy o dobrym dopasowaniu funkcji regresji
do danych empirycznych (93%).
Tylko niecale 7% zmian o charakterze polimorfizmu nie zostalo spowodowane przez

zmiang | allela.

6.6.2 Zalezno$¢ wystapienia mutacji przy zamianie sekwencji 1 allela

Badajac zalezno$¢ pomig¢dzy wystapieniem mutacji przy 1 zmienionym allelu wyniki
wspotczynnika korelacji r-Pearsona (r= 0,53) wykazat istnienie umiarkowanej zalezno$ci

liniowej. Warto$¢ testu dla wspotczynnika korelacji te(28)= 3,346 przy p = 0,002348
wykazal zalezno$¢ istotng statystycznie przy p<0,001 (Rycina 23).

mutacja vs. 1 allel zmieniony
mutacja = 1,1386 +,14393 * 1 allel zmieniony
Korelacja: r = ,53442
12 " "

10 o

mutacja

0 5 10 15 20 25 30 35 40
1 allel zmieniony 0,95 Prz.Ufn.

Rycina 23. Zalezno$¢ wystgpienia mutacji przy zamianie sekwencji 1 allela.

Wspoétczynnik determinacji r>= 0,286 oznacza, ze okoto 30% mutacji zostato spowodowane

poprzez zmiang 1 allela.



7. DYSKUSJA

Analiza sekwencji genu DSPP wykonana u 30 probantéw z przebadanej grupy
wykazala obecno$¢ polimorfizmu iloSciowego i1 jako$ciowego oraz mutacji zar6wno
w sekwencji kodujacej biatkko DSP, DPP jak i w rejonie niekodujacym 3’ (UTR 3°).
Natomiast nie wykazano zadnych zmian w sekwencji peptydu sygnalowego, ktora
catkowicie pokrywala si¢ z sekwencja referencyjng ludzkiego genomu zawarta w bazie
Ensembl. Inni autorzy badan przeprowadzonych u osob, u ktoérych doszto do powstania
fenotypu dentinogenesis imperfecta typu II/IIl badz dysplazji zebiny podaja, iz zmiany o
charakterze mutacji zaobserwowano gtéwnie w eksonie 2, 3 lub 4 kodujacym biatko DSP
[141,142] oraz eksonie 5 kodujacym biatko DPP [60,141], natomiast peptyd
sygnalizacyjny pozostawal genetycznie stabilny. Te dane wydaja si¢ zgodne
Z poczynionymi obserwacjami wlasnymi.

W sekwencji kodujacej biatkko DSP wykryto jedng zmiane o charakterze SNP oraz
jedng mutacj¢. Odnotowany w pozycji 2.930 polimorfizm dotyczyl ostatniego nukleotydu
w kodonie i nie skutkowatl zamiang kodowania aminokwasu, gdyz zarowno kodon TCA,
jak 1 kodon TCG koduja aminokwas seryng. Zaobserwowana tranzycja A — G zostata
réwniez odnotowana w bazie Ensembl, w ktorej okreslono czestotliwo$¢ wystapienia
zamiany w populacji rasy kaukaskiej na 66%, natomiast w grupie badanej z obecnego
doswiadczenia tranzycji uleglo 27 alleli z czego u 8 probantow odnotowano po dwa allele
polimorficzne, a u 11 os6b jeden allel polimorficzny i jeden z sekwencjg referencyjna, co
daje 45% alleli zmienionych. Dalsza analiza sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DSP,
wykazala rowniez obecno$¢ mutacji w pozycji g.235, ktdra polegata na transwersji A —T
1 skutkowala zamiang aminokwasu Arg w Trp. Ta sama mutacja wystapita u dwodch
sposrod 30 przebadanych osob. Stwierdzono, ze obaj probanci byli heterozygotami czyli
posiadali jeden allel polimorficzny T oraz jeden allel z sekwencja referencyjna A. Po
porownaniu z bazig Ensembl okazato si¢, ze mutacja Arg59Trp zostata odnotowana jako
forma polimorfizmu, gdyz nie skutkuje pojawieniem si¢ fenotypu dentinogenesis
imperfecta typu II/III badz dysplazja zebiny. Dane Ensembl dotyczace rasy kaukaskiej
wskazuja, ze w pozycji g.235 sekwencji genu DSPP allele z sekwencja A stanowig 91%,

natomiast sekwencja T wystepuje u 9% badanych.



