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1. STRESZCZENIE

Ustalenia najnowszych badan dowodza, iz wrodzony niedorozwdj zebiny objawiajacy
si¢ fenotypem dentinogenesis imperfecta typu II/II1 ( DGI II/III) i/lub dysplazja zebiny typu II
(DD 1I) stanowig te samg jednostke chorobowa o réznym stopniu penetracji. DGI II/III oraz
DD II dziedziczone sg w sposéb autosomalny dominujacy lub powstaja w wyniku mutacji de
novo 1 s3 wadami izolowanymi, co oznacza, ze fenotyp pojawia si¢ jedynie w uzgbieniu.
Czgstos¢ wystepowania DGI II/III oraz DD II oceniana jest w populacji ogdlno$wiatowej na
1:8000 zywych urodzen. Jednoczesnie brakuje jakichkolwiek danych dotyczacych czestosci
wystepowania dentinogenesis imperfecta typu II/111 oraz dysplazji zgbiny typu II w polskiej
populacji. DGI II/IIl oraz DD II sg efektem mutacji w genie DSPP zlokalizowanym u
cztowieka na chromosomie 4g21.3 i kodujacym biatko sialofosforowe zebiny (DSPP). Biatko
DSPP jest syntetyzowane w odontoblastach i po kolagenie typu 1 jest najobficiej
wystepujacym biatkiem w organicznej macierzy zebiny. Jednoczesnie DSPP jest biatkiem
markerowym dla zebiny, poniewaz jego stezenie w innych tkankach, w tym ko$ciach i
tkankach migkkich jest obecne na zacznie nizszym poziomie (okolo 400-krotnie).
Bezposrednio po translacji, DSPP ulega licznym modyfikacjom potranslacyjnym, w tym
podziatowi na dwa bialka potomne bialko sialowe zebiny — DSP oraz biatko fosforowe
zgbiny — DPP. Ze wzgledu na odmienng budowe oraz charakter biochemiczny biatka DSP
oraz DPP pehnig rozne funkcje w procesie mineralizacji z¢biny. DPP bierze udziat w nukleacji
i dojrzewaniu krysztaldow hydroksyapatytu zgbiny, natomiast DSP spowalnia proces
mineralizacji.

Fenotyp DGI IV/II i/lub DD dotyczy zaréwno uzebienia mlecznego, jak 1 statego i
charakteryzuje si¢ nieprawidtowa budowa z¢biny. Korony zeboéw wykazuja opalizacje w
kolorach zo6ttym, brazowym Ilub niebieskim. Szkliwo pomimo prawidlowej budowy ma

tendencj¢ do pekania i1 odpryskiwania na granicy szkliwno-zebinowej, co powoduje



odstonigcie migkkiej zgbiny, ktéra ulega szybkiemu starciu. W wyniku stabszej mineralizacji
zeby mleczne sg zwykle bardziej uszkodzone niz state. Korony z¢gboéw maja ksztatt dzwonu z
silnym zwezeniem w okolicy szyjek zebow. W badaniu radiologicznym stwierdza si¢
obliteracje komor i kanatow korzeniowych zgbow oraz wystgpowanie zgbiniakéw. Korzenie
z¢bow sa skrocone 1 cienkie, czesto wystepuja przejasnienia w okolicach wierzchotkow
korzeni. Gldwna roznicg kliniczng pomiedzy DGI IVIII oraz DD I jest to, iz DD II wystgpuje
gléwnie w uzegbieniu mlecznym, a uzebienie state nie wykazuje zmian z wyjatkiem czestszej
obecnosci zgbiniakow. W przypadku DGI II/III objawy niedorozwoju z¢biny wystepuja juz w
uzebieniu mlecznym 1 nasilajg si¢ z wiekiem zakldcajac rozwdj i funkcjonowanie narzadu
zucia.

Do chwili obecnej wykryto okoto 30 mutacji w genie DSPP odpowiedzialnych za
powstanie fenotypu DGI IIVII i/lub DD. Dotyczyly one sekwencji kodujacej peptyd
sygnatowy, biatko DSP i biatko DPP. Ro6wnoczes$nie, stwierdzono wystgpowanie duzej liczby
mutacji utajonych, ktore sklasyfikowano jako cech¢ polimorfizmu genu DSPP.

Celem pracy byta analiza molekularna genu DSPP u 0s6b z fenotypem dentinogenesis
imperfecta typu II/IIl i/lub dysplazja zgbiny typu II oraz proba wykrycia mutacji bedacych
przyczyna wystapienia objawoéw klinicznych choroby. Analizie poddano sekwencje genu
DSPP kodujace peptyd sygnatowy, biatko DSP, biatko DPP oraz sekwencje¢ 3’ UTR. Materiat
genetyczny pochodzit od 10 0s6b z rozpoznaniem klinicznym i radiologicznym DGI II/1T i/lub
DD II oraz 30 0s6b zdrowych bez cech klinicznych DGI II/IIT i/lub DD II, ktore stanowity
grupe kontrolng. Sekwencje obu grup poréwnywano do sekwencji referencyjnych
zgromadzonych w $§wiatowe] bazie ludzkiego genomu Ensembl (ww.ensembl.org). Na
wykonanie badania otrzymywano pisemng zgod¢ probanta lub jego opiekuna prawnego w
przypadku oséb niepetnoletnich i prowadzono za zgoda Niezaleznej Komisji Bioetycznej przy

Gdanskim Uniwersytecie Medycznym NKEBN/164/2011. Materiat do§wiadczalny stanowito
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DNA wyizolowane z nabtonka $luzowki jamy ustnej w postaci wymazow pobieranych na
jatlowe wymazowki. DNA izolowano klasyczng metoda organiczng uzywajac mieszaniny
fenol - chloroform. Pomiar stezenia DNA dokonywano metoda fluorymetryczng. Nastgpnie,
metoda PCR przeprowadzono amplifikacje fragmentéw genu DSPP przy uzyciu starterow
opisanych przez McKnight 1 wsp. oraz Bai i1 wsp., a uzyskane fragmenty poddano
oczyszczaniu, precypitacji, rozdzialowi oraz sekwencjonowaniu.

Analiza molekularna sekwencji genu DSPP u os6b w polskiej populacji
prezentujacych fenotyp DGI typu II/III i/lub DD typu II oraz w grupie kontrolnej wykazata
brak mutacji w sekwencji kodujacej peptyd sygnatowy, natomiast stwierdzono obecnos$é
mutacji i licznych zmian polimorficznych typu SNP w sekwencji genu DSPP kodujacej biatka
DSP, DPP oraz w rejonie 3’ UTR.

W sekwencji kodujacej biatko DSP odnotowano jedna mutacj¢ w pozycji g.235. W
obu grupach badanych byla to zamiana o charakterze transwersji, powodujaca zamiang
argininy w tryptofan, przy czym w grupie osob chorych wszyscy probanci, u ktorych
wystapita byty heterozygotami. Natomiast wérdd osob zdrowych, u ktérych stwierdzono tg
samg mutacj¢ 1 osoba byta homozygota z obydwoma zmutowanymi allelami. W obu grupach
stwierdzono rdwniez wystepowanie 1 zmiany polimorficznej typu SNP w pozycji g.930, ktora
nie skutkowata zamiang kodowanego aminokwasu.

W sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP w grupie osob chorych
zaobserwowano 11, a w grupie os6b zdrowych 13 mutacji punktowych. Mutacja w pozycji
2.3550 (GAT—AAT) wystepowala tylko u oséb chorych, natomiast w pozycjach: g.2006
(GAC—GGO), g.2024 (AAC—AGC), g.3592 (AGT—-GGT), g.3768 (GAC—GAA) mutacje
pojawily si¢ jedynie u os6b zdrowych. Mutacje zmieniajace sens wystepowaty w pierwszym,
drugim i trzecim nukleotydzie w kodonie. Dodatkowo w sekwencji kodujacej biatkko DPP

wykryto liczne zmiany polimorficzne typu SNP, o charakterze tranzycji pomigdzy
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pirymidynami, ktére nie powodowaty zmiany kodowanego aminokwasu. W obu badanych
grupach tranzycje pirymidyn wystapity w 30 pozycjach w sekwencji DNA. W grupie osob
zdrowych stwierdzono 18 dodatkowych zmian polimorficznych typu SNP, ktérych nie
odnotowano wsrdd chorych probantow. W grupie osob chorych zmiany polimorficzne w
sekwencji kodujacej biatko DPP w 60% dotyczyly kodondéw kodujacych seryne, natomiast
37% kodonéw kodujacych kwas asparaginowy. Jedynie 3% zmian dotyczyto kodonow
kodujacych asparaging. W grupie kontrolnej odsetki ksztaltowaty sie podobnie i wynosity
odpowiednio: 58%, 38% i 4%. Dodatkowo, tylko w grupie o0sob zdrowych wystapity
aranzacje genowe (zmiany ilo$ciowe) w postaci insercji i delecji . Insercja 18 nukleotyddéw
wystapita u 2 probantéw w obu allelach, natomiast delecje w obu allelach u 5 probantéw,
przy czym liczba utraconych nukleotydéw wynosita odpowiednio: 171, 75, 66, 57, 9. Zadna z
odnotowanych zmian ilosciowych nie powodowaly przesunigcia ramki odczytu.

W sekwencji genu DSPP w rejonie 3’ nieulegajacym translacji (3’UTR) stwierdzono
wystepowanie 2 tranzycji. W pozycji g.3956 tranzycja wystgpita w obu badanych grupach, a
liczba 0s6b bedacych homozygotami z allelami zmutowanymi wynosita 7 wsrdéd chorych oraz
26 wsrod zdrowych probantow. W pozycji g.4070 stwierdzono wystepowanie mutacji jedynie
u 1 chorego probanta.

Analiza materialu genetycznego wykazata, ze w obu badanych grupach gen DSPP
wykazuje wysoki stopien zmienno$ci w postaci mutacji zmieniajagcych sens jak i
polimorfizmu. Mutacje oraz zmiany polimorficzne wystepuja w sekwencjach kodujacych
zaroOwno biatko DSP jak i DPP, natomiast polimorfizm ilo$ciowy wystapit jedynie w grupie
kontrolnej. W obu badanych grupach mutacje zmieniajace sens 1 zmiany polimorficzne
wystepowaty w tych samych loci genu DSPP, co nie pozwala jednoznacznie okresli¢
przyczyny wystapienia fenotypu DGI II/III lub DD II u badanych chorych. Brak informacji w

bazie ludzkiego genomu Ensembl o niektorych mutacjach wystepujacych w grupie badanej
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oraz kontrolnej, pozwala zakwalifikowa¢ je jako zmiany o charakterze polimorfizmu

lokalnego.
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2. SUMMARY

Contemporary research shows that dentinogenesis imperfecta type 1I/111 (DGI II/III)
and/or dentin dysplasia type II (DD II) are the same disease entity with various degrees of
severity. DGI II/III and DD II are inherited as autosomal dominant disorders or as a result of
de novo mutations and are insulated defects. The estimated frequency in the worldwide
population is 1: 8000, but the Polish population data are incomplete due to the fact that there
is no register of people with phenotype DGI II/IIl and/or DD II. Dentinogenesis imperfecta
type II/III and dentin dysplasia type II are the result of mutations in the DSPP gene located on
chromosome 4q22.1 and encoding a dentine sialophosphoprotein (DSPP). DSPP is
synthesized in the odontoblasts and after the type I collagen is the most abundant protein of
the organic matrix of dentin. DSPP is proposed to be a marker protein for the dentin because
its biosynthesis in other tissues, including bone and soft tissue, is present at a lower level
(approximately 400-fold). Immediately after the translation, DSPP undergoes number of
modifications, including cleavage into two daughter proteins: dentin sialoprotein (DSP) and
phosphoprotein (DPP). Due to the different structure and the biochemical properties both
daughter proteins perform different functions in the process of dentin mineralization. DPP
participates in the nucleation of hydroxyapatite crystal and maturation of dentin, while DSP
slows down or even inhibits the process of mineralizaton.

DGI II/T and/or DD affects both deciduous and permanent teeth and is characterized
by malformation of a structure of dentin. Tooth crowns exhibit iridescence in yellow, brown
or blue. In spite of a proper structure enamel has a tendency to crack and chip on the border of
enamel-dentine, which causes the exposure of the soft dentin. Consequently the soft dentin
undergoes rapid attrition. As a result of weaker mineralization, primary teeth are usually more
damaged than permanent ones. Anatomically, tooth crowns are bell-shaped with marked

cervical constriction. The radiological study concludes the obliteration of chambers and root
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canals as well as the presence of pulp stones. The roots are shortened and thin and show
periapical radiolucencies. The main clinical differences between the DGI II/III and DD is that
DD mainly occurs in deciduous dentition while permanent dentition shows no change except
for the frequent presence of pulp stones. The symptoms of DGI II are already present in the
deciduous dentition and intensify with age interfering with the development and function of
the masticatory system.

So far approximately 30 mutations have been detected in the DSPP gene, which reflect
in the phenotype of DGI II/II and/or DD II. They have been related to a sequence encoding: a
signal peptide, DPP and DSP. Simultaneously an occurrence of a large number of latent
mutations of DSPP gene classified as a polymorphism, has been observed.

The aim of the study was the molecular analysis of DSPP gene in patients with
dentinogenesis imperfecta type II/III and/or dentin dysplasia type II and an attempt to detect
causative mutations. The sequence of DSPP gene encoding the signal peptide, DPP, DSP and
3’UTR was studied and analyzed. DNA was taken from 10 probands with dentinogenesis
imperfecta 1I/111 and /or dentin dysplasia Il and was compared to the sequences of 30 healthy
probands without clinical features of DGI II/II and/or DD II, who constituted the control
group. Sequences of these two groups were compared to a marker sequence presented in the
Human Genome database Ensemble (ww.ensembl.org). In order to carry out the study, a
written consent from the proband or a proband’s legal guardian if participant was underage
was obtained. The study was carried out with the approval of the Independent Ethics
Commission of the Medical University of Gdansk. The experimental material consisted of
DNA samples isolated from the oral mucosa epithelium collected with swabs. DNA was
isolated with the standard phenol — chloroform method. DNA concentration was measured by

fluorimetric method. Subsequently, PCR amplification of gene fragments was performed
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using primers DSPP proposed and described by McKnight et al. and Bai et al. The obtained
fragments were purified, precipitated, and sequenced.

Molecular analysis of the DSPP sequences in individuals with DGI II/III or/and DD II
phenotype and in the control group in the Polish population showed no mutation in the coding
sequence of the signal peptide. In contrast, the presence of mutations and numerous SNP
polymorphic changes in the coding sequences of the DSP, DPP and in the region of the
3 'UTR was observed.

In the sequence coding DSP, 1 mutation at the g.235 position (AGG — TGG) in both
groups was recorded. It was a transversion resulting in the conversion of arginine to
tryptophan. In the experimental group all patients were heterozygotes, while among healthy
people with this mutation, one person was a homozygote with both mutant alleles. In the both
groups one SNP polymorphic change at the g.930 position was found, but it did not result in
the conversion of the encoded aminoacid.

The sequence coding DPP showed 11 point mutations in the group of sick patients and
13 point mutations in the group of healthy individuals. The mutation at the position g.3550
(GAT — AAT) occurred only in sick patients, while at positions g.2006 (GAC — GGC),
22024 (AAC — AGC), g.3592 (AGT — GGT), g.3768 (GAC — GAA) only in healthy
subjects. Mutations were observed in the first, second and third nucleotide in codon. In the
sequence coding DPP a number of SNP polymorphic changes as transitions between
pyrimidines has been detected but they did not alter the encoded aminoacid. In both groups,
they occurred in 30 positions of DPP sequence of the DSPP gene. In the group of healthy
subjects 18 additional polymorphic changes were found. In the group of sick patients
polymorphic changes in the sequence coding DPP in 60% were related to serine codons, in
37% were related to the codons encoding aspartic acid, and only in 3% were related to

asparagine codons. In the control group rates were quite similar: 58%, 38% and 4%. In
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addition, only in the group of healthy subjects quantitative gene arrangements occurred in the
form of insertions and deletions. Insertion of 18 nucleotides was observed in 2 probands in
both alleles, and deletions in the 5 ,,control” persons also in both alleles; the numbers of
deleted nucleotides were: 171, 75, 66, 57, 9. All quantitative changes did not result in a frame
shift.

In the DSPP gene sequence in the 3' untranslated region (3'UTR) two transitions have
been identified. At the position g.3956 transition occurred in the both groups, and the
numbers of homozygotes with mutant alleles were 7 (sick) and 26 (healthy). At the position
24070 a mutation was found in one sick proband who was a homozygote with both mutant
allels.

The molecular study showed that the DSPP gene exhibits a high degree of variability
involving missence mutations and polymorphisms in the both evaluated groups. Mutations
and polymorphic changes occurred in the sequences coding both the DPP and DSP. In
contrast, quantitative polymorphism occurred only in the control group. In both groups
missence mutations and polymorphic changes occurred in the same loci of DSPP, which does
not allow to clearly identify the causative mutations for the phenotype of DGI II/III or DD II
occurrence in sick patients. No information in the human genome database Ensembl about
some of the mutations occurring in the experimental and control group allows to qualify them

as local polymorphism changes.
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3. WSTEP

3.1. Zaburzenia rozwojowe z¢biny

Z posrdd ponad 7000 chordb uwarunkowanych genetycznie opisanych u cztowieka 30
—40% manifestuje si¢ objawami w obrgbie twarzoczaszki, jamy ustnej i/lub zebow. Objawom
ogolnoustrojowym niejednokrotnie towarzyszy zmniejszenie iloSci zgbdw zardwno
mlecznych jak i statych, zmiany w budowie anatomicznej poszczeg6lnych grup zebowych lub
catego uzgbienia, a takze zaburzenia jakosciowe w budowie poszczegdlnych tkanek zgba, w
tym nieprawidtowos$ci w budowie i mineralizacji szkliwa, zgbiny 1 cementu korzeniowego
[Angus 1 wsp.2003, Kuczynska 1 wsp.1993, Szpringer-Nodzak i wsp.2003]. Obserwowane
zmiany sg wynikiem zaburzen w rozwoju, powstatych podczas formowania si¢ zawigzkow
zebow 1 moga wystepowaé jako samodzielne jednostki chorobowe zwane wadami
izolowanymi, badz tez sg objawem stomatologicznym zespoléw wad uwarunkowanych
genetycznie. Zaburzenia rozwoju tkanek zg¢ba jako samodzielne jednostki chorobowe nalezg
do rzadkich wad rozwojowych [Angus 1 wsp.2003, Szpringer-Nodzak 2003, Janczuk 2006].
Zmiany moga dotyczy¢ pojedynczych tkanek zeba to jest szkliwa, zebiny i/lub cementu
korzeniowego badz tez obejmowaé wszystkie struktury budujace zab [Angus 1 wsp.2003,

Szpringer-Nodzak i wsp.2003, Janczuk 2006].

3.1.1. Definicja, klasyfikacja i epidemiologia zaburzen rozwoju z¢biny

Wrodzone zaburzenia rozwoju zgbiny naleza do izolowanych wad genetycznych
dziedziczonych w sposob autosomalny dominujacy [Angus i wsp.2003, Szpringer-Nodzak i
wsp.2003, Janczuk 2006, AAPD 2010]. Wady te moga skutkowa¢ wystapieniem fenotypu
jedynie w uzebieniu mlecznym lub objawiaé si¢ zar6wno w uzgbieniu mlecznym jak i stalym

[Angus i wsp.2003, Barron i wsp. 2008, AAPD 2010].
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Wrodzone zaburzenia rozwoju zgbiny podzielono arbitralnie na: — nieprawidlowy
rozwoj z¢biny dentinogenesis imperfecta (DI\DGI) oraz — dysplazj¢ zebiny (dentin dysplasia,
DD), jednak powyzsza klasyfikacja powstata jedynie na podstawie obserwowanych objawéw
klinicznych 1 radiologicznych, przed wprowadzeniem metod biologii molekularnej do
codziennej diagnostyki klinicznej [Witkop 1975, Shields i wsp. 1973].

Dentinogenesis imperfecta wg Shields wystepuje [Shields 1973, Kuczynska 1 wsp.
1993] w trzech postaciach: — DGI typu I, DGI typu II lub DGI typu IIL

DGI typu I (OMIM 166200) jest zaburzeniem rozwoju zebdw wspottowarzyszacym
wrodzonej tamliwosci kosci (osteogenesis imperfecta), bedacej efektem nieprawidlowej
budowy kolagenu typu I, jako bezposrednie nastgpstwo mutacji w genach COLIAI i COLIA2
zlokalizowanych u cztowieka odpowiednio na chromosomach 17q21.31-q22 i 7g22.1 [Kim 1
wsp. 2007]. Wigkszos¢ przypadkdéw osteogenesis imperfecta dziedziczy si¢ w sposob
autosomalny dominujacy [Hart i wsp. 2007, Szpringer-Nodzak i wsp. 2003, Angus i wsp.
2003] z czestoscig wystepowania okoto 1: 35 000 zywych urodzen [Szpringer-Nodzak i wsp.
2003]. W przeciwienstwie do GDI typu I, DGI typu II (OMIM 125490), zwana réwniez
opalizujaca zebing lub choroba Capdeponta, jest izolowang wada rozwojowa wykazujaca
fenotyp jedynie w obrgbie uzgbienia i pojawia si¢ z czesto$cig 1: 8000 zywych urodzen
[Barron i wsp. 2008, Kida i wsp.2009, Kim i wsp. 2007]. Podobnie, DGI typu III (OMIM
125500) pierwotnie uznana za defekt zgbowy dotyczacy odizolowanej spolecznosci
Brandywine (Maryland, USA), w ktorej wada wystepowala z czgstoscig 1:15 przypadkow
zywych urodzen [MacDougall i wsp. 2006]. Jednak obecnie szacuje si¢, iz w populacji
ogolnoswiatowej DGI typu III wystepuje z czgstoscig zblizong do odnotowanej dla DGI typu
IT [Hart 1 wsp. 2007, Kim i wsp. 2007].

Dysplazja z¢biny (Dentin Dysplasia) wg Shields [Shields 1 wsp. 1973, Kuczynska 1

wsp. 1993] wystepuje w dwodch postaciach: DD typu I oraz DD typu II. DD typu I (OMIM
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125400) zostala nazwana dysplazja zgbiny korzeniowej. Obserwowany fenotyp wystepuje w
zgbach mlecznych i statych, ktorych korony pozostajg fenotypowo niezmienione, natomiast
zgby maja skrocone korzenie czego efektem jest wczesna utrata uzebienia [Angus i wsp.
2003, Hart i wsp. 2007, Lee SK. i wsp. 2011]. Czestos¢ wystepowania DD typu I szacuje si¢
na 1:100000 zywych urodzen [Hart i wsp. 2007, Janczuk 2006]. Odmienne objawy
fenotypowe obserwuje si¢ w dysplazji zebiny typu II (DD typ II), zwanej dysplazja z¢biny
koronowej (OMIM 125420), ktora réwniez objawia si¢ zarowno w zebach mlecznych jak i
statych [Angus i wsp. 2003, Hart i wsp. 2007].

Wszystkie opisane zaburzenia rozwoju zebiny dziedziczone sa w sposob autosomalny
dominujacy [Angus i wsp. 2003] jednak jak dotad nie zidentyfikowano molekularnych
przyczyn DD typu I [Hart 1 wsp. 2007]. Jednocze$nie potwierdzono, ze wszystkie pozostale
wady rozwojowe zgbiny sag efektem mutacji w genie DSPP zlokalizowanym na chromosomie
4922.1 i kodujacym  niekolagenowe biatko  sialofosforowe zgbiny (dentin
sialophosphoprotein; DSPP) [Barron i wsp. 2008,Hart i wsp. 2007]. Pozyskanie na poziomie
molekularnym szczegélowych wynikoéw dotyczacych przyczyn powstawania fenotypu DGI
typu I/ III oraz DD typu II pozwala wnioskowac, ze fenotyp bedacy efektem mutacji w genie
DSPP jest jedna jednostka chorobowa rdznigcg si¢ jedynie stopniem penetracji wady, co
klinicznie skutkuje roznym nasileniem klinicznych objawéw choroby [Barron i wsp. 2008,
Beattie 1 wsp. 2006, Janczuk 2006]. Uzywajac zaproponowanego schematu, fenotyp DD typu
IT skutkowatby fenotypem dajacym najstabsze symptomy, DGI typu II $rednim
zaawansowaniem choroby, a fenotyp DGI typu III bylby najciezsza postacig choroby [Barron

i wsp. 2008, Beattie 1 wsp. 2006].
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3.2.1. Obraz kliniczny i radiologiczny dentinogenesis imperfecta typu 11 i 111 oraz

dysplazji z¢biny typu I1

Symptomy dentinogenesis imperfecta typu Il wystepuja zardéwno w uzgbieniu
mlecznym jak i1 statymi cechujg si¢ wystgpowaniem przebarwien zgbéw na kolor niebiesko-
szary badz bursztynowo-brazowy z charakterystyczng opalizacja [Angus 1 wsp. 2003,
Szpringer-Nodzak 1 wsp. 2003]. Po wyrznigciu zgbow, szkliwo tatwo ulega odkruszeniu
odstaniajac migkka, szybko $cierajaca si¢ zgbing. W skrajnych przypadkach korony zebow
mlecznych w przeciggu 2 lat moga ulec starciu do poziomu dzigsta [Janczuk 2006,
MacDougall i wsp. 2006]. Bulwiaste, baniaste lub opuszkowate korony zebdéw sa silnie
poszerzone, a w okolicy szyjek zeboéw wystepuja przewezenia predysponujace do
spontanicznych odtaman korony zeba [Barron i wsp. 2008, Janczuk 2006, Komorowska
1994]. W badaniu radiologicznym stwierdza si¢ zwezenie i skrocenie korzeni zgbow oraz
obecnos$¢ cienkich i zobliterowanych kanatow korzeniowych. Pomimo, iz komory miazgi sa
rowniez zobliterowane, to na skutek szybkiego Scierania zebéw w krotkim czasie dochodzi do
obnazenia miazgi, z jej nastepcza martwicg i zgorzela, ktora niejednokrotnie prowadzi do
powiktan w obrebie tkanek okotowierzchotkowych [Angus i wsp. 2003, Hart i wsp. 2007,
Janczuk 2006, Szpringer-Nodzak i wsp. 2003]. Niejednokrotnie obliteracje komor zebow
mozna stwierdzi¢ jeszcze przed rozpoczeciem wyrzynania zgba [AAPD 2010].

Badanie histologiczne zgbow z dentinogenesis imperfecta typu Il wykazuje obecnos¢
cienkiego szkliwa o prawidtowej budowie. Z¢gbina ma natomiast budowe nieprawidtowa, co
szczegblnie dotyczy zgbiny okotomiazgowej, ktora cechuje zmniejszona liczba skroconych
kanalikow ze¢binowych, niejednokrotnie silnie zobliterowanych oraz obecno$¢ licznych
rozgalezien miedzykanalikowych. Badania w mikroskopie elektronowym wykazaty
nieregularny uktad krysztatéw apatytu w stosunku do konfiguracji wiokien kolagenowych

[MacDougall i wsp. 2006, Szpringer-Nodzak i wsp. 2003], natomiast analiza chemiczna
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uszkodzonej zgbiny wskazuje na podwyzszong zawarto$¢ wody i zmniejszong zawarto$¢
sktadnikéw nieorganicznych w poréwnaniu z z¢bing o prawidtowej budowie [Hart i wsp.
2007, Janczuk 2006, Szpringer-Nodzak 1 wsp. 2003].

Symptomy kliniczne dentinogenesis imperfecta typu III sa zblizone do zmian
obserwowanych w DGI-II, jednak w tym przypadku korony z¢gbow statych przybierajg ksztatt
dzwonu [Janczuk 2006, AAPD 2010]. W uzebieniu mlecznym stwierdza si¢ wystepowanie
tzw. zebow skorupkowych oraz licznych obnazen miazgi [Barron i wsp. 2008, AAPD 2010,
Hart i wsp. 2007]. Korony zgbow pokryte sa szkliwem o prawidtowej grubosci, posiadaja
bardzo cienka warstwa zgbiny oraz dramatycznie powigkszong komorg¢ miazgi z¢ba [ Kim i
wsp. 2007, MacDougall i wsp. 2006, AAPD 2010].

W badaniu radiologicznym zgby mleczne wygladem przypominaja skorupke stad
nazwano je z¢bami muszelkowymi lub skorupkowymi [Janczuk 2006, Kim i wsp. 2007]. W
przeciwienstwie do DGI typu II komory miazgi zebéw oraz kanaly korzeniowe sa duze i
otacza je cienka warstwa zebiny o nieprawidtowej budowie [Angus 1 wsp. 2003, Hart i wsp.
2007, Barron i wsp. 2008]. W niektorych przypadkach warstwa zgbiny moze wystgpowac
jedynie w obrebie korzenia [AAPD 2010]. GDI typu III czgsto wspottowarzyszy mlodziencze
zapalenie przyzebia [Kuczynska i wsp. 1993].

Przeciwnie do DGI typu II/III dysplazja zg¢biny typu II charakteryzuje sig
wystepowaniem odmiennych objawow w uzgbieniu mlecznym i stalym [Janczuk 2006,
Barron 1 wsp. 2008]. Uzgbienie mleczne nie rézni si¢ od DGI typu II i cechuje je
wystepowanie bursztynowo przebarwionego szkliwa i1 zebiny, ktére ulegaja szybkiemu
starciu. Korony majg baniasty ksztalt oraz przewezenie w okolicy szyjki zeba [Barron i wsp.
2008, MacDougall i wsp. 2006]. Ciekawym pozostaje fakt, iz w dysplazji zebiny z¢by state
majg prawidlowy wyglad kliniczny, badZz wykazuja delikatne, prawie niewidoczne

przebarwienia [Angus i wsp. 2003, Barron i wsp. 2008, Janczuk 2006]. Dlugos¢ korzeni
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z¢bow pozostaje prawidtowa zarowno w uzgbieniu mlecznym jak i statym [Barron i wsp.
2008, AAPD 2010].

W obrazie radiologicznym uzgbienia mlecznego w dysplazji z¢biny typu II stwierdza
si¢ obecno$¢ bulwiastych koron klinicznych, ktérym towarzyszy znaczne zwezenie szyjek
z¢gbowych oraz szybka obliteracje komor miazgi [ AAPD 2010]. Natomiast zdjecia
radiologiczne z¢bdw stalych pokazuja prawidlowy ksztatt koron. Obserwuje si¢ obecno$¢
anomalii morfologicznej komory miazgi w postaci zwapnien wewnatrzmiazgowych,
z¢biniakow 1/lub kamieni miazgi, co wygladem upodabnia komore miazgi do kwiatu ostu lub
ptomienia [Angus i wsp. 2003, Barron i wsp. 2008, AAPD 2010, Hart i wsp. 2007].
Stopniowo zwezajace si¢ kanaty korzeniowe wczesnie ulegaja catkowitej obliteracji [Janczuk

2006].

3.1.2.1. Konsekwencje dentinogenesis imperfecta typu II/111 i/lub dysplazji z¢biny typu II

dla ukladu stomatognatycznego

Pomimo iz pierwotne objawy GDI typu II/III oraz DD typu II dotycza jedynie
uzgbienia to fakt, iz ujawniajg si¢ one bardzo wcze$nie w okresie rozwojowym skutkuje
powstaniem wtornych objawow w catym ukladzie stomatognatycznym. Szybkie $cieranie
koron zgbow prowadzi do obnizenia wysokosci zwarcia, co w konsekwencji czgsto skutkuje
przemieszczeniem glow zuchwy w stawach skroniowo-zuchwowych, prowadzac do
bolesnych dysfunkcji stawoéw oraz zmian w rysach twarzy. Twarz przybiera wyglad
progeniczny, z wyrazng protruzja brédki, co nadaje pacjentowi wyglad ,starczy” tzw.
»witches profile”. Faldy nosowo — wargowe oraz bruzda brodkowa ulegaja znacznemu
poglebieniu, a kaciki ust opadaja ku dotowi ograniczajac widoczno$¢ czerwieni wargowe;j
[Angus 1 wsp. 2003, Malejewska 1 wsp. 1986]. Utrata twardych tkanek zebdw skutkuje
przebudowa narzadu Zucia, co uniemozliwia prawidtowe funkcje, w tym Zucie i mow¢ i w

konsekwencji wywiera niekorzystny wplyw na stan psychiczny pacjenta oraz jego relacje
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interpersonalne [Barron 1 wsp. 2008, Mayordomo 1 wsp. 1994]. Przy braku wczesnej i1
rozleglej interwencji protetycznej dochodzi do catkowitej utraty zeboéw spowodowanej
niemozliwos$cig wdrozenia leczenia endodontycznego jako efekt nieprawidtowosci w budowie
anatomiczno-morfologicznej komor i kanatéw korzeniowych. Przedwczesna utrata uzgbienia
mlecznego moze rowniez skutkowac zaburzeniami wyrzynania zgbow stalych ze wzgledu na
powstawanie blizn kostnych. Ostatecznie do obrazu klinicznego DGI typu IV/III i/lub
dysplazji ze¢biny typu II dolaczaja si¢ symptomy réznych wad zgryzu [Komorowska 1994,
Mayordomo i wsp. 1994].