Zastanawiajacym jest brak fenotypu dentinogenesis imperfecta typu IU/III badz
dysplazja zgbiny u probantéw z mutacja Arg59Trp. W dostgpnym pi$miennictwie opisane
zostaly jedynie dwie mutacje dotyczace sekwencji kodujacej biatko DSP, jednak te
mutacje zlokalizowane byly w pozycjach g.133 oraz g.135 i1 skutkowaty fenotypem DGI
II/III badz DD [60, 76, 142, 143]. W kodonie 45 tranzycja C — T prowadzita do powstania
kodonu stop, co powodowato wytworzenie skroconego biatka DSP na skutek
przedwczesnego zahamowania translacji. Natomiast mutacja w kodonie 46 polegala na
zamianie G — A, co powodowato zmian¢ sekwencji determinujacej sktadanie eksondéw z
nastgpczym wypadnieciem eksonu 3 [76]. Identyczna mutacja zostata opisana przez
McKnight i wsp [60]. Fakt, iz w obecnych badaniach u zadnej z przebadanych 30 0sob nie
stwierdzono ani jednej cechy DGI II/III i/lub DD, §wiadczy, ze mutacja w pozycji g.235
nie jest kluczowa dla funkcjonalnosci biatka DSP, ktore bierze udzial w mineralizacji
zg¢biny jedynie w bardzo wezesnych etapach dentinogenezy [66, 67].

Kontrowersje dotyczace braku fenotypu w przypadku wykrycia mutacji genetycznej
pojawiaja si¢ réwniez w kontek$cie innych wad genetycznych, w tym mutacji w genie
MECP2 w pozycjach: ¢.1282 G — C, ¢.1196 C — T oraz ¢.590 C — T odpowiedzialnych
za powstawanie zespotu Rett’a [144, 145, 146]. Autorzy zajmujacy si¢ mutacjami w genie
MECP2 podnosza kweste pojawiajacag si¢ roOwniez w obecnych badaniach, a dotyczaca
faktu obecnos$ci lub braku fenotypu, w tym przypadku zespotu Rett’a, u probantow
z potwierdzong mutacja w ,,genie przyczynowym”. Ci sami autorzy sugeruja, Zz€ nowo
wykryta mutacja kazdorazowo moze stanowi¢ rzadka, ,niepatogenng” odmiang
polimorfizmu specyficznego dla danej populacji [147]. Podkre$laja rowniez koniecznos¢
prowadzenia szerokich badan populacyjnych majacych wyjasni¢ istotno$¢ danej mutacji
[144].

Opisywana w biezacej pracy analiza sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP
réwniez wykazata obecno$¢ polimorfizmu typu SNP, delecji 1 insercji, a takze 10 mutacji
punktowych.

Zmiany SNP o charakterze tranzycji pomig¢dzy pirymidynami zaobserwowano u
wszystkich 30 przebadanych os6b. W badanej grupie tranzycja C — T zachodzita az w 19
réznych pozycjach w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP i skutkowata zamiana
kodonu AGC w kodon AGT.