Interesujace, aczkolwiek nieliczne doniesienia wskazuja, ze DGI typu IVIII moze
towarzyszy¢ upo$ledzenie stuchu o ré6znym stopniu nasilenia od $redniego niedostuchu do
cigzkiej postaci catkowitej utraty stuchu [Xiao i wsp. 2001]. Badacze spekuluja, ze przyczyna
uposledzenia stuchu u chorych z GDI typu II/IIl sa zmiany w stawach skroniowo-
zuchwowych jako nastepstwo uszkodzenia ucha $rodkowego spowodowanego obnizeniem

wysokosci zwarcia na skutek rozlegtego starcia zebow [MacDougall i wsp. 2006].

3.1.3. Postepowanie lecznicze u chorych z DGI typu II/III i/lub DD typu II

Weczesne 1 prawidtowe rozpoznanie DGI typu II/III lub dysplazji zebiny typu II jest
kluczowe dla wdrozenia wtasciwej profilaktyki stomatologicznej, a nast¢pnie procedur
leczniczych pozwalajacych pacjentowi zachowac¢ prawidtowe funkcjonowanie narzadu zucia.
Z uwagi na fakt, ze podejmowane leczenie jest jedynie objawowe, pacjenci z potwierdzonym
rozpoznaniem dentinogenesis imperfecta typu II/IIl powinni od najmtodszych lat by¢ objeci
stala opieka lekarzy wszystkich specjalnosci stomatologicznych z przystosowaniem
wdrazanych procedur leczniczych odpowiednio do wieku pacjenta oraz nasilenia objawow, w
tym oszacowanego ryzyka szybko$ci utraty twardych struktur zeba. Leczenie ma na celu
przywraca¢ prawidlowa funkcje ukladu stomatognatycznego 1 estetyke twarzy oraz

obejmowacé zakres $wiadczen szerszy od konwencjonalnych metod postgpowania
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stomatologicznego [Barron i wsp. 2008, Komorowska 1994, Malejewska 1 wsp. 1986]. W
pierwszej kolejnosci nalezy wyeliminowa¢ zrodta infekcji 1 bolu oraz zapobiega¢ $cieraniu
zebow. Kolejno, powinno si¢ odbudowywaé utracong wysoko$ci zwarcia poprzez
uzupetnienie istniejacych brakéw zgbowych oraz nadbudowe zebow startych. U pacjentow
mlodocianych istotnym wydaje si¢ wczesna profilaktyka zaburzen wyrzynania zebow statych
oraz leczenie wspotistniejacych wad zgryzu. Natomiast rodziny, w ktdrych rozpoznano DGI
typu II/III lub DD typu II powinny mie¢ wykonany rodowdd oraz na tej podstawie zosta¢
poinformowane o ryzyku urodzenia si¢ kolejnych dzieci dotknietych ta wada rozwojowa
[Barron i wsp. 2008, Darendelier-Kaba i wsp. 1992, Ferkdinen 1981, Malejewska 1986,
Mayordomo i wsp. 1994].

Szczegolng rolg w procesie opdznienia skutkow choroby moze odegra¢ lekarz
protetyk, gdyz nadrzednym celem profilaktyki postepu choroby jest zachowanie wlasciwe;j
wysokosci zwarcia poprzez ochrone zgbow bocznych przed atrycja. Konwencjonalna
protetyka stomatologiczna daje mozliwos¢ catkowitego pokrycia startych zeboéw koronami
protetycznymi oraz uzupelnienie brakujacych zgbow z uzyciem mostow protetycznych.
Ponadto, leczenie protetyczne moze pomoc w zapewnieniu estetycznego wygladu zebow
przednich poprzez zastosowanie elementéw adhezyjnych w tym licowek kompozytowych lub
ceramicznych. Jednak dla zapewnienia powodzenia w leczeniu protetycznym z
wykorzystaniem uzupetnien statych, proces leczenia nalezy rozpoczaé u pacjentdéw z
niewielkim i/lub $rednim nasileniem objawéw klinicznych DGI typu II/III kiedy ksztalt i
wielko$¢ koron zebow pozwalajg na uzyskanie satysfakcjonujacej retencji dla koron i mostow
protetycznych. Stad, coraz wigksza wage przywiazuje si¢ do wczesnej i pelnej diagnostyki
molekularnej mogacej jednoznacznie zdefiniowa¢ rozpoznanie kliniczne [Barron i wsp. 2008,

Ferkdinen 1981, Groten 2009, AAPD 2010, Komorowaka 1994].
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3.2. Wybrane niekolagenowe bialka budujace organiczna macierz z¢biny

3.2.1. Proteoglikany

Proteoglikany (PG) s3 jednym z podstawowych 1 kluczowych sktadnikow tkanki
tacznej [Embery 1 wsp. 2001]. Te wielkoczasteczkowe zwiazki zbudowane sa z rdzenia
biatkowego potaczonego wigzaniami kowalencyjnymi z lancuchami glikozaminoglikanéw
(GAQG) 1 uczestniczg w formowaniu zewnatrzkomorkowej macierzy zebiny [Embery 1 wsp.
2001]. Sktad biochemiczny tancuchow GAG ma decydujacy wplyw na wihasciwosci
proteoglikanow, ktore sa opisywane jako liniowe heteropolisacharydy sktadajace si¢ z
powtarzajagcych si¢ jednostek disacharydowych: — N-acetyloheksozaminy 1 kwasu
heksanowego [Embery 1 wsp. 2002]. Mozna wyrdzni¢ siedem glikozaminoglikanow
budujacych tancuch boczny proteoglikanow. Nalezg do nich: hialuronian (HA), siarczan
dermatanu (DS), siarczan-4-chondroityny (C4S), siarczan-6-chondroityny (C6S), siarczan
keratyny (KS), siarczan heparanu (HS), heparyna [Embery i wsp. 2001]. Dla przyktadu,
selektywna interkonwersja reszty kwasu heksanowego w obrebie DS i HS oraz wybiorcze
siarczanowanie reszty heksozaminy w CS, DS, HS, KS i heparynie pozwala na wigksze
zroznicowanie, a tym samym wplywa na tworzenie lancuchow glikozaminoglikanéw o
odmiennych cechach [Embery 1 wsp. 2001]. Proteoglikany wystepujace w
zewnatrzkomorkowej przestrzeni odontoblasta (organicznej macierzy zgbiny) dzieli sie¢ w
zalezno$ci od ich masy czasteczkowej 1 stanu skupienia na: proteglikany agregujace,
proteoglikany SLPR (Small Leucine Rich Proteoglicans), proteoglikany powierzchniowe (cel/
surface proteoglycans) 1 grupe proteoglikanéw niesklasyfikowanych (orphans) [Embery i
wsp. 2001, lozzo 1997]. Proteoglikany z rodziny SLRP maja istotne znaczenie dla budowy

organicznej macierzy z¢biny, stad dla potrzeb tej monografii zostang omdwione szczegdtowo.
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3.2.1.1. Proteoglikany z rodziny SLRP (Small Leucine Rich Proteoglycans)

Rodzing SLRP tworza: dekoryn, biglikan, lumikan, fibromodulina, keratocan (KTN),
osteoadheryn (OSAD) - osteomodulina, epifikan - PG-Lb, osteoglicyna poprzednio nazywana
czynnikiem osteoindukcyjnym 1 PRELP (proline/arginine-rich and leucine-rich repeat
protein) [lozzo 1997, Krusius i wsp. 1986, Fisher i wsp. 1989, Blochberger i wsp. 1992,
Oldberg 1 wsp. 1989, Funderburgh i wsp. 1996, Deere i wsp. 1996, Madisen i wsp. 1990,
Bengtsson 1 wsp. 1995]. Specyfik¢ SLPR stanowi obecno$¢ w trzonie biatkowym od 7 do 24
tandemowych powtorzen odcinkéw sekwencji bogatych w reszty leucyny (LRRs) [lozzo
1997]. Poszczegblne proteoglikany roznig si¢ liczbg reszt leucyny, sktadem pozostatych
aminokwasow oraz modyfikacjami potranslacyjnymi [lozzo 1997]. W mineralizacji z¢biny
czynnie uczestniczg dekoryn (DCN) i biglikan (BGN) [Krusius i wsp. 1986]. Pelnig one
funkcje regulacyjna czasowo-przestrzennej kontroli postgpu procesu mineralizacji zebiny
[lozzo 1997, Krusius i wsp. 1986, Goldberg i wsp. 2005].

Dekoryn o masie czasteczkowej 120 kDa (rdzen biatkowy 45 kDa) posiada jeden
tancuch cukrowy przylaczony do grupy aminowej treoniny w pozycji czwartej tancucha
biatkowego. W tkankach zmineralizowanych tancuch GAG sktada si¢ glownie z siarczanu
chondroityny [Fisher i wsp. 1989], podczas gdy w tkance tacznej ,,migkkiej” przewaza
siarczan dermatanu [Bratt i wsp. 1992]. W poblizu miejsca przylaczenia tancucha GAG
znajduje si¢ domena bogata w tyrozyne i cysteing, ktore tworzg petle dwusiarczkowa. Jest ona
podobna do petli cysteinowej znajdujacej si¢ na COOH-koncu biatka [lozzo 1997].

Biglikan posiada mase czasteczkowag okoto 200 kDa ( rdzen biatkowy 40-45 kDa) 1
strukturg biochemiczng przypomina dekoryn [lozzo 1997]. Posiada dwa tancuchy GAG
sktadajace si¢ z siarczanu chondroityny i\lub siarczanu dermatanu przytgczone przy piatej i
jedenastej reszcie seryny [lozzo 1997]. Podobnie jak w dekorynie CS dominuje w tkankach

zmineralizowanych [Fisher i wsp. 1989], a DS w tkankach migkkich [Bratt i wsp. 1992].
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Jedna z wazniejszych funkcji dekorynu 1 biglikanu podczas rozwoju zgbiny jest udziat
obu proteoglikanow w organizacji przestrzennego ulozenia wiokien kolagenowych
budujacych organiczny zrab zebiny. Zaréwno dekoryn jak i biglikan posiadajg zdolno$¢
wigzania kolagenu do biatkowego rdzenia w odpowiedniej konformacji przestrzennej, przez
co regulujg odleglo$ci pomiedzy witoknami kolagenu ,,rozdzielajac” je tancuchami GAG
[Progeny 1 wsp. 1994, Scott 1986]. Wtasciwosci chemiczne obu proteoglikanow zalezg od
rodzaju przylaczonych lancuchow GAG oraz lokalizacji w macierzy zewnatrzkomorkowe;.
Milan i wspotautorzy wykazali obecnos¢ dekorynu i biglikanu w trzech fazach mineralizacji
zgbiny  (niezmineralizowanej  prezg¢biny, fazy  przejsciowej prezgbina-zgbina i
zmineralizowanej zgbiny) [Milan 1 wsp. 2004, 2005]. Proteoglikany wyizolowane z
prezgbiny, posiadaly wyzsza zawarto$¢ siarczanu dermatanu, znaczaco opOzniaty tworzenie
wldkien kolagenowych, co sprzyjato ich pogrubieniu, a utrata tahcuchéw GAG powodowata
opdznienie w tworzeniu widkien kolagenowych oraz ich $cienczenie. Proteoglikany z fazy
prezebina-zgbina zawierajace wigkszg ilo$¢ siarczanu chondroityny réwniez opo6znialy
fibrylogenezg, co skutkowato pogrubieniem witokien kolagenu. Natomiast, proteoglikany
obecne w zmineralizowanej z¢binie dziatalty hamujaco zaréwno na powstawanie jak i
dojrzewanie (grubos¢) wiokien kolagenowych [Milan i wsp. 2004]. Lancuchy GAG dekorynu
i biglikanu maja rowniez domeny wigzace jony wapnia [Embery i wsp. 1998], przy czym
siarczan chondroityny wigze pi¢¢ razy wiecej jonOW wapnia niz siarczan dermatanu. Stad,
proteoglikany z przewaga tancuchow zbudowanych z siarczanu chondroityny sa gldéwnymi
biatkami bioragcymi udzial w wigzaniu jonéw wapnia podczas procesu mineralizacji zebiny.
Jednoczesnie obecno$¢ tancucha biatkowego stanowi przeciwwage dla promineralizacyjnej
aktywnosci lancucha GAG, gdyz hamuje wzrost krysztalu apatytu. W efekcie koncowym
powstaje swoisty balans dla promineralizacyjnej i hamujacej mineralizacj¢ aktywnosci

proteoglikanu, co sprzyja wiasciwej cyklicznej mineralizacji z¢biny [Embery 1 wsp. 1998].
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Obecnos$¢ proteoglikand6w na powierzchni krysztatu apatytu $ciSle precyzuje liczbe
dostepnych miejsc nukleacji 1 precyzyjnie steruje kierunkiem ich wzrostu [Embery i wsp.
1998]. Chen i Boskey przedstawili mechanizm hamowania wzrostu krysztalow apatytu
poprzez bezposrednia adsorpcj¢ ujemnie natadowanych grup siarczanowych proteoglikanéw
do miejsc wzrostu, co zaktocato przyrost ilosci jonow wigzanych w tych miejscach [Chen CC.
1 wsp. 1985]. Badania in vivo przeprowadzone na myszach knock-out biglikanu i/lub
dekorynu wykazaty, iz brak tych dwoch proteoglikanéw ma podobny efekt na powstawanie
z¢biny, ktora wykazuje cechy hipomineralizacji, nasilone w przypadku braku dekorynu
[Goldberg 1 wsp. 2005].

Dodatkowo, dekoryn 1 biglikan posiadaja funkcje regulatorowe, oddziatujac z
czynnikami wzrostu, gtownie z TGF-B, przez co wptywaja na ich funkcjonalng aktywno$¢
[lozzo 1 wsp. 1996], a taczac si¢ z receptorami powierzchniowymi komorek powoduja postep

cyklu komorkowego i aktywacje ekspresji wybranych genow [lozzo 1997].

3.2.1.2. Rodzina bialek SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand N-linked Glycoprotein)

SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein) jest to rodzina
niekolagenowych biatek w sktad ktérej wchodza: osteopontyna (OPN), biatko sialowe kosci
(BSP) ,biatko glikofosforowe macierzy pozakomoérkowej (MEPE), biatko macierzy zebiny 1
(DMP 1), bialko sialofosforowe zgbiny (DSPP) oraz enamelina (ENAM) [Fisher i wsp. 2003,
Huang i wsp. 2008]. Oprocz zebiny 1 koSci wystepowanie biatek SIBLING potwierdzono w
chrzastce oraz tkankach migkkich takich jak §linianki czy nerki [Baba i wsp. 2004, Hudkins 1
wsp. 1999, Ogburke 1 wsp. 2004, Prasad i wsp. 2011]. Pomimo, ze struktura pierwszorzedowa
biatek SIBLING wykazuje znaczace roznice, to SIBLING posiadajg réwniez cechy wspdlne
do ktoérych naleza: lokalizacja wystgpowania gtownie w macierzy zewnatrzkomorkowej kosci
1 zebiny, aktywna modulacja nukleacji 1 mineralizacji apatytow oraz dojrzewania krysztatu

mineralu. Stwierdzono, ze ekspresja BSP, OPN, DMP1 i1 DSPP w zgbinie 1 kosci jest
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jakosciowo podobna lecz rozna ilosciowo [Qin i wsp. 2001]. Kolejna cecha wspolng dla
biatlek SIBLING jest podobienstwo modyfikacji potranslacyjnych, w tym fosforylacji,
glikozylacji oraz proteolitycznego podziatu na aktywne biatka potomne [MacDougall i wsp.
2006, Qin i wsp. 2004].