W tych przypadkach brak fenotypu dentinogenesis imperfecta typu 1I/IIl oraz dysplazji
z¢biny wydaje si¢ oczywisty przez wzglad na fakt, iz obie sekwencje kodondéw koduja
aminokwas seryn¢. Ciekawym pozostaje fakt, iz w 13 pozycjach ocenianych sekwencji tj.
g.3504, g.3522, g.3549, g.3567, g.3585, g.3612, g.3621, g.3630, g.3654, g.3663, g.3693,
23711, g.3756 wystapit ,,nowy” polimorfizm, nie odnotowany w bazie Ensembl.
W pozostalych 6 pozycjach: g.2004, g.3531, g.3540, g.3639, 2.3675, g.3738 wykazano
dane zblizone do uzyskanych w grupie badanej. Przyktadem sa wyniki z pozycji g.2004,
1g2.3639, w ktorych odsetek wystapienia zamiany w populacji rasy kaukaskiej wynosit
odpowiednio 27% 1 65%, natomiast w omawianej grupie tranzycji ulegto odpowiednio
22% (13) (g.2004) 1 58% (35) (g.3639) alleli z czego u 3 probantow w pozycji 2.2004 1u 9
probantdow w pozycji g.3639 odnotowano po dwa allele polimorficzne, au 7 probantow
w pozycji g.2004 i 17 probantdow w pozycji g.3639 jeden allel polimorficzny i jeden
z sekwencja referencyjng. Obecno$¢ tak czestych zmian w kodonach kodujacych seryng
thumaczy¢ nalezy obecnoscia w 3’ koncowym genu DSPP okoto 200, 9-nukleotydowych
powtorzen kodujacych sekwencje Ser-Ser-Asp. Zatem liczba sekwencji polimorficznych
w genie DSPP rozktada si¢ proporcjonalnie do liczby kodondéw Ser, co mozna
zaobserwowac liczba zanotowanych tranzycji T — C w kolejnych kodonach AGT — AGC
réwniez kodujacych seryne.

Kolejno zaobserwowano 9 zmian tego typu. W pozycji g.3513 u 8 osob doszlo to
zmiany w obrebie 1 allela, co stanowi 13% (8) alleli polimorficznych, natomiast pozostate
22 osoby posiadaty sekwencje zgodna z sekwencja referencyjng. Zamiana T — C
w wymienionej pozycji g.3513 nie zostala jak dotad zgloszona do bazy Ensembl, co moze
sugerowac, ze jest to polimorfizm specyficzny dla populacji z danego regionu. Z kolei w 8
pozostatych przypadkach nie wyrdznia si¢ istotnych odchylen od odsetka alleli
polimorficznych 1 referencyjnych zgloszonych do bazy Ensembl przez innych badaczy.
Sposrod wszystkich 47 zmian polimorficznych typu SNP wykrytych w trakcie obecnej
analizy sekwencji genu DSPP, 60% stanowilo zmiany dotyczace kodondéw kodujacych
seryng. Pozostale, 38% dotyczylo zmian w kodonach kodujacych kwas asparaginowy
natomiast jedynie 2% bylo w kodonach kodujacych asparaging. Te wyniki sa zgodne
z obserwacjami innych autoréw, z ktoérych wynika, Zze polimorfizm genu DSPP dotyczy

w gtownej mierze repetytywnych sekwencji Ser-Ser-Asp z 3’ koncowego [60, 139].



Stad w omawianych badaniach proporcjonalnie mniejsza liczba zmian typu SNP zostata
zlokalizowana w kodonach kodujacych kwas asparaginowy i asparaging.

Prowadzona analiza kodondéw kodujacych Asp réwniez wykazata obecno$¢ gtownie
tranzycji pirymidyn. Polimorfizm typu SNP dotyczacy kodonoéw kodujacych kwas
asparaginowy dotyczyl, podobnie jak w wielu przypadkach kodonow seryny, ostatniego
z trzech nukleotydow. Odnotowano 9 zamian T — C w kodonie GAT — GAC oraz 9
zamian C — T w kodonie GAC — GAT. W pierwszym przypadku, w ktérym doszto do
tranzycji T — C wykryto 3 zmiany w pozycjach g.3525, 2.3552 oraz g.3759, ktére nie
zostaly odnotowane w bazie Ensembl wobec czego podobnie jak to mialo miejsce
w przypadku polimorfizmu w kodonach Ser wnioskowa$ nalezy, Ze wystepujace
z czestotliwoscig odpowiednio: 23%, 28% oraz 2% tranzycje T — C w pozycjach g.3525,
2.3552 oraz g.3759 moga mie¢ charakter lokalnego polimorfizmu zwigzanego z badang
populacja. Sugestia ta wydaje si¢ tym bardziej stuszna, ze jak dotad na terenie Polski nie
byty prowadzone Zzadne badania molekularne majace na celu skanowanie sekwencji genu
DSPP w polskiej populacji, co nie pozwala na analiz¢ poréwnawcza, gdyz biezace
doniesienie stanowi pierwsze tego typu. W bazie Ensembl odnotowano natomiast tranzycje
zlokalizowane w pozycjach: g.3507, g.3579, g.3597, g.3624, g.3642, g.3651, w ktorych
odsetek alleli polimorficznych oraz alleli referencyjnych byl zblizony do warto$ci
obliczonej zarowno dla populacji europejskiej, jak 1 ogolnoswiatowe;.

Kolejno odnotowany polimorfizm o charakterze tranzycji C — T wystapit w 9
pozycjach sekwencji kodujacej biatko DPP, z czego tylko 4 byly podane w bazie Ensembl.
Pozostatych 5 stanowito zmiany nowo wykryte w badanej grupie. Zamiany GAC — GAT
charakteryzowatly si¢ niewielkim odsetkiem alleli polimorficznych z czego mozna
wnioskowac, ze jest to ,,nowa” wariancja w sekwencji genu DSPP. Maksymalnie odsetek
zmian wynosit 12% — 13% w pozycjach g.3360 1 2.3588, natomiast minimalnie 3%
w pozycjach g.3543, g.3615 oraz g.3669.

Ciekawym pozostaje fakt pojawienia si¢ jedynie pojedynczej tranzycji T — C
w sekwencji genu DSPP w kodonie kodujacym asparaging. Tranzycja AAT — AAC
wystapita u 17 oséb w pojedynczym allelu, a u 9 os6b zmiana dotyczyta obu alleli, co
stanowilo odpowiednio 28% (17 alleli) zmienionych 158% (35) alleli zgodnych

z sekwencja referencyjna.



Wytlumaczenie braku powstania fenotypu u osob, u ktorych stwierdziliSmy zmiany
typu SNP, w sekwencjach kodujacych biatko DSP oraz DPP jest stosunkowo tatwe biorac
pod uwage ,degeneracj¢” kodu genetycznego, gdzie zmiana ostatniego nukleotydu
w kodonie, w wigkszosci przypadkéw nie skutkuje zmiang kodowania aminokwasu.
Wyjatek stanowig dwa aminokwasy: metionina i tryptofan, ktére kodowane sa przez
wybiorcze kodony odpowiednio ATG 1 TGG. W dokladnie przeprowadzonej analizie
sekwencji genu DSPP u 30 badanych probantéw odnotowano 48 pozycji, w ktorych doszto
do zmiany trzeciego nukleotydu w kodonie, z czego jedna dotyczyta sekwencji kodujacej
biatko DSP, pozostate dotyczyty sekwencji DPP.

Gen kodujacy biatko sialofosforowe zgbiny liczy 8343 pary zasad i sktada sig¢
z5 eksonow oraz 4 introndw. Sekwencja biatka DSP kodowana jest w eksonach: 2
(pierwsze trzy aminokwasy), 3, 4 oraz w niewielkiej ilosci w eksonie 5. Cata sekwencja
biatka DPP kodowana jest natomiast w eksonie 5, ktory to ekson, jak potwierdzity badania
na grupie 30 oso6b oraz liczne badania innych autorow, wykazuja wysoki stopien
polimorfizmu [60, 137, 138]. Objawia si¢ to faktem istnienia licznych odmiennosci
zarowno o charakterze SNP, jak i insercji oraz delecji, bez przesuni¢cia ramki odczytu.

W przeanalizowanej grupie badanych os6b na uwage zashuguje réwniez fakt
wystapienia 7 zmian o charakterze ilosciowym, insercji oraz delecji. Podobnie, jak wynika
z innych doniesien [138, 149], odnotowane zmiany wystapily w sekwencji kodujacej
biatko DPP, w rejonie repetytywnych powtorzen sekwencji Ser-Ser-Asp. Sposrod 30 osob,
u pieciu doszto do delecji, natomiast u dwoch do insercji. Najwigksza liczba utraconych
par zasad wynosita 171, a najmniejsza 9. W pozostalych przypadkach bylo to
odpowiednio: — 75;— 66 oraz — 57 par zasad. W tym rejonie genu, w odniesieniu do
pisSmiennictwa zagranicznego, moze dochodzi¢ do utraty nawet 225 par zasad [139].
Oproécz delecji, w rejonie kodujacym biatko DPP odnotowano takze dwie insercje po 18
nukleotydéw u kazdego z badanych. Zarowno omawiane delecje, jaki i insercje dotyczyty
catych kodonow, przez co nie dochodzito do przesuniecia ramki odczytu, skutkowaty
natomiast, skréceniem badz wydtuzeniem kodowanego biatka o kolejne 9 aminokwasow
w repetytywnej sekwencji Ser-Ser-Asp, co najwyrazniej w zaden sposob nie wplywa na
funkcjonalno$¢ biatka DPP u czlowieka 1 wydaje si¢ stlusznym przypuszczeniem,