Analiza sekwencji gendw zgromadzonych w bazie Human Genome Project wykazuje,
iz geny kodujace pig¢ biatek SIBLING zgrupowane sg $cisle obok siebie, a szdsty gen
kodujacy ENAM znajduje si¢ blizej centromeru na chromosomie 4. DSPP, DMPI, BSP,
MEPE i OPN u cztowieka zlokalizowane sg na chromosomie 4 w pozycji 4q21-23 i obejmuja
okoto 750000 par zasad. Gen ENAM ma obecnie przypisang pozycj¢ 4ql3 [Fisher i wsp.
2003]. Geny kodujace szes¢ biatek rodziny SIBLING (osteopontyne, biatko sialowe kosci,
biatko glikfosforowe macierzy pozakomorkowej, biatkko macierzy ze¢binyl, biatko
sialofosforowe zgbiny i1 enameling) sktadaja sie z 5 eksondéw i 4 intronéw. Ekson 1 jest
zawsze eksonem niekodujacym, podczas gdy ekson 2 koduje peptyd sygnatowy, kodon
startowy oraz kodony pierwszych trzech aminokwaséw wlasciwego biatka. Jedyny wyjatek
stanowi biatko ENAM , w ktorym rowniez 2 ekson jest eksonem niekodujagcym. Ekson 3
kodujacy biatka SIBLING zwykle zawiera sekwencj¢ (SSEE) odpowiedzialng za fosforylacje
przez kinaze kazeinowa II, natomiast sekwencja eksonu 4 jest bogata w aminokwas proling
(PPPP). Ostatni, najdtuzszy ekson 5 zawiera drugg sekwencje odpowiedzialng za fosforylacje
z udziatem kinazy kazeinowej II, koduje najwigksza cze$¢ biatka wlasciwego 1 zawsze
zawiera sekwencje RGD wigzacg integryny [Fisher 1 wsp. 2003]. Pomimo, iz biatka rodziny
SIBLING posiadajg zblizong sekwencje molekularng na poziomie DNA, to jednak znaczaco
ro6znig si¢ wlasciwosciami chemicznymi. BSP,DMP1, DSPP i OPN majg odczyn kwasny, a
ich punkt izoelektryczny przed modyfikacjami potranslacyjnymi wynosi od 3,4 do 4.3.
ENAM jest biatkiem oboj¢tnym, podczas gdy MEPE wykazuje charakter silnie zasadowy z

punktem izoelektrycznym rownym 9,2 [Fisher 1 wsp. 2003]. Kwasny charakter biatka BSP
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wynika z duzej zawarto$ci reszt kwasu glutaminowego, podczas gdy pozostate ,kwasne”
biatka rodziny SIBLING sg bogate w kwas asparaginowy lub tez posiadaja zar6wno reszty

kwasu asparaginowego jak i glutaminowego [Fisher 1 wsp. 2003].

3.2.1.2.1. Bialko macierzy z¢biny 1 (DMP1)

Biatko macierzy zgbiny 1 zostalo odkryte dzigki klonowaniu ¢cDNA odontoblasta
szczura 1 poczatkowo uwazane bylo za specyficzne dla zebiny [George 1 wsp. 1993].
Nastepnie zostato zidentyfikowane w tkance kostnej [MacDougall i wsp. 1998] oraz w
niewielkiej ilo$ci rowniez w watrobie, mozgu, migéniach, nerkach, trzustce i §liniankach
[Hirst 1 wsp. 1997, Ogburke 1 wsp. 2004, Terasawa i wsp. 2004]. Jest ono zbudowane jest z
duzej ilosci reszt seryny (22%), kwasu glutaminowego (15%) 1 kwasu asparaginowego (13%),
a punkt izoelektryczny postaci niefosforylowanej wynosi 4,15 [George i wsp. 1993]. DMP1
cztowieka sktada si¢ z 451 aminokwaséw, natomiast myszy z 473 aa., z czego 107
aminokwasow stanowi seryna, ktora w ponad potowie ulega fosforylacji podczas
potranslacyjnych modyfikacji biatka natywnego [George i wsp. 1993, Silvent i wsp. 2013]. Ta
specyficzna budowa z duza zawarto$cig kwasnych domen wskazuje na znaczacg role DMP1
w procesie nukleacji krysztaldow hydroksyapatytow oraz mineralizacji [George i wsp. 1993].
DMP1 zostalo zidentyfikowane w zebinie i kosci w czterech postaciach: (1) biatko o pelnej
dhugosci, (2) fragment NHj-koncowy 37 kDa, (3) fragment COOH- koncowy 57 kDa, (4)
proteoglikan pochodzacy z fragmentu NH,-koncowgo nazwany DMP1-PG [Huang i wsp.
2008, Maciejewska 1 wsp. 2009a, Silvent 1 wsp. 1013, Qin i wsp 2003b]. DMPI1-PG
polaczony jest z tancuchem glikozaminoglikandow (GAG) zawierajacym siarczan-4-
chondroityny (C4S) poprzez dwupeptyd seryna-glicyna w pozycji 74-75 [Qin i wsp. 2006].
Sekwencja ta jest silnie konserwatywna u réznych gatunkow, co moze $wiadczy¢, iz tancuch
GAG ma kluczowe znaczenie dla biologicznej funkcji tego biatka [Qin 1 wsp. 2006].

Stosunek wystepowania w macierzy pozakomorkowej fragmentu NH,-koncowego 37 kDa do
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DMP1-PG wynosi 1:1 [Qin i wsp. 2006]. Qin 1 wspotautorzy badajac DMP1 z kosci szczura,
zlokalizowali miejsca jego podzialu na fragment NH,-koncowy 37 kDa 1 fragment COOH-
koncowy 57 kDa [Qin i wsp. 2003b]. Podczas modyfikacji potranslacyjnych podziatowi
ulegaja cztery wigzania peptydowe w pozycjach Phel73-Asp174, Ser180-Aspl181, Ser217-
Asp218 oraz Glu221-Asp222 , co prowadzi do powstania czterech réznych fragmentow 37
kDa (najkrotszy zbudowany jest z 173 aminokwasow, a najdtuzszy z 221) oraz czterech
fragmentéw 57 kDa (najkrotszy-252 aminokwasy, a najdhuzszy 300) [Qin 1 wsp. 2003b].
Analizujac miejsca podziatéw stwierdzono, ze wszystkie wystepuja na NH,-koncu reszty
kwasu asparaginowego, a bezposrednio po trzech z nich wystgpuje motyw Asp-Asp. Pomimo,
ze jak dotad nie dowiedziono ktéra proteinaza odpowiedzialna jest za podzial natywnego
DMPI, to Qin i wspdlautorzy przypuszczaja, iz moze to by¢ ulegajaca ekspresji gldéwnie w
ko$ciach i1 zebach endopeptydaza kodowana przez PHEX (phosphate-regulating gene with
homologies to endopeptidases on X chromosome) [Qin 1 wsp. 2003b]. Martin i wspotautorzy
postuluja, iz endopeptydaza PHEX przytacza si¢ do DMP1 i w ten sposob ochrania domeng
ASARM (acidic serine-and aspartate-rich motif) przed proteoliza. Ta krotka sekwencja
znajduje si¢ na COOH-koncu biatka i ma dzialanie hamujace mineralizacj¢ [Martin i wsp.
2008].

Biatka potomne DMP1 ro6znig si¢ miedzy soba budowg i dystrybucja w macierzy
pozakomorkowej zebiny [Qin 1 wsp. 2003b]. Maciejewska i wspotautorzy zlokalizowali
fragment NHj-koncowy glownie w prezebinie, a fragment COOH- koncowy w
zmineralizowanej zebinie [Maciejewska 1 wsp. 2009b]. Biochemiczna analiza dowiodta
istnienie duzej ilosci DMP1-PG w prezebinie, podczas gdy zebina zmineralizowana zawierata
gléwnie fragment COOH- koncowy [Maciejewska 1 wsp. 2009a]. Zréznicowana budowa i
wystepowanie dowodza, ze biatka potomne natywnego DMPI1 petnia rézne role w procesie

mineralizacji z¢gbiny. Badania in vitro wykazaly, iz biatko DMP1 o pelnej dtugosci 1 fragment
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COOH- koncowy stymuluja nukleacj¢ krysztatu hydroksyapatytu, podczas gdy fragment
NH;-koncowy moze by¢ zardwno promotorem [Gericke 1 wsp. 2010] jak i inhibitorem
procesu mineralizacji [Gajjermann i wsp. 2007]. DMPI1-PG sklasyfikowano jako inhibitor
mineralizacji [Gericke 1 wsp. 2010]. Fragment COOH-koncowy peini dodatkowo funkcje
czynnika transkrypcyjnego w trakcie dojrzewania odontoblasta inicjujac ekspresje DSPP.
Thimaczy si¢ to faktem, iz fragment COOH- koncowy DMPI1 posiada sekwencje NLS
(nuclear location sequence) odpowiedzialng za transport tego biatka do jadra komorkowego,
gdzie przylacza si¢ on do promotora genu DSPP, zapoczatkowujac ekspresje DSPP we
wcezesnych fazach rozwoju odontoblasta. Natomiast, w koncowych fazach roéznicowania
odontoblasta ekspresja DSPP jest niezalezna od DMP1 [Narayanan i wsp. 2003,2006; Lu i

wsp. 2007, Silvent i wsp. 2013].

3.2.1.2.2. Bialko sialofosforowe z¢biny (DSPP)

Biatko sialofosforowe z¢biny jest to nieaktywne biatko prekursorowe, z ktérego po
proteolitycznym podziale przez proteazy BMP1, MMP20 i MMP2 [ Yamakoshi i wsp. 2006,
Yamakoshi 2009] powstaja trzy biologicznie aktywne biatka potomne: — biatko sialowe
zgbiny (DSP) zbudowane z NH,-konca biatka macierzystego DSPP, — biatko fosforowe
z¢biny (DPP) odpowiadajace odcinkowi COOH-konca DSPP oraz forma proteoglikanu
(DGP) zawarta w sekwencji posredniej pomigdzy DSP i DPP [ Huang i wsp. 2008,
Yamakoshi i wsp. 2005b, 2008; Yamakoshi 2008, 2009]. Biatka DSP 1 DPP wystepuja obficie
w macierzy pozakomorkowej zgbiny, podczas gdy DSPP w formie natywnej zostata jak dotad
w $ladowej ilosci wykryta w przestrzeni zewnatrzkomorkowej odontoblasta jedynie przez
zespot Qin [Sun i wsp. 2010]. Forma natywna biatka DSPP wykazuje réznice pomiedzy
gatunkami [Prasad 1 wsp. 2010]. U cztowieka DSPP sklada si¢ z 1301 aminokwaséw,
natomiast u szczura i myszy DSPP zbudowana jest odpowiednio z 970 1 945 aminokwaséw
[Gu 1 wsp. 2000, MacDougall i wsp. 1997, Ritchie i wsp. 2001, Prasad i wsp. 2010]. Pomimo,
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iz cata sekwencja DSPP cztowieka jest najdtuzsza pomigdzy gatunkami, to dtugos¢ fragmentu
odpowiadajaca DSP jest prawie identyczna u trzech gatunkéw i wynosi odpowiednio: u
czlowieka 462 aa., szczura 447 aa., myszy 451 aa. [Prasad i wsp. 2010]. Odmiennie fragment
DPP, jest dluzszy u cztowieka 839 aa. niz u szczura 523 aa. lub myszy 494 aa. [Prasad i wsp.
2010]. DPP 1 DSP roznig si¢ od siebie wiasciwosciami chemicznymi oraz lokalizacja i
nat¢zeniem ekspresji. Stosunek ilo§ciowy mierzony st¢zeniem molowym DPP do DSP w
zmineralizowanej z¢binie wynosi 10:1 [Prasad i wsp. 2010]. W formie natywnej DSPP
wyrdzniamy rowniez hydrofobowy peptyd sygnalowy, obecny w NH,-koncowej czgsci
DSPP, ktéory odpowiada za kierowanie natywnego biatka DSPP do retikulum
endoplazmatycznego i sktada si¢ z 17 reszt aminokwasowych u szczura i myszy oraz 15 reszt
aminokwasowych u cztowieka [Prasad i wsp. 2010]. Kolejne, po peptydzie sygnatowym
aminokwasy w sekwencji DSPP buduja biatko DSP, ktore po modyfikacjach
potranslacyjnych jest proteoglikanem posiadajacym tancuch GAG zbudowany z siarczanu-6-
chondroityny [Yamakoshi i wsp. 2005a]. DSP wystepuje w dwodch formach: — biatka
nieglikozylowanego i proteoglikanu DSP-PG [Huang i wsp. 2008, Zhu i wsp. 2010]. COOH-
koncowy fragment DSPP, obejmujacy sekwencje biatka DPP zawiera wielokrotnie (200-
krotnie) powtarzajaca si¢ sekwencje reszt Asp-Ser-Ser (DSS) oraz Asp-Ser (DS), co sprawia,
ze jest to bialko hydrofilne o silnie kwasnym charakterze [Yamakoshi 2008, 2009].
Sekwencja biatka DSPP w czterech rejonach jest silnie ,,konserwatywna” co oznacza, ze
wykazuje wysoki stopien podobienstwa u myszy, szczura i cztowieka [Prasad i wsp. 2010]. W
DSPP myszy pierwszy obszar konwergencji wystepuje pomigdzy 1 a 28 reszta
aminokwasowa 1 obejmuje peptyd sygnalowy i NH,- koncowg czes¢ biatka natywnego. Drugi
obszar konwergencji znajduje si¢ pomiedzy 117 a 147 resztag aminokwasowa, a jego rola jak
dotad nie zostala jednoznacznie okreslona. Natomiast, obszar trzeci obejmuje aminokwasy

pomiedzy 222 a 257, gdzie reszty seryny w motywach Ser-Gly (SG) sa miejscami
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przylaczenia bocznych tancuchéw glikozaminoglikanow (GAG) stad nazwano je domenag
GAG. Ostatni, czwarty region podobienstwa wystepuje pomiedzy 426 a 462 reszta
aminokwasowa 1 obejmuje COOH- koncowe biatka potomnego DSP oraz NH;-koncowe
biatka potomnego DPP; doktadnie jest to domena laczaca dwa biatka potomne DSP i DPP
[Prasad 1 wsp.2010]. Niezwykle istotnym pozostaje fakt, iz potencjalna mutacja w pozycji
452 polegajaca na zamianie Asp — Ala blokuje proteolityczny podziatl natywnego biatka
DSPP u myszy nie pozwalajac tym samym na proteolityczny podziat DSPP i hamujac funkcje
obu biatek potomnych DSP i DPP [Sun i wsp. 2010]. Sugeruje to, iz wigzanie peptydowe w
pozycji Asp 452 cze$ci NH,-koncowej w DSPP jest kluczowe w rozpoczeciu podziatu
natywnego biatka [Sun i wsp. 2009, 2010]. U cztowieka kluczowym dla podziatu DSPP jest

Asp w pozycji 463 [Sun i wsp. 2009, 2010].

3.2.1.2.3. Proteolityczny podzial bialka DSPP

DSPP w formie natywnej, reprezentujacej cala sekwencje aminokwaséw po raz
pierwszy zostala wyizolowana z macierzy pozakomorkowej zgbiny myszy przez zespol
badawczy Qin [Sun i wsp. 2010]. Po syntezie, DSPP bardzo szybko ulega podziatlowi na DSP,
DSP-PG oraz DPP z udzialem BMP-1 i MEP1A [Steiglitz i wsp. 2004, Tsuchiya i wsp. 2011,
Yamakoshi 2009]. Kolejno, DSP oraz DSP-PG ulegaja degradacji z udziatem MMP 20,
natomiast mechanizm rozpadu DPP in vivo nie zostal jeszcze poznany z wyjatkiem
obserwacji Tsuchiya 1 wsp., ktorzy udowodnili, iz MEP 1B przystepuje do degradacji DPP

proporcjonalnie do spadajacego st¢zenia wolnych jonoéw wapniowych [Tsuchiya i wsp. 2011].

3.2.1.2.4. Wystepowanie bialka DSPP

Biatka potomne DSPP, DSP, DSP-PG oraz DPP wystepuja gtownie w zebinie lecz ich
obecno$¢ zostata rowniez wykryta w kosciach [Qin 1 wsp. 2002], cemencie korzeniowym

[Baba i wsp. 2004] i niektorych tkankach migkkich jak: $linianki, chrzastka, watroba i nerki
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[Ogburke i wsp. 2004, 2007; Prasad 1 wsp. 2011]. W kosci poziom ekspresji DSPP jest 400 —
krotnie nizszy niz w z¢binie [Butler 1 wsp. 2003, Qin i wsp. 2002].

DPP wystgpuje w macierzy pozakomorkowej i powigzana jest z nieorganiczng faza
zgbiny (tzn. krysztatami hydroksyapatytu). Weinstock i Leblond wykazali, iz DPP powstaje w
odontoblascie 1 wydzielane jest na froncie mineralizacji przez wypustke Tomesa [ Weinstock 1
wsp. 1973]. MacDougall i wspotpracownicy badajac DPP myszy odkryli, ze DPP jest
zlokalizowana w odontoblastach, wypustkach odontoblastow 1 nowo utworzonej
zmineralizowanej zg¢binie, lecz nie w prezgbinie [MacDougall i wsp. 1985]. Wnioski te
potwierdzili Rabie 1 Veis dowodzac, Zze u szczura DPP jest transportowana przez wypustki
odontoblastéw do frontu mineralizacji [Rabie i wsp. 1995]. Badania poréwnawcze lokalizacji
biatek potomnych pochodzacych z DSPP prowadzone przez Huang i wsp. wykazaty, ze obie
formy biatka DSP (DSP i DSP-PG) sa obecne gltownie w prezgbinie i nie sg zwigzane z
krysztalami hydroksyapatytu, natomiast DPP zostata wykryta w fazie mineralnej wykazujac
silne wigzanie z krysztatami hydroksyapatytu [Huang i wsp. 2008]. Wytaczna obecno$¢ DSP-
PG w prezebinie moze wskazywac, iz znaczna czg$¢ lub catos¢ DSP-PG moze ulegaé
degradacji przed catkowita mineralizacja skutkujaca zamiang prezgbiny w zg¢bing [Huang i
wsp. 2008]. W oparciu o badania Qin i wsp. wywnioskowano, ze DSPP ulega podzialowi
wewnatrzkomorkowo w odontoblastach, a nastepnie DSP i DPP sg wydzielane w okolicy
frontu mineralizacji do prezebiny, gdzie DSP-PG ulega wzglednie szybkiej degradacji, a DPP
zostaje wlaczona w strukturg przestrzenng tworzacych si¢ krysztatow mineratu [Prasad 1 wsp.
2010]. Dodatkowo badania immunohistochemiczne wykazaly przejsciowe wystepowanie
DSPP w preameloblastach [Bégue-Kirn i wsp. 1998], co moze wskazywa¢ na funkcje DSPP
we wcezesnych etapach amelogenezy, a w szczegdlno$ci na formowanie potaczenia szkliwno-
zgbinowego 1 powstawanie przylegajacego do tej granicy tzw. ,,apryzmatycznego” szkliwa

[Paine 1 wsp.2005].
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3.2.1.2.5. Bialko sialowe z¢biny (DSP)

Biatko sialowe z¢biny zostato odkryte przez Butlera i wspoipracownikow [Butler i
wsp. 1981] 1 jest drugim najczesciej wystepujacym niekolagenowym biatkiem organicznej
macierzy zg¢biny, a jego zawarto$¢ stanowi 5-8% wszystkich bialek budujacych zgbing
[MacDougall 1 wsp. 1997, Qin i wsp. 2003a, Qin i wsp.2004]. DSP zawiera 29,6% reszt
weglowodanowych 1 9% kwasu sialowego oraz glutaming, asparaging, seryn¢ i glicyng
[Butler i wsp. 1992, MacDougall i wsp. 1997, Yamakoshi 2008]. DSP w formie proteoglikanu
jest zarowno O- jak 1 N-glikozylowany 1 sktada si¢ z rdzenia biatkowego oraz dwdch
tancuchéw siarczanu chondroityny [Butler i wsp. 1992, Yamakoshi i wsp. 2005a]. Masa
czasteczkowa DSP szczura zmierzona metoda analizy sedymentacyjnej wynosi 52,57 kDa
[Butler i wsp. 1992]. Jednakze szczegdtowa analiza wykazala wystgpowanie DSP o wysokiej
masie czasteczkowej (HMW-DSP) réwnej 95 kDa [Qin 1 wsp. 2003a, Butler 1 wsp. 1981].
HMW-DSP jest formg proteoglikanu DSP nazwang DSP-PG [Zhu i wsp.2010]. U ro6znych
gatunkow DSP wykazuje odmienng strukture przestrzenng i r6zni si¢ masg czasteczkowa [Qin
1 wsp. 2004, Yamakoshi 1 wsp. 2005a, Butler i wsp. 1981, Sugars i wsp. 2006], co jest
skutkiem nie tylko wystepowania dwoch postaci: DSP i DSP-PG, ale réwniez zdolnosci DSP
do tworzenia dimeréw [Qin i wsp. 2004, Sugars 1 wsp. 2006, Yamakoshi i wsp. 2005a].
Yamakoshi w swoich badaniach in vivo u §wini wykazat, iz z podziatu proteolitycznego jako
pierwszy uwalniany jest DPP z COOH-koncowej czes$ci biatkka DSPP [Yamakoshi 2008,
2009]. Nastepny podziat uwalnia DGP lub rozszerzony DGP z COOH-koncowej czesci DSP-
DGP. COOH-koncowa czes¢ DSP rézni si¢ w zaleznosci od miejsca podziatu. Gléwnym
miejscem podziatu jest wigzanie przy Arg w pozycji 391 [Yamakoshi i wsp. 2005a, 2005b].
DSP $wini sktada si¢ z 376 aminokwasow od Ile16 do Arg 391. Proteolityczny podziat DSPP
$wini generuje nie tylko powstanie trzech produktéw, ktérymi sa DSP, DGP (obecny jedynie

u $wini) 1 DPP, lecz oprocz tych domen istnieja réwniez niezbyt stabilne formy posrednie,
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ktére sa produktami zewnatrzkomorkowej degradacji DSPP [Yamakoshi 2008, 2009]. Jednak
do dzisiaj nie udalo si¢ precyzyjnie ustali¢ czy ten sam schemat funkcjonuje u cztowieka.
Bardzo waznym elementem DSP sa potencjalne miejsca potranslacyjnych modyfikacji.
Omawiane juz badania Yamakoshi wykazaty, ze DSP u §win ma sze$¢ miejsc N-glikozylacji,
trzy O-glikozylacji oraz dwa miejsca przytaczania siarczanu-6-chondroityny [Yamakoshi

2008].

3.2.1.2.6. Bialko fosforowe z¢biny (DPP)

Biatko fosforowe zgbiny nazywane rowniez fosfoforyng (PP) zostalo odkryte przez
Veis’a 1 wspotpracownikow i stanowi okoto 50% niekolagenowych biatek organicznej
macierzy z¢biny [Dickinson 1 wsp. 1975, MacDougall i wsp. 1985]. Charakterystyczng cecha
DPP jest wysoka zawarto$¢ reszt kwasu asparaginowego i seryny (okoto reszt 155 Asp 1 310
reszt Ser), przy czym blisko potowa seryny ulega fosforylacji [ Butler i wsp. 1983,
Yamakoshi i wsp. 2008,Yamakoshi 2009]. Wysoka zawarto$¢ Asp i fosfoseryny (p-Ser)
powoduje, ze jest to najbardziej kwasne biatko jakie odkryto w ludzkim organizmie, a jego
punkt izoelektryczny wynosi okoto 1,1 [Jonsson i wsp. 1978]. Butler i wspotpracownicy
wykazali, ze DPP szczura wystepuje w trzech réznych formach w zaleznosci od stopnia
fosforylacji; jest to DPP wysokofosforylowana (HP), s$redniofosforylowana (MP) oraz
niskofosforylowana (LP) [Butler i wsp. 1983]. Wystepowanie tych trzech form DPP o r6znym
stopniu fosforylacji nie zostato potwierdzone u innych ssakéw [Yamakoshi 2008]. Kwas
asparaginowy 1 fosfoseryna wystepuja gtownie w powtarzajacej si¢ sekwencji (Asp-p-Ser-p-
Ser), oraz (Asp- p-Ser), [Gu i wsp. 2000, MacDougall i wsp. 1997, Ritchie i wsp. 2001].
Wizualizacje komputerowe przedstawiajg powyzsze powtarzajace si¢ sekwencje jako dhugie
konstrukcje szkieletowe w postaci grzebieni zbudowanych z grup karboksylowych i
fosforanowych, zlokalizowanych zewngtrznie w stosunku gltéwnego tancucha biatkowego

[George 1 wsp. 1996]. Ten typ struktury odpowiada potencjalnej funkcji DPP, ktora jest
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nukleacja krysztatu hydroksyapatytow, co wigze si¢ z wigzaniem jonOw wapnia w Sposob
$ciSle zorganizowany [Prasad i wsp. 2010]. Dlugos¢ DPP rozni si¢ u poszczegdlnych
gatunkow, a masa czasteczkowa DPP wynosi od 100 kDa u szczurdéw, bydta i $wini do 140
kDa u cztowieka [Butler i wsp. 1983, Chang 1 wsp. 1996]. Pierwsze cztery aminokwasy DPP
szczura to sekwencja: Asp 448-Asp-Pro-Asn 451 1 jest ona identyczna u bydta [Huq 1 wsp.
2000, 2005], $wini [Yamakoshi i wsp.2003] i czlowieka [Gu 1 wsp. 2000]. Pierwszy
aminokwas DPP - Asp w pozycji 448 u szczura odpowiada Asp 452 u myszy, Asp 473 u
$wini oraz Asp 463 u cztowieka [Prasad i wsp. 2010]. Yamakoshi i wsp. odkryli, iz DPP rézni
si¢ dlugoscig rowniez w obrgbie jednego gatunku , jednak opisane cztery warianty dlugos$ci
obszaru repetytywnego nie mialy wplywu na funkcje DPP i zostaly uznane za efekt

polimorfizmu genu DSPP [Yamakoshi i wsp. 2008].

3.2.1.2.7. Rola DSP i DPP w mineralizacji z¢biny

Analiza biochemiczna biatka DSPP wskazuje na jego istotng role w procesie
mineralizacji ze¢biny [Yamakoshi 2008, 2009]. Natomiast skrajna odmienno$¢ cech i
wlasciwosci DSP i DPP sugeruje, iz pelnig one rézne funkcje w procesie mineralizacji
[Prasad i wsp. 2010].

Funkcja DSP jak dotad nie zostata precyzyjnie okreslona, jednak badania in vitro nad
samoistng nukleacjg krysztalu hydroksyapatytéw na powierzchni DSP wykazaly niskie
powinowactwo oraz ograniczony wplyw na formowanie 1 wzrost hydroksyapatytow [Boskey 1
wsp. 2000]. Uwaza sig, iz DSP pelni role biatka regulatorowego (tzw. czasteczki
sygnalizacyjnej) w procesie mineralizacji z¢gbiny [Boskey 1 wsp. 2000]. DSP moze utatwiad
zapoczatkowanie formowania krysztalu hydroksyapatytu wewnatrz lub wzdhuz wiokien
kolagenowych prowadzac do przeksztalcenia prezgbiny w zg¢bing na froncie mineralizacji
[Milan i wsp. 2004, Suzuki 1 wsp. 2009]. W ostatnich latach zostata wyizolowana i opisana

posta¢ proteoglikanu DSP (DSP-PG) [Qin i wsp. 2003a, Yamakoshi i wsp. 2005a]. W
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macierzy pozakomoérkowej zebiny szczurow DSP-PG wystepuje w wiekszej ilosci niz DSP
[Qin 1 wsp. 2003a, Yamakoshi i wsp. 2005a], co sugeruje, ze jest to forma aktywna biatka
DSP, podczas gdy nieglikozylowana forma DSP jest produktem degradacji DSP-PG [Prasad i
wsp. 2010].

Powszechnie uwaza si¢, ze bialko fosforowe z¢biny jest bezposrednio zwigzane z
nukleacja 1 wzrostem krysztatu mineratu [Dickinson 1 wsp. 1975, Veis 1 wsp. 1967]. Dzigki
duzej zawarto$ci kwasu asparaginowego i ufosforylowanej seryny DPP posiada silne
powinowactwo do wigzania jonéw wapnia [Zanetti 1 wsp. 1981]. W obecnosci jondw wapnia
i magnezu DPP tworzy nierozpuszczalne kuliste skupiska [Marsh  1989].
Wysokofosforylowana posta¢ DPP przy pH 7,4-8,0 moze przylaczy¢ maksymalnie 1,33 jonu
wapnia lub 1,07 jonu magnezu przypadajacych na jedng reszt¢ fosforanowa [Marsh 1989].
Uwaza sig, iz to biatko o duzym powinowactwie do jonéw wapnia, przytacza si¢ do widkien
kolagenowych typu I 1 tworzy trojwymiarowa struktur¢ reszt fosforanowych i
karboksylowych zapoczatkowujaca nukleacje i wzrost krysztatu hydroksyapatytow zebiny
[Stetler-Stevenson 1 wsp. 1986]. Liczne badania wykazaty, Ze po syntezie i wydzieleniu przez
dojrzate odontoblasty, DPP jest transportowany do frontu mineralizacji [MacDougall i wsp.
1985, Weinstock 1 wsp. 1973, Yamakoshi 2008]. Podczas postepu mineralizacji najbardziej
zewnetrzne warstwy prezebiny ulegaja mineralizacji dlatego krysztaty hydroksyapatytu
wzrastajg w S$cisle okreslonym kierunku, gdyz DPP w duzym st¢zeniu i inne bialka
spowalniajag wzrost krysztatu hydroksyapatytow zg¢biny modulujg tym samym ich ksztalt i

wielkos¢ [Butler 1 wsp. 2003].

3.3. Struktura genu kodujacego bialtko DSPP

Badania genetyczne nad strukturg genomu cztowieka wykazaty, ze istnieje jeden gen
kodujacy biatko DSPP i jest on zlokalizowany na dlugim ramieniu chromosomu 4 w pozycji

22.1 (4922.1). Gen DSPP sktada si¢ z 8331 par zasad i konczy si¢ sekwencja ATTAAA.
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Zarowno cata sekwencja genu DSPP, jak i sekwencje kodujace odpowiednio DSP i DPP
zostaly doktadnie okre$lone [Gu i wsp. 2000]. Sekwencja kodujagca DSP znajduje si¢ na
koncu 5’ transkryptu DSPP, natomiast sekwencja kodujaca DPP odpowiednio na koncu 3’
[Gu 1 wsp. 2000, MacDougall i wsp. 1997]. Analiza porownawcza sekwencji genu DSPP
pomiedzy gatunkami wykazata wysoki stopnien konserwatyzmu gryzoni i czlowieka [ Gu i
wsp. 2000, MacDougall 1 wsp. 1997, Ritchie i wsp. 2001]. Sekwencja DSPP sktada si¢ z 5
eksondéw i 4 intronéw. Eksony 2-4 koduja biatko DSP, natomiast w eksonie 5 zakodowana
jest COOH-koncowa czg$¢ biatka DSP oraz cala sekwencja biatkka DPP [Gu 1 wsp. 2000,
Ritchie 1 wsp. 2001, Fisher i wsp. 2003]. Ekson 1 liczacy 92 nukleotydy zawiera sekwencje
niekodujaca, natomiast sktadajacy si¢ z nukleotydéw 93-171 ekson 2 zawiera miejsce
rozpoczecia transkrypcji, koduje sekwencje peptydu sygnatowego (nt.121-165) i sekwencje
trzech pierwszych aminokwaséw NH,-konca biatka DSP. Eksony 3 (nt.166-255) i 4 (nt. 256-
1242) koduja sekwencje biatka DSP, a w eksonie 5 (nt.1243-4331) zakodowana jest pozostala
czes¢ sekwencji biatka DSP (nt.1243-1506) oraz cata sekwencja biatka DPP (nt. 1507-4023)
Pozostate nukleotydy (nt.4024-4331) koduja 3’UTR, ktory jest czescia mRNA nieulegajaca
translacji [Fisher i wsp. 2003, Prasad i wsp. 2010]. Rejon 3> UTR pomimo, iz nie koduje
sekwencji biatka, zawiera tzw. sekwencje sygnatowe regulujagce miedzy innymi stabilnos¢
biochemiczng transkryptéw mRNA [Barreau i wsp. 2006], wptywajace na polozenie mRNA
w komorce, regulujace proces translacji, adenylacji oraz miejsca wigzania miRNA [Hesketh
2004, Mazumder i wsp. 2005, Ara i wsp. 2006, Yang i wsp. 2005].