w konteks$cie duzej zmiennos$ci dlugosci odcinka Ser-Ser-Asp u innych gatunkow [150].



Ostatnim, a zarazem najciekawszym typem zmian zaobserwowanych w obecnym
doswiadczeniu, byla potwierdzona obecno$¢ 11 mutacji punktowych w badanych
sekwencjach genu DSPP. Trzykrotnie powtarzana analiza wykazala, ze kazdy nosiciel
mutacji byt heterozygota. Pomimo, iz mutacjom ulegaly nukleotydy pierwszy, drugi lub
trzeci w kodonie, za kazdym razem odnotowano zamian¢ kodowanego aminokwasu.

Analiza porownawcza z baza Ensembl wykazata, iz tylko jedna z odnotowanych
mutacji wystgpowala w bazie Ensembl, reszta wydaje si¢ by¢ mutacjami specyficznymi dla
badanej populacji. Zgtoszona do bazy Ensembl mutacja w pozycji g.3568, skutkuje
zamiang kodonu AAT — GAT (Asn —Asp). Pomimo braku cech klinicznych
dentinogenesis imperfecta typu II/IIl oraz dysplazji z¢biny stwierdzilismy, Ze mutacja
AAT — GAT wystgpita u 11 sposrod 30 przebadanych probantow. Ponadto,
potwierdzono, ze wszyscy probanci byli heterozygotami posiadajac jeden allel zmutowany
G oraz jeden allel z sekwencja referencyjng A. Po pordwnaniu z baziag Ensembl okazato
si¢, ze mutacja Asnl180Asp zostala odnotowana jako rzadka forma polimorfizmu,
nieskutkujaca pojawieniem si¢ fenotypu dentinogenesis imperfecta typu IUVIII badz
dysplazja zgbiny, co najprawdopodobniej wigze si¢ z faktem, iz aminokwasy Asn i Asp
poza tadunkiem elektrycznym nie rdznig si¢ znaczaco, a takze faktem lokalizacji mutacji w
sekwencji biatka DPP, ktéra nie wptywa na znaczaca zmiang konformacji przestrzennej
biatka DPP, gdyz reszty Pse oraz Asp w 3’ koncowym biatka DPP umiejscowione sg na
zewnatrz tancucha biatkowego [90]. Do zakwalifikowania mutacji Asnl1180Asp do grupy
polimorfizmu przyczynia si¢ rowniez fakt czgstosci pojawiania si¢ tej zmiany w badanej
populacji, gdyz w tzw. watpliwych przypadkach stosuje si¢ kryterium czgstosci
wystepowania zmiennosci genetycznej [147], ktorej prog okreslono na 1%.

Kolejne, trzy mutacje: Ser1189Cys, Ser1258Cys oraz Aspl198Asn w sekwencj
kodujacej biatko DPP wykazano odpowiednio u 20, 23 114 osob, aodsetek alleli
zmienionych wynosit kolejno 33%, 38% oraz 23%.

Mutacje w drugim nukleotydzie w kodonach Ser1226Asn oraz Asnl232Ser w
sekwencji biatka DPP wystapity u 4 o0sob z czego tylko ta druga zostala odnotowana
w bazie Ensembl. Odsetek zmienionych alleli w obu przypadkach wynosit 7% — 4 allele,
co przy przekroczeniu progu 1% wystepowania dla badanej populacji rowniez pozwala na

zakwalifikowanie tych mutacji jako formy miejscowego polimorfizmu.



Ostatnie zarejestrowane zmiany kodu genetycznego skutkujace powstaniem mutacji

dotyczyly 4 pozycji sekwencji kodujacej biatko DPP i polegaty na transwersji ostatniego
nukleotydu w kodonie. Trzech z nich Aspl1194Glu, Asp1227Glu oraz Aspl1245Glu nie
odnotowanych w bazie Ensembl. Mutacje polegaty na zamianie kodonu GAC — GAA.
Odsetek zmienionych alleli wynosit odpowiednio: 13% (8 alleli), 7% (4 allele) oraz 2%
(1 allel). W lokalizacji g.3732 transwersja A — C poskutkowala zmiang Glu — Asn.
Mutacj¢ potwierdzono u 3 probantdéw, gdzie odsetek zmutowanych alleli wynidst 5%
(3allele). W bazie Ensembl zmiana g.3732 jest rowniez odnotowana, jednak nie sg podane
warto$ci pozwalajace do przeprowadzenia analizy porownawcze;j.

Pomimo intensywnie prowadzonych badan klinicznych, skorelowanych ze
szczegbdtowa analiza molekularng, na chwile obecng nie zostalo do konca wyjasnione,
dlaczego mutacja o charakterze zmiany sensu u niektorych pacjentéw powoduje
pojawienie si¢ cech klinicznych DGI II/III badz DD, natomiast u innych nie stwierdza si¢
jakichkolwiek cech klinicznych wady genetycznej. Przypuszcza si¢, Ze najbardziej istotng
przyczyna jest wptyw mutacji na zmiany w budowie i funkcjonowaniu kodowanego bialka.
Niebagatelne znaczenia moze mie¢ rowniez wymagana aktywno$¢ biatka in-situ. Istnieja
doniesienia potwierdzajace, iz w niektorych przypadkach wystarczy 10% prawidtowego
mRNA dla supresji defektu genu [147]. W badaniach, przeprowadzonych przez
von Marschall i Fisher’a [150] przedstawiono dowody na to, ze mutacje w sekwencji genu
DSPP, ktore skutkuja fenotypem dentinogenesis imperfecta typu Il lub III badZz dysplazja
zgbiny, powoduja zatrzymanie zmutowanego biatka wewnatrz szorstkiego reticulum
endoplazmatycznego (rER), na skutek nieprawidlowego taczenia biatka z receptorem IPV,
a w konsekwencji zahamowaniem transportu biatka poza rER, brakiem modyfikacji
potranslacyjnych 1 wydzielania bialka do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej. W takich
przypadkach dochodzi do catkowitego niedoboru pochodnych biatka DSPP w przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej. Jednak wedlug autoréw ta ewentualno$¢ pojawia si¢ jedynie
w przypadku mutacji w sekwencji kodujacej peptyd sygnalizacyjny oraz pierwsze 3
aminokwasy odpowiedzialne za odcigcie peptydu [150]. Druga mozliwos$cia przedstawiong
przez autoréw jest mutacja skutkujaca przesunigciem ramki odczytu wystepujaca
w domenach hydrofobowych, ktéra powoduje zakotwiczenie zmutowanego biatka DSPP

w blonie rER. Réwniez w tej sytuacji nie dochodzi do modyfikacji potranslacyjnych biatka



DSPP oraz nie jest ono transportowane do macierzy zewnatrzkomorkowej, natomiast ulega
natychmiastowej degradacji w cytoplazmie odontoblasta [147].

Brak powstania fenotypu w badanej grupie mozna wyttlumaczy¢ dwojako. Po
pierwsze wszystkie przebadane osoby byly heterozygotami, w zwiagzku z czym posiadaty
jeden allel zmutowany oraz jeden allel z sekwencja referencyjng. Mozna stad
wywnioskowa¢, ze ilos¢ bialka wytworzona z niezmienionego allela byta wystarczajaca
dla prawidlowego formowania i mineralizacji zgbiny, co réwniez potwierdzaja badania
innych autorow [60, 150]. Po drugie, fakt odnotowania u niektorych oséb mutacji moze
$wiadczy¢ o tym, ze istniata u tych probantéw w uzebieniu mlecznym szczatkowa forma
dysplazji zebiny, o ktorej nie dowiedzieli$my si¢ podczas szczegdélowego wywiadu, a tym
samym po zakonczeniu wymiany uzebienia na state nie mamy mozliwo$ci sprawdzenia
powyzszej hipotezy.