Restrykcyjna rejonizacja ekspresji genu DSPP ograniczona gléwnie do zgbiny, a w
niewielkiej ilo$ci do tkanki kostnej i innych tkanek migkkich takich jak gruczoty §linowe,
nerki, mézg, watroba i chrzastka [Ogburke 1 wsp. 2004, 2007, Qin i wsp. 2002, Prasad i wsp.
2011] pozwala przypuszczaé, iz transkrypcja DSPP podlega precyzyjnym mechanizmom

regulacyjnym odmiennym w zebinie, kosci lub innych tkankach [Chen S. 1 wsp. 2005].
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Analiza genu DSPP u myszy wykonana przez Fenga i wsp. dowiodla wystgpowania kilku
sekwencji wzmacniajacych 1 wyciszajacych w rejonie —1447 par zasad od miejsca
rozpoczecia transkrypceji [Feng i wsp. 1998]. Silna sekwencja promotorowa zostata odkryta w
rejonie —95 pary zasad konca 5’DSPP, a dwie slabsze sekwencje wzmacniajace
zidentyfikowano w rejonach pomigdzy —1447 oraz —791. Z kolei sekwencje wyciszajace
odkryto w rejonie pomiedzy —791 1 -95 parg zasad [Feng i wsp. 1998]. Badania te potwierdzit
Chen ze wspotpracownikami wykazujac, iz najsilniejsza aktywno$¢ promotora w mysim
genie DSPP znajduje si¢ pomiedzy —97 1 +54 parg zasad, a dwie potencjalne sekwencje
wzmacniajace istnieja odpowiednio pomig¢dzy —1243 1 —792 oraz —791 1 —242 parg zasad
[Chen S. 1 wsp. 2004]. Odnotowano rdwniez sekwencj¢ wyciszajaca pomigdzy —241 1 —98 pz
[Chen S. i wsp. 2004]. Te same badania wykazaty, ze sekwencja CCAAT wiazaca czynnik
CBF (znany rowniez jako NF-Y i1 CP1) dziala wzmacniajaco i przylacza si¢ do sekwencji
DSPP w miejscu nazwanym DEIl, zlokalizowanym pomiedzy —97 1 —74 para zasad.
Zidentyfikowano rowniez biatko DF2 (72kDa), ktore przylaczajac si¢ w miejscu nazwanym
DE2 znajdujacym si¢ pomigdzy —127 i —95 parg zasad hamuje ekspresje DSPP [Chen S. i
wsp. 2004].

Powstawanie i rozwdj zgbiny jest ztozonym procesem, w ktorym krzyzuje si¢ wiele
Sciezek sygnalizacyjnych aktywnych w procesach biomineralizacji 1 jest kontrolowany przez
szereg czynnikdw wzrostu 1 czynnikow transkrypcyjnych. Jednym z najwazniejszych jest
czynnik transkrypcyjny Runx2, ktory zaangazowany jest w aktywacj¢ transkrypcji genow
kodujacych biatka biorgce udzial w dojrzewaniu odontoblasta [Chen S. 1 wsp. 2005, 2009].
Odnotowano, iz Runx2 powoduje przyspieszenie ekspresji DSPP we wczesnym okresie
dojrzewania komorek zg¢binotwoérczych, natomiast hamuje ekspresj¢ DSPP w dojrzatych
odontoblastach [Chen S. i wsp. 2005]. Ostatnie badania Napieraly i wsp. nad genem 7rps/ u

myszy wykazaty, ze wysoki poziom ekspresji czynnika transkrypcyjnego Trpsl w
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odontoblastach prowadzi do dramatycznego spadku ekspresji DSPP, co wynika z
bezposredniego hamowania promotora DSPP [Napierala 1 wsp. 2012]. Szczegdtowa analiza
potwierdzita silng ekspresj¢ czynnika Trpsl w preodontoblastach, natomiast gwaltowny
spadek jego ekspresji w dojrzatych odontoblastach wskazujac jednoczesnie, iz Trpsl jest
kolejnym odkrytym czynnikiem transkrypcyjnym ulegajacym ekspresji wczes$niej w $ciezce
sygnalizacyjnej DSPP 1 bezposrednio regulujacym ekspresj¢ DSPP [Napierala 1 wsp. 2012].
Kolejnym poznanym czynnikiem regulacji ekspresji genu DSPP jest biatko morfogenetyczne
kosci 2 (BMP2). Ta czasteczka sygnalizacyjna odgrywa wazng role w sygnatowaniu w trakcie
rozwoju odontoblasta. Badania Chen i wspotpracownikéw dowodza, ze BMP2 stymuluje
poziom ekspresji DSPP, co wykazano badaniem aktywno$ci lucyferazy w plazmidzie
zawierajagcym sekwencj¢ promotora DSPP obejmujaca nt. 72 — 97 sekwencji genu DSPP
[Chen S. 1 wsp. 2008]. Sygnalizacja BMP2 wymaga wspotdziatania heterotrimera czynnika
NF-Y (czynnik jadrowy Y), a odbywa si¢ poprzez odwrécong sekwencje CCAAT [Chen S. i
wsp. 2008]. BMP2 pobudza akumulacje NF-Y w jadrze komérkowym zwigkszajac jego
rekrutacje do sekwencji promotorowej DSPP in vivo [Chen S. i wsp. 2008 ]. Wymuszona
nadekspresja NF-Y zwigksza zardwno poziom ekspresji transkryptu jak i biosyntezy biatka
DSPP; Natomiast mutacje w miejscu wigzania czynnika NF-Y powoduja znaczne
zahamowanie ekspresji genu DSPP w preodontoblastach [Chen S. i wsp. 2008]. Dodatkowo,
stwierdzono, i1z antagonista BMP2 — Noggin powoduje znaczne zahamowanie ekspresji genu
DSPP w preodontoblastach [Chen S. i wsp. 2008]. Niezwykle ciekawym wydaje si¢ fakt
regulacji ekspresji genu DSPP przez inne niekolagenowe biatko z rodziny SIBLING — DMP1
[Ye i wsp. 2004]. Badania Narayanana udowodnity, ze COOH—koncowe biatkka DMP1 tzw.
fragment 57 kDa w okresie rozwojowym wedruje do jadra komorkowego odontoblasta

szczura gdzie pelni funkcje¢ czynnika transkrypcyjnego przylaczajac sie do sekwencji
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promotora DSPP w pozycji — 450 1 aktywujac tym samym transkrypcje genu DSPP

[Narayanan i wsp. 2006].

3.3.1. Mutacje w sekwencji genu kodujacego bialko DSPP

Na podstawie dotychczasowych doniesien naukowych opisujacych skrupulatng analize
molekularng genu DSPP u os6b prezentujacych fenotyp dentinogenesis imperfecta typu 1I/111
1 \lub dysplazji z¢biny typu II udato si¢ powigza¢ jedynie mutacje w genie DSPP jako
przyczyn¢ wystgpienia tego fenotypu [Hart 1 wsp. 2007]. Do tej pory opisano ponad 30 takich
mutacji [Hart 1 wsp. 2007, Kida 1 wsp. 2009, Kim 1 wsp. 2007, Lee SK. i wsp. 2011,
MacDougall 1 wsp. 2006, Nieminen 1 wsp. 2011, Maciejewska 1 wsp. 2012, Rajpar 1 wsp.
2002], jednakze niektore z nich nie skutkujg powstaniem fenotypu [McKnight 1 wsp. 2008b,
Nieminen 1 wsp. 2011, Maciejewska 1 wsp. 2012]. Te ostatnie nazywane sg mutacjami
cichymi i najczesciej dotyczg zamiany trzeciego nukleotydu w kodonie, ktora ze wzgledu na
degeneracje kodu genetycznego nie skutkuje zmiang kodowanego aminokwasu. Niezwykle
istotnym jest rowniez fakt obecnosci w sekwencji genu DSPP mutacji ilosciowych insercji
1\ub delecji bez przesunigcia ramki odczytu, co zdarza si¢ bardzo czgsto szczegolnie w czesci
repetytywnych powtorzen DSS zlokalizowanej w sekwencji kodujacej biatko DPP [Nieminen
1 wsp. 2011]. Wskazuje to na wysoki stopien polimorfizmu genu DSPP [Bai i wsp. 2010, Kim
i wsp. 2007, Song i wsp. 2006].

Mutacje genu DSPP podzielono arbitralnie na trzy grupy dotyczaca sekwencji
kodujacej: — peptyd sygnatowy,— DSP oraz — DPP. Interesujacym pozostaje fakt, iz mutacje
typu zmiana sensu i mutacje nonsensowne o charakterze transwersji i\lub tranzycji wystepuja
gléwnie w sekwencjach kodujacych peptyd sygnalowy i1 biatko DSP, natomiast mutacje w
sekwencjach kodujacych biatko DPP moga mie¢ zardwno charakter jako$ciowy (tranzycje,

transwersje) i/lub ilosciowy (insercje/delecje) skutkujace przesunigciem ramki odezytu [Kida
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1 wsp. 2009, Lee KE. i wsp. 2011, Maciejewska 1 wsp. 2012, Nieminen i wsp. 2011, Rajpar 1

wsp. 2002].

3.3.1.1. Mutacje sekwencji kodujacej peptyd sygnalowy

Dotychczas, opisano dwa rodzaje mutacji dotyczacych sekwencji kodujacej peptyd
sygnatowy. W obu przypadkach byly to mutacje typu zmiany sensu. Pierwsza mutacja
skutkowata fenotypem dysplazji zgbiny i polegata na transwersji nukleotydu 16 T>G w
eksonie 2, czego efektem byta substytucja tyrozyny na kwas asparaginowy w kodonie 6 (Y6
D) peptydu sygnatowego [Rajpar 1 wsp. 2002]. Drugag mutacj¢ opisano w kodonie
sygnatlowym w pozycji c. 15 (C>T). Ta mutacja powodowata zamiang alaniny w waling (A 6

V) [Malmgren i wsp. 2004].

3.3.1.2. Mutacje sekwencji kodujacej bialko sialowe z¢biny

Kolejne dotychczas wykryte mutacje dotycza sekwencji kodujacej DSP. Wykazano
obecno$¢ mutacji o charakterze transwersji C>A w eksonie 2 pozycji ¢.49 . Efektem jest
zamiana aminokwasu proliny na treoning (P 17 T) [Hart i wsp. 2007, Zhang 1 wsp. 2007]. W
tej samej pozycji ¢.49 opisano rowniez tranzycje C>T skutkujaca zamiang proliny na seryne
(P 17S) [Hart 1 wsp. 2007, Xiao i wsp. 2001, Zhang i wsp. 2007]. Kolejno, w eksonie 2, w
pozycji ¢.52 opisano transwersj¢ G>T skutkujaca zamiang waliny na fenyloalaning (V 18F)
[Holappa i wsp. 2006, Kim i wsp. 2005, Song i wsp. 2006, Xiao i wsp. 2001].

Nastepng mutacj¢ w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DSP odkryto w eksonie 3
w pozycji c¢.133 1 polegala ona na tranzycji C>T typu nonsens skutkujaca zamiang glutaminy
w kodon stop (Q45stop) [Zhang i wsp. 2001]. Efektem tej mutacji jest przedwczesne
zakonczenie procesu translacji, a powstajace biatkko DSP ma istotnie skrocona sekwencje,
natomiast bialkko DPP nie powstaje w ogole [Song i wsp. 2006]. W efekcie tej mutacji w

przestrzeni zewnatrzkomorkowej odontoblasta nie wystepuje biatko DPP, co istotnie zaburza
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nukleacj¢ krysztalbw mineratu 1 skutkuje dramatycznym spadkiem stopnia mineralizacji
z¢biny. Kolejng mutacja w sekwencji DSP zaobserwowano w pozycji c.135. Byta to tranzycja
G>A w miejscu GT intronu 3 gdzie nastgpuje skladanie transkryptu (splicing). Efektem tej
mutacji jest tzw. wypadnigcie eksonu 3 [Xiao i wsp. 2001]. Podobny efekt daje transwersja
G>T w pozycji ¢.135 [McKnight 1 wsp. 2008b], przy czym w tym przypadku nastgpuje utrata
czg$ci akceptorowej po stronie 5’ eksonu 4 przy roéwnoczesnym braku alternatywne;j
sekwencji akceptorowej na odcinku 50 kolejnych nukleotydéw. Obie opisane mutacje oraz
inne skutkujace utratg eksonu 3, klinicznie manifestujg si¢ fenotypem DGI typu II [Bai 1 wsp.

2010, Kim i wsp. 2004, McKnight i wsp. 2008b, Xiao i wsp. 2001].

3.3.1.3. Mutacje sekwencji kodujacej bialko fosforowe z¢biny

Mutacje genu DSPP w obszarze kodujacym biatko DPP s3 réwniez przyczyna
wystepowania fenotypu dentinogenesis imperfecta 1\l oraz dysplazji zg¢biny typu II
[McKnight i wsp. 2008b, Maciejewska i wsp. 2012]. Charakterystyczng cechg jest znaczaco
czestsze wystepowanie w tym rejonie aranzacji genowych typu delecji i\lub insercji
skutkujacych przesunigciem ramki odczytu [Dong i wsp. 2005, Holappa i wsp. 2006, Lee KE.
1 wsp. 2011, McKnight i wsp. 2008a, Nieminen i wsp. 2011]. McKnight i wsp. opisali 5
odmiennych mutacji skutkujacych przesunieciem ramki odczytu, ktore spowodowaty zmiany
w obszarze repetytywnym genu DSPP [McKnight i wsp. 2008a, 2008b] .W konsekwencji
powstala dluga sekwencja aminokwasowa (okoto 500 do 600) zbudowana z aminokwasow
hydrofobowych, gléwnie alaniny, waliny i izoleucyny. Probanci dotknigci taka mutacjg
prezentowali fenotyp DGI II oraz DD II, jednakze zamiana dluzszej sekwencji
aminokwasowej (600 lub wigcej) skutkowala tagodniejsza forma dysplazji zebiny, podczas
gdy zamiana krotszej sekwencji aminokwasowej (500 aa) prowadzita do powstania cech
klinicznych dentinogenesis imperfecta typu 1. Autorzy uwazaja, iz zjawisko to moze by¢

zwigzane z polimorfizmem gendéw oraz wystepowaniem haplotypow [McKnight 1 wsp. 2008a,
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2008b]. Wystepowanie fenotypu zwigzane jest z aktywnos$cia dominujacego allela, ktory
moze by¢ zmutowany lub zdrowy [McKnight i wsp. 2008a, 2008b]. Ostatnie badania von
Marschall i wsp. dowodza, iz mutacje z przesuni¢ciem ramki odczytu konca 3’ kodujacego
repetytywng domene, wigzacg jony wapnia spowodowane sg przez zatrzymanie zmutowanego
biatka przez btony szorstkiego retikulum endoplazmatycznego, co réwnocze$nie wptywa na

wewnatrzkomorkowy transport biatka o prawidtowej budowie [von Marschall i wsp. 2012].
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4. CEL PRACY

Celem pracy jest okreslenie zmiennosci sekwencji genu DSPP kodujacego biatko
sialofosforowe zebiny poprzez okreslenie mutacji oraz zmian o charakterze polimorfizmu w
populacji 0s6b z rozpoznaniem klinicznym 1 radiologicznym dentinogenesis imperfecta typu
II oraz dysplazji z¢biny typu Il oraz analiza poréwnawcza z grupa kontrolng pochodzaca z
populacji polskiej 1 sekwencja referencyjng (ENSG00000152991) oraz danymi
zgromadzonymi w bazie ludzkiego genomu Ensembl.

Cele szczegdtowe obejmowaty:

1. Poréwnanie czgsto$ci wystgpowania mutacji zmieniajacych sens oraz zmian o
charakterze polimorfizmu typu SNP i polimorfizmu jako$ciowego (insercji/delecji) w genie
DSPP w rejonach kodujacych biatko DSP oraz DPP.

2. Zweryfikowanie czy w genie DSPP w grupie os6b z rozpoznaniem klinicznym i
radiologicznym dentinogenesis imperfecta typu Il oraz dysplazji zgbiny typu II istnieja
mutacje przyczynowe wystapienia fenotypu dentinogenesis imperfecta typu Il lub dysplazji
zgbiny typu IL

3. Okreslenie w grupie os6b chorych oraz zdrowych obecno$ci mutacji w genie
DSPP uznanych za rzadka wariancj¢ genetyczng specyficzng dla danej populacji okreslang

jako polimorfizm lokalny.
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5. MATERIAL I METODY

5.1. Material badawczy

Badaniem objeto 10 os6b (grupa doswiadczalna) obojga ptci w wieku od 8 do 60 lat
pochodzacych z terenu Polski, u ktorych stomatologiczne badanie kliniczne potwierdzito
wystepowanie cech fenotypowych dentinogenesis imperfecta typu Il i\lub III i\lub dysplazji
zebiny typu II. Material stanowilo DNA wyizolowane z komorek nabtonka jamy ustnej
probantéw. Pozyskanie materialu genetycznego polegato na pobraniu wymazdéw na jatowe
wymazowki 1 poprzedzone bylo badaniem przedmiotowym i1 podmiotowym. Wszystkich
badanych poinformowano, iz sg to nieinwazyjne i niebolesne metody badawcze oraz, ze w
zaden sposOb nie wptywaja negatywnie na stan zdrowia. W kazdym przypadku otrzymano
pisemng zgode probanta lub opiekuna prawnego na pobranie 1 analiz¢ materialu
genetycznego.

Grupe kontrolng stanowito 30 niespokrewnionych oso6b obojga ptci wieku od 20 do 57
lat pochodzacych z terenu Polski. Kazda z tych osob zostala poddana stomatologicznemu
badaniu klinicznemu, ktore wykluczyto wystgpowanie cech fenotypowych dentinogenesis
imperfecta typu Il i\lub III oraz dysplazji zebiny typu II.

Badanie otrzymalo zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego NKEBN/164/2011.

5.2. Izolacja DNA

DNA uzyskane z wymazow poddano izolacji organiczng metoda standardowa wedtug
Sambrook 1 wspotautoréw [Sambrook 1 wsp. 1989]. W zakrgcanej probowce o pojemnosci 2
mL umieszczano materiat badawczy, do ktorego dodawano 313puL buforu ekstrakcyjnego TE

(200 mL dejonizowanej wody, 40 uL 0,5 M EDTA, 0,24 g Tris) o pH 8.0, 5 pL proteinazy K
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(10 mg\uL ) 1 12 pL 20% SDS. Izolaty dzielono po 100pL i zamrazano w temperaturze
—20°C. Nastepnie przez 12 godzin inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 56°C. Kolejno
wstrzgsano przez 10 sekund oraz wirowano z predkoscia 13000 rpm w temperaturze
pokojowej przez 12 minut. 300 pL supernatantu przektadano do nowych probowek i
dodawano identyczna objeto$¢ mieszaniny fenol/chloroform. Kolejno wstrzasano przez 10
sekund oraz wirowano z predkoscig 13000 rpm w temperaturze pokojowej przez 12 minut.
DNA precypitowano poprzez dotaczenie do fazy wodnej 1/10 objetosci 3M octanu sodu o
pH = 5,2 oraz 3 objetosci lodowatego alkoholu absolutnego. DNA wytracano przez noc w
temperaturze —20°C. Kolejnego dnia probki wirowano z predkoscia 13000 rpm w
temperaturze pokojowej przez 12 minut. Po usuni¢ciu supernatantu, DNA suszono w

temperaturze pokojowej przez 2 godziny, po czym zawieszano w 20 uL Tris (pH 8,5).

5.3. Pomiar stezenia DNA

Pomiar st¢zenia DNA wykonywano z wykorzystaniem metody fluorymetrycznej
aparatem Fluoroskan Ascent FL firmy Labsystems, z uzyciem barwnika PicoGreen
wiazacego dwuniciowg spirale DNA. Po zwigzaniu DNA, barwnik wzbudzano $wiatlem o
dhugosci fali 485 nm, a nastgpnie mierzono emisje swiatla o dtugosci fali 538 nm, ktéra jest
proporcjonalna do ilo$ci barwnika zwigzanego z DNA. Stg¢zenie DNAw roztworze szacowano
wzgledem krzywej standardowej, utworzonej na bazie pomiaréw: proby Slepej stanowigcej
50ul buforu TE pH = 7,5 i trzech punktow pomiarowych o stezeniu standardu DNA: 2 ng/mL,
50 ng/mL, 100 ng/mL. Przed pomiarem do dwoch kolejnych studzienek dodano po 1 pL
mierzonego DNA oraz 49 pL buforu TE pH = 7,5 i barwnika PicoGreen. Pomiar ilosci DNA
metoda fluorymetryczng dokonywano przy uzyciu zestawu Molecular Probes (USA).

Koncowy wynik obliczono jako $rednig warto$¢ dwoch pomiarow.
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5.4. Amplifikacja fragmentow genu DSPP

Amplifikacj¢ fragmentow genu DSPP przeprowadzono metoda PCR w objetosci

koncowej 10pL, w termocyklerze 9700 (Perkin Elmer,USA). Fragmenty kodujace genu

DSPP byly amplifikowane przy wykorzystaniu par starteréw wg. McKnight 1 wspotautorow

oraz Bai i wspotautoréw [McKnihgt 1 wsp. 2008, Bai 1 wsp. 2010] (tabela 1,2). Ze wzgledu na

dlugos¢ wyjsciowa 1 mozliwos$ci techniczne amplifikacji poszczegdlnych eksonow, ekson 4

genu DSPP zostal podzielony na 2 fragmenty, a ekson 5 na 4 fragmenty, ktére oznaczono

zgodnie z piSmiennictwem [ McKnihgt i wsp. 2008, Bai i wsp. 2010].

Tabela 1. Sekwencje starterow dla eksonow 2 i 3 oraz 4 (fragmentow 4.1, 4.2) i 5 (fragmentéow 5.1, 5.2) genu
DSPP wg. McKnight i wsp. [McKnight i wsp. 2008b].

DSPP \ ekson

kolejne nukleotydy Sekwencja (5'—3")
2(1-84 F: CGT ATG TCT TCT CGT GTT AGA TAC
(1-84) R: TGA AGC AAA GAT GGA CAA AGT CTC
3(85-168) F: ATC ATA CTT TGG CCT TTG TGT TAA

R: GAT GGT TCC ACT GGC ATT TAA CTC

4.1 (169 - 660)

F: CCA AGATTG CAATTIT GCT TTC C
R: AGT CCC ATT TCT CTT GCT GTT GAT

4.2 (663 - 1155)

F: GCT GGA AGC AAT AAC AGT ACA GA
R: TTGTCATGG TTT ATT TTT GTG CTA

5.1 (1156 - 1664)

F: CCC AGT TAT TCT TCC TCA GAT CAAT
R: TCA CTG CTATCT GAT TTA CCTTTG C

5.2 (1665 —2170)

F: CTG ATG AAT CAA AAG ATA ATG GC
R: TGT CAC TAT CGC TGC TGT TACTATT
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Tabela 2. Sekwencje starterow dla eksonu 5 (fragmentdw 5.5 oraz 5.6) genu DSPP wg. Bai i wsp. [Bai i wsp.
2010].

DSPP / ekson

kolejne nukleotydy Sekwencja (5 — 37)

F: GCAGTGACAGCAACGAAAGCAGCAAT

3:3 (2170 - 3809) R: GTTGTTACCGTTACCAGACTTGCTC

F: TGACAGCACATCTGACAGCAAT

5.6 (3810 - 4071) R: TCCCCCAGTTGTTTTTGTTT

Do amplifikacji fragmentéw genu DSPP wykorzystano mieszaning reakcyjna
Multiplex PCR Master Mix (Qiagen, Niemcy) o nastepujacym sktadzie: HotStarTaq DNA
Polimerase; 6 mM MgCl, pH 8,7; NTP mix; 0,2 uM kazdego ze starterow (IDT, USA); 1 ng
matrycowego DNA dla eksonoéw 2 i1 3, 10 ng matrycowego DNA dla fragmentow 4.1, 4.2,
5.1, 5.6 eksonu 4 1 5 oraz 50 ng matrycowego DNA dla fragmentow 5.2, 5.5 eksonu 5.

Aby uzyskac koncowa objetos¢ 10 uL mieszanine dopetniano woda wolng od RNA-zy
(Promega, USA).

Fragmenty genu DSPP poddawano amplifikacji metoda PCR w warunkach

przedstawionych w tabeli 3.
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Tabela 3. Warunki amplifikacji fragmentéw genu DSPP.

2 95°C\ 15 min 94°\C37%§;Cff;(fr\ll3r5‘isn 30s; 72°C\10 min

3 95°C \ 15 min 94°\C3702§;Cffrlch\ll3g‘isn 30s; 72°C\10 min
4.1 95°C \ 15 min 94°\C37%§;Cff;(fr\ll3r5‘isn 30s; 72°C\10 min
42 95°C \ 15 min 94°\C3702§;C€18;Ci11\113glisn 30s; 72°C\10 min
5.1 95°C \ 15 min 94°\C37%§éffrlch\ll;§isn 30s; 72°C\10 min
52 95°C \ 15 min 94°\C3702§;C€18;Ci11\113glisn 30s; 72°C\10 min
5.5 95°C \ 15 min 94°\C37%§éffrlch\ll;§isn 30s; 72°C\10 min
5.6 95°C \ 15 min 94°\C3702§;C€18;Ci11\113glisn 30s; 72°C\10 min

Uzyskane produkty amplifikacji oczyszczano przy uzyciu zestawu Expo Sap

(Afymetrix, USA) wedlug wskazowek producenta.

5.5. Sekwencjonowanie produktow amplifikacji fragmentow eksonow 2, 3,

4.1,4.2,5.1,5.2, 5.5, 5.6 genu DSPP

Sekwencjonowanie eksonow i1 fragmentow eksonow 2, 3, 4.1, 4.2, 5.1, 5.2, 5.5, 5.6
genu DSPP wykonano z wykorzystaniem zestawu ABI Prism Big Dye Terminator Cykle
Sequencing Ready Reaction Kit v. 1.1 (Applied Biosystems, USA), sktadajacego si¢ z: -
terminatora A znakowanego dwuchloro [R6G], - terminatora C znakowanego dwuchloro
[ROXI], - terminatora G znakowanego dwuchloro [R /0], - terminatora T znakowanego
dwuchloro [TAMRA], - dezoksytrojfosforanow ( dATP, dCTP, dGTP, dUTP), - Stoffel-
Amlitaq DNA polimerazy, - MgCl,, - Tris-HCI o pH 9,0. Amplifikacj¢ przeprowadzono z

wykorzystaniem: 8uL mieszaniny znakowanych terminatoréw, po 2 pL kazdego (3,2 pmol

53



nieznakowanego startera kazdego badanego fragmentu) i 4ul matrycowego DNA. Objetos¢
koncowa 20 pL otrzymywano przez dopetnienie 6 uL woda wolna od RNA-zy (Promega,
USA).

Do sekwencjonowania wykorzystano probowki 0,2 pL typu MicroAmp (Applied

Biosystems, USA) oraz aparat do PCR serii 9700 (Perkin Elmer,USA).

Tabela 4. Warunki sekwencjonowania genu DSPP.

LEEEY fDr?g%)r;l)ent genu Denaturacja wstepna 25 cykli

2 96°C\11s 96°\ 10 s; 50°C\ 0,05 min; 60°C\ 4 min

3 96°C\11s 96°\ 10 s; 50°C\ 0,05 min; 60°C\ 4 min
4.1 96°C\11s 96°\ 10 s; 50°C\ 0,05 min; 60°C\ 4 min
4.2 96°C\11s 96°\ 10 s; 50°C\ 0,05 min; 60°C\ 4 min
5.1 96°C\11s 96°\ 10 s; 50°C\ 0,05 min; 60°C\ 4 min
52 96°C\11s 96°\ 10 s; 50°C\ 0,05 min; 60°C\ 4 min
5.5 96°C\11s 96°\ 10 s; 50°C\ 0,05 min; 60°C\ 4 min
5.6 96°C\11s 96°\ 10 s; 50°C\ 0,05 min; 60°C\ 4 min

W podobnym trybie przeprowadzono sekwencjonowanie odwrotnej nici DNA

uzywajac startera odwrotnego odpowiednio badanego fragmentu.

5.6. Precypitacja produktow reakcji sekwencjonowania

Produkty reakcji sekwencjonowania (20uL) przenoszono do probowki Eppendorf, a
nastepnie dodawano 2 pl octanu sodu (Sigma, USA) oraz 50 pL etanolu (POCH, Polska).
Precypitacj¢ przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Nastepnie probki

poddano wirowaniu w wirowce Centrifuge 5804 R, Eppendorf przy predkoscil4000 rpm
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przez 20 minut. Supernatant usuwano przy uzyciu pipety automatycznej, produkty ptukano w
500uL 70% etanolu (POCH, Polska). Etanol usuwano po wstrzasnigciu i odwirowaniu z
predkoscig 14000 przez 5 minut. Produkt koncowy suszono w 90°C przez 1 minute przy

wykorzystaniu bloku grzejnego Multi-blok Heater (Lab-Line, USA).

5.7. Rozdzial produktow reakcji sekwencjonowania elektroforeza kapilarng
(CE) przy uzyciu automatycznego analizatora DNA typu ABI PRISM

310

Wysuszony produkt reakcji sekwencjonowania taczono z 20 pL dejonizowanego
formamidu (Applied Biosystems, USA), probki denaturowano kolejno w 95°C przez 5 minut i
umieszczano w tazni wodno-lodowej na 3 minuty. Zdenaturowane produkty poddawano
elektokinetycznemu pobraniu przy 2 kV przez 30 sekund. W niepokrytej kapilarze (Applied
Biosystems, USA) napetnionej denaturujgcym polimerem POP-6 (Applied Biosystems, USA)
przeprowadzono rozdziat produktow sekwencjonowania. Droga rozdziatu wynosita 36 cm.
Elektrforezg przeprowadzono w temperaturze 50°C przy 12 kV, 9 mA, 10 mW. Czas
rozdziatu i detekcji jednego produktu reakcji sekwencjonowania wynosit 36 minut.

Bufor elektrodowy EDTA (Applied Biosystems, USA) uzyto do elektroforezy. Przy
wykorzystaniu filtru E i programu komputerowego 310 Genetic Analyser Data Collection
1.0.4 wykrywano produkty sekwencjonowania. Programy komputerowe Sequencing Analysis
v. 3.0 oraz 5.2 i Seqence Navigator v. 2.0 oraz v. 2.5 postuzyly do analizy uzyskanych
wynikow.

Procedure sekwencjonowania dla kazdej proby powtarzano trzykrotnie.
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6. WYNIKI

Analiza molekularna sekwencji genu DSPP u os6b w polskiej populacji
prezentujacych fenotyp DGI typu II\NII i\lub DD typu II oraz w grupie kontrolnej, bez zmian
fenotypowych DGI typu II\NII i\lub DD wykazata brak mutacji w sekwencji kodujacej peptyd
sygnatowy. Jednoczesnie stwierdzono wystgpowanie mutacji 1 licznych zmian

polimorficznych w sekwencji genu DSPP kodujacej biatka DSP, DPP oraz w rejonie 3’UTR.

6.1. Zmiany w kodzie genetycznym genu DSPP w sekwencji kodujacej

bialko DSP

6.1.1. Mutacje w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym bialko DSP

W sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DSP w pozycji g.235 u 4 chorych (40%
badanych) wykryto obecno$¢ mutacji o charakterze transwersji A — T, co skutkowalo
zamiang argininy na tryptofan. U kazdego z 4 probantéw mutacji ulegt jedynie 1 allel (lacznie
4 allele). Pozostate osoby posiadaty sekwencje zgodna z referencyjnag w obu allelach (tabela
5, 6; rycina 1). Analiza wykazata, ze 80% odsetek stanowily allele referencyjne, a 20% allele
zmutowane. Stanowi to odpowiednio: 16 alleli z sekwencja referencyjng i 4 allele z
sekwencja zmutowang (tabela 5, rycina 1). W grupie o0sob zdrowych t¢ samag zmiang
zaobserwowano u 5 probantow, co stanowito 17% badanej grupy. U 4 badanych mutacji ulegt
1 allel (facznie 4 allele), a u 1 osoby mutacji ulegly oba allele (tabela 5, 6; rycina 2). Z
obliczen wynika, iz 54 allele z sekwencjg prawidtowa stanowity 90%, a 6 alleli z sekwencja

zmutowang — 10% (rycina 2).
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Tabela 5. Mutacja w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DSP w grupie osob chorych (a) i
zdrowych (b) w odniesieniu do liczby alleli; A — allel referencyjny, B — allel zmutowany.