Mutacje w obszarze kodujacym biatko DPP najczesciej skutkuja powstaniem zmian
fenotypowych [137, 138, 139]. Nalezy jednak uwzgledni¢ fakt, iz u naszych probantéw
mutacje w genie DSPP wystgpowaly w kodonach koncowych sekwencji tego genu, stad
istnieje mozliwo$¢, ze nie wptynely na istotng zmiang funkcjonalno$ci biatka DPP.

Pomimo, iz gen DSPP jest jedynym, jak dotad, potwierdzonym genem, ktorego
mutacje prowadza do powstania wady rozwojowej uzebienia statlego 1 mlecznego
objawiajacej si¢ fenotypem dentinogenesis imperfecta typu II/111 oraz dysplazji z¢biny, jak
dotad na terenie Polski nigdy nie podj¢to badan majacych na celu molekularng analize
sekwencji genu DSPP zaré6wno u pacjentow prezentujacych cechy kliniczne
dentinogenesis imperfecta typu II/IIl lub dysplazj¢ zgbiny, jak tez w zdrowej populacji.
Badania takie wydaja si¢ jak najbardziej zasadne przez wzglad na ogromny problem
leczniczy, jaki niesie za soba leczenie chorych z dentinogenesis imperfecta typu II/I1I lub
dysplazja zgbiny [151, 152, 153]. Zastosowanie najbardziej nowoczesnych metod
diagnostyki molekularnej pozwala réwniez na stworzenie profilu zmienno$ci genu DSPP
(polimorfizm) w polskiej populacji, ktéry zgodnie z wynikami uzyskanymi w obecnej
pracy wydaje si¢ prezentowac¢ polimorfizm specyficzny dla naszego regionu, rdznigcy si¢
od danych zawartych w ogdlno$wiatowej bazie ludzkiego genomu Ensembl, okreslonych

zaréwno dla populacji europejskiej (rasy Kaukaskie), jak 1 dla ogdlnoswiatowe;.



Najnowsze doniesienia z zakresu diagnostyki molekularnej sugeruja réwniez istotno$¢
tworzenia dla okreslonych populacji, profilu zmian polimorficznych o charakterze SNP,
ktore sa stabilne mutacyjnie, przez co pozwola w przyszioSci na prognozowanie
1 okre$lenie obrazu klinicznego wad genetycznych. Tworzenie wzoréw osobistych map
SNP daje bowiem mozliwo$¢ poréwnania ich z wzorcem danej choroby, a tym samym
dostarcza  informacji  dotyczacych  stopnia  penetracji wady 1  okreslenia

prawdopodobienstwa wystapienia fenotypu u przysztych pokolen.



8. WNIOSKI

Gen DSPP kodujacy biatko sialofosforowe zgbiny wykazuje wysoki stopien
polimorfizmu w populacji 0s6b nie prezentujacych fenotypu dentinogenesis imperfecta
typu II i/lub III oraz dysplazji zgbiny.

1. Polimorfizm genu DSPP wystgpuje zarowno w sekwencji kodujacej biatkko DSP

jak 1 sekwencji kodujacej biatko DPP.

2. Polimorfizm genu DSPP zardwno w sekwencji kodujacej biatko DSP jak i DPP
objawia si¢ zmianami o charakterze jako$ciowym w postaci zmian w sekwencji
pojedynczych nukleotydow. Natomiast polimorfizm ilo§ciowy w postaci insercji
i delecji w badanej populacji wystepuje jedynie w sekwencji kodujacej biatko DPP.

3. W badanej populacji istniejg mutacje w genie DSPP, nie skutkujace powstaniem
fenotypu dentinogenesis imperfecta typu II/I1I lub dysplazji zgbiny.

4. Czgstotliwo$¢ wystepowania zbadanych mutacji genu DSPP w badanej grupie
pozwala zakwalifikowa¢ je do zmian o charakterze rzadkich, ,niepatogennych”
odmian sekwencji genu DSPP, a odnotowany polimorfizm w duzym procencie ma

charakter zmian ,,lokalnych”, specyficznych dla badanej grupy.
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