. Zmiana . Liczba Liczba Liczba
Pozycja | Nukleotyd Zamiana .| % | % z
N | aenes iy nukleotyc.lu aminokwasu Grupa | alleli A alleli B probantqw

w kodonie A B Z mutacja
a 16 80 4 20 4
235 A AGG—TGG Arg—Trp b 54 90 3 10 5

Tabela 6. Mutacja w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DSP w grupie osob chorych (a) i zdrowych (b).

Pozycja w Zamiana Grupa Liczba homozygot z allelami Liczba homozygot z Liczba
DNA aminokwasu P referencyjnymi allelami zmutowanymi | heterozygot
a 6 0 4
235 Arg—Trp
b 25 1 4
100%
18
90%
16
80% -
14
. 70% -
= 12 =
T = 60% -
= 10 < oo
g mallelA w  50% - mallel A
N Y]
2 m allel B g 40% - mallelB
30%
47 20% -
27 10% -
0~ 0% -
] gDNA235 b 2DNA 235

Rycina 1. Liczba (a) oraz odsetek (b) alleli referencyjnych (A) oraz alleli zmutowanych (B) w sekwencji genu
DSPP w pozycji g.235 w rejonie biatka DSP w grupie osob chorych.
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60 100%
50 90%
80%
40 _70%
% % 60%
g 30 mallelA T 50% mallelA
2 mallel B % 40% mallel B
30%
10 20%
10% -
0 - 0% -
a gDNA235 b gDNA 235

Rycina 2. Liczba (a) oraz odsetek (b) alleli referencyjnych (A) oraz alleli zmutowanych (B) w sekwencji genu
DSPP w pozycji g.235 w rejonie biatka DSP w grupie os6b zdrowych.

6.1.2. Polimorfizm w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym bialko DSP

W sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DSP w pozycji g.930 zaobserwowano
zmiang typu SNP u 7 chorych (70% badanych). Byla to zmiana o charakterze tranzycji TCA
— TCG 1 dotyczyta trzeciego nukleotydu A — G w kodonie kodujagcym seryng. U 6
probantéw zamianie ulegt 1 allel (6 alleli), a u 1 probanta zamiana nastgpita w obu allelach (2
allele), co skutkowato powstaniem homozygoty z dwoma polimorficznymi allelami (tabela 7;
rycina 3). U 3 os6b w pozycji 2.930 zidentyfikowano sekwencje referencyjng w obu allelach,
co stanowito tacznie 60% alleli referencyjnych oraz 40% alleli polimorficznych (tabela 7;
rycina 3). Ta sama zmiana wystapita u 28 osob zdrowych (93% badanych). U 17 badanych
odnotowano zamiang 1 allela (17 alleli), a u 11 0s6b zamiana nastgpita w obu allelach (22
alleli). U pozostalych 2 probantdow wystgpowala sekwencja referencyjna. 21 alleli z
sekwencja referencyjng stanowito 35% , a 39 alleli polimorficznych stanowito odpowiednio

65% (tabela 7; rycina 4).
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Tabela 7. Zamiana polimorficzna typu SNP w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujagcym biatko DSP w grupie
0s6b chorych (a) i zdrowych (b) ; A — sekwencja referencyjna, B — sekwencja polimorficzna.

. Zamiana . . Liczba
Pozycja | Nukleotyd Kodowany Liczba | Liczba | .
w DNA | referencyjny nukleotyC.Iu aminokwas G alleli A ol alleli B i oso}o “
w kodonie zamiang
a 12 60 8 40 7
930 A TCA—-TCG seryna
b 21 35 39 65 28
14 100%
12 90%
80%
10 _70%
2 g = 60% -
Ly+]
8 mallelA j‘g 50% - mallel A
N § 7]
2 mallel B 3 40% - mallel B
4 - 30% -
5 20% -
10% -
0 - 0% -
a gDNA 930 b gDNA930

Rycina 3. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych oraz alleli polimorficznych w pozycji 2.930 w sekwencji
genu DSPP w rejonie bialka DSP w grupie oso6b chorych; A — allel z sekwencja referencyjna, B — allel z

sekwencja polimorficzng.
45 100%
40 90%
35 80%
30 _ 70%
s = 60% -
© mallel A = 5oy | mallel A
| 20 - T
° mallel B w  40% -
= 15 B mallelB
30% -
10 7 20%
5 10% -
0 - 0% A
a gDNA 930 b gDNA 930

Rycina 4. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych oraz alleli polimorficznych w pozycji 2.930 w sekwencji
genu DSPP w rejonie biatka DSP w grupie osob zdrowych; A — allel z sekwencja referencyjna, B — allel z
sekwencja polimorficzna.
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W sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DSP w grupie osob chorych oraz zdrowych

nie stwierdzono rearanzacji iloSciowych (insercji i/lub delecji).

6.2. Zmiany w kodzie genetycznym genu DSPP w sekwencji kodujacej

bialko DPP

6.2.1. Mutacje w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP

W sekwencji genu DSPP kodujacej biatkko DPP w grupie os6b chorych odnotowano
mutacje punktowe zmieniajace sens w 11 pozycjach: g.3550, g.3568, g.3598, g.3611, g.3615,
2.3622, 23710, g3714, g.3728, g.3732,2.3805. Natomiast u o0s6b zdrowych wykryto 13
mutacji punktowych w pozycjach: g.2006, £.2024, g.3568, g.3592, g.3598, g.3615,
2.3622,2.3710, g.3714, 2.3728, 2.3732, g.3768, 2.3805. Mutacja g.3550 wystgpita tylko u
0sOb chorych, natomiast mutacje w pozycjach g.2006, g.2024, g.3592, g.3768 odnotowano
jedynie u 0os6b zdrowych. Mutacje wystepowaty w pierwszym, drugim 1 trzecim nukleotydzie

w kodonie.

6.2.1.1. Mutacje w pierwszym nukleotydzie w kodonie w sekwencji genu DSPP w rejonie

kodujacym bialko DPP

Analiza sekwencji genu DSPP kodujacej biatkko DPP u oséb chorych wykazata
wystepowanie mutacji pierwszego nukleotydu w kodonie w 5 pozycjach: g.3550, g.3568,
2.3598, 2.3622, 2.3805. W pozycjach g.3550 1 g.3622 byla to zamiana G — A, a w pozycji
2.3568 zamiana A — G, wszystkie o charakterze tranzycji. Jednocze$nie w pozycjach g.3598
1 2.3805 doszto do transwersji A — T (tabela 8). U 0s6b zdrowych wykryto obecno$¢ mutacji
pierwszego nukleotydu w kodonie w 5 pozycjach: g.3568, g.3592, ¢.3598, g.3622 oraz

2.3805. W pozycjach g.3568, g. 3598, g.3622, ¢.3805 byly to te same mutacje, ktére
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obserwowano w grupie osob chorych, a w pozycji g.3592 wystgpita tranzycja A — G

(tabela 8).

Tabela 8. Mutacja pierwszego nukleotydu w kodonie w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP
w grupie osob chorych (a) i zdrowych (b); A — allel referencyjny, B — allel zmutowany; * - brak doniesien w
bazie Ensembl.

Pozycja | Nukleotyd nﬁljg cljtmgu Zamiana Grupa Liczba | % | Liczba | % L:S:(z,)l;a
w DNA | referencyjny e aminokwasu P31 alleliA | A | alleliB | B .
w kodonie Z mutacja
3550 G GAT—AAT Asp—Asn a 16 80 4 20 4
a 12 60 8 40 8
3568 A AAT—GAT Asn—Asp b a1 68 1 13 1
3592% A AGT—-GGT Ser—Gly b 52 87 4 7 2
* a 11 55 9 45 9
3598 A AGC—-TGC Ser—Cys b 36 60 2 37 20
* a 10 50 10 50 10
3622 G GAT—AAT Asp—Asn b v 7 2 3 2
" a 9 45 11 55 10
3805 A AGC—TGC Ser—Cys b 37 3 B 38 3

Tabela 9. Mutacje w sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP w grupie osob chorych (a) i zdrowych (b).

Liczba Liczba .
. ; . Liczba
Pozycja Zamiana homozygot homozygot Liczba :
. Grupa . . 0s0b z
w DNA aminokwasu z allelami z allelami heterozygot deleci
referencyjnymi zmutowanymi I3
3550 Asp—Asn a 6 0 4 0
a 2 0 8 0
3568 Asn—Asp b 5 0 11 n
3592 Ser—Gly b 26 2 0 2
a 1 0 9 0
3598 Ser—Cys b 9 5 13 1
a 0 0 10 0
3622 Asp—Asn b G 0 12 1
a 0 1 9 0
3805 Ser—Cys b 7 0 23 0

U chorych w pozycji g.3550 zamianie ulegta G — A, co spowodowato zamiang
kodonu GAT kodujacego kwas asparaginowy na kodon AAT kodujacy asparaging. Mutacja ta
wystapita w jednym allelu u 4 0s6b — heterozygot. 4 allele stanowity 20% przebadanych
alleli. Pozostale 6 0sob posiadato oba allele referencyjne. 80% stanowito 16 alleli zgodnych z

sekwencja referencyjna (tabela 8, 9; rycina 5).
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Kolejno w pozycji g.3568 obserwowano zamiang A — G, co skutkowato zamiang
kodonu AAT kodujacego asparagine w kodon GAT, ktéry koduje kwas asparaginowy. U 0sob
chorych mutacj¢ dotyczaca jednego allela zaobserwowano u 8 osob. Lacznie 8 zmienionych
alleli stanowito 40%. Kolejne 2 osoby chore w pozycji g. 3568 posiadaty oba allele
referencyjne. Sumujac, 12 alleli referencyjnych u oséb chorych stanowito 60%. Natomiast u
11 o0séb zdrowych zamianie ulegto 11 pojedynczych alleli, co stanowito 18% wszystkich
przebadanych alleli. 15 0séb z grupy kontrolnej posiadalo obydwa allele prawidtowe, co daje
wynik 41 czyli 68% alleli z sekwencja referencyjng. Jednoczesnie zaobserwowano delecje
nukleotydu g.3568 u 4 os6b zdrowych (tabela 8, 9; rycina 5, 6, 7).

Tranzycja A — T w kodonie AGT, ktory koduje seryn¢ na kodon GGT kodujacy
glicyng wystapita w pozycji g.3592 u 2 probantdéw z grupy kontrolnej w obu allelach (4
allele), ktore w tej grupie stanowity 7% przebadanych alleli. U 26 0s6b stwierdzono oba allele
zgodne z sekwencja referencyjng (lacznie 52 allele), co stanowilo 87% alleli. Delecja
nukleotydu g.3592 wystapila jedynie u 2 badanych z grupy kontrolnej (tabela 8, 9; rycina 6,
7).

W lokalizacji g. 3598 adenina ulegta zamianie w tyming (A — T), co skutkowato
zamiang kodonu AGC kodujacego seryne w kodon TGC, ktory koduje cysteing. Mutacje
pojedynczego allela wykryto u 9 chorych, tacznie w 9 allelach, ktore stanowily 45% alleli
przebadanych w tej grupie, natomiast 55 % (11) alleli miato sekwencj¢ referencyjng. Tylko 1
badany chory posiadat oba allele referencyjne. Zamiang A — T w pozycji g.3598
zaobserwowano réwniez w 18 pojedynczych allelach u 18 oséb zdrowych, natomiast u 2
zdrowych probantow transwersja pojawita si¢ w obu allelach (4 allele), co stanowilo 37%
przebadanych alleli. Odsetek alleli niezmienionych u 0s6b zdrowych wynosit tacznie 60% (36
alleli). Dodatkowo, u 1 zdrowego probanta w badanej lokalizacji doszto do delecji (tabela 8,

9; rycina 5, 6, 7).

62



W pozycji g.3622 nastgpita zamiana G — A, zamiast kwasu asparaginowego (GAT)
zakodowana zostala asparagina (AAT).W grupie chorych mutacja wystapila w jednym allelu
u 10 osob. 10 alleli zmutowanych stanowito 50% alleli przebadanych w grupie chorych.
Natomiast w tej samej pozycji 2.3622 u 14 oséb zdrowych ulegt mutacji 1 allel, czyli 23%
badanych alleli, podczas gdy 73% stanowily allele referencyjne. Podobnie jak w pozycji
poprzedniej u 1 osoby zdrowej stwierdzono delecje¢ nukleotydu g.3622 (tabela 8, 9; rycina 5,
6, 7).

W pozycji g.3805 nastgpita zamiana A — T, co skutkowalo zamiang kodonu AGC
kodujacego seryng¢ w kodon TGC kodujacy cysteing. Mutacje zaobserwowano w jednym
allelu u 9 chorych, natomiast u 1 chorego zmutowane byly oba allele. 11 alleli zmutowanych,
stanowilo 55% alleli z grupy osoéb chorych, a 9 alleli prawidtowych stanowito odpowiednio
45%. Z kolei, u 23 zdrowych probantow w lokalizacji g.3805 stwierdzono identyczng
mutacje, ktora dotyczyta 23 czyli 38% pojedynczych alleli. U 7 oséb oba allele posiadaty

sekwencje referencyjng. Zatem 37 alleli referencyjnych tworzylo 62% (tabela 7, §; rycina 5,

6).
18 100%
16 90%
14 80%
0,
1 - 70%
S % 60%
_,-'; T 50%
g ° & 40%
= 6 | allel A K o | allel A
0,
mallelB 30% mallelB

4 20%
2 10%
0 0%

o (s 0] (s 0] 4 W] o (s 0] (s 0] 4 W]

L o (931 ~J o L o (931 ~J o

L L L o [s0] L L L o [s0]

(an] (an] (an] (an] (an] (an] (an] (an] (an] (an]

<L <L <L <L <L <L <L <L <L <L

= = = = = = = = = =

a o a o o A b o a o a a

[+Ts] [+Ts] [+Ts] [+Ts] [+Ts] [+Ts] [+Ts] [+Ts] [+Ts] [+Ts]

Rycina 5. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) i alleli zmutowanych (allel B) w pozycjach:
2.3550, g.3568, 2.3598, g.3622, 2.3805 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie os6b chorych.
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Rycina 6. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych ( A) i alleli zmutowanych (B) w pozycjach: g.3568,
2.3592, 2.3598, 2.3622, 2.3805 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie 0sob zdrowych.

| M liczba oséb z delecja

liczba osob
o [ N w H (03]
l

gDNA 3568 gDNA 3592 gDNA 3598 gDNA 3622

Rycina 7. Liczba 0s6b zdrowych z delecja w pozycjach: g.3568, 2.3592, 2.3598, 2.3622 w sekwencji genu
DSPP w rejonie biatka DPP.

6.2.1.2. Mutacje w drugim nukleotydzie w kodonie w sekwencji genu DSPP w rejonie

kodujacym bialko DPP

Mutacje w drugim nukleotydzie w kodonie w sekwencji kodujacej biatko DPP
zarowno u osob chorych jak i1 zdrowych z grupy kontrolnej wystapity w 3 pozycjach: g.3611,
2.3710, g.3728. Byly to tranzycje G — A w pozycjach g.3611 1 g.3710, oraz tranzycja A — G
w pozycji g.3728. Wszyscy probanci byli heterozygotami posiadajac jeden allel referencyjny

oraz jeden z sekwencja zmutowang. Dodatkowo, w grupie osob zdrowych wykazano zamiang
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drugiego nukleotydu w kodonie w pozycji g.2006 oraz g.2024. Zamiany miaty charakter

tranzycji A — G (tabela 10).

Tabela 10. Mutacje drugiego nukleotydu w kodonie w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP
w grupie 0sob chorych (a) i zdrowych (b); A — allel referencyjny, B — allel zmutowany; * - brak doniesien w
bazie Ensembl.

Pozycja | Nukleotyd nflilrgé?ngu Zamiana Grupa Liczba | % | Liczba | % L(I)(S:(Z,)Ea
w DNA | referencyjny e aminokwasu P31 alleliA | A | alleliB | B .
w kodonie z mutacja
2006%* A GAC—GGC Asp—Gly b 57 95 3 5 2
2024%* A AAC—AGC Asn—Ser b 59 98 1 2 1
" a 16 80 4 20 4
3611 G AGC—AAC Ser—Asn b 47 73 T 13 10
% a 16 80 4 20 4
3710 G AGC—AAC Ser—Asn b 56 93 7 7 7
a 16 80 4 20 4
3728 A AAT—-AGT Asn—Ser b 56 93 7 7 7

Tabela 11. Mutacje w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP w grupie osob chorych (a) i

zdrowych (b).

Liczba Liczba .

. . . Liczba
Pozycja w Zamiana homozygot z homozygot z Liczba ,

. Grupa . . 0s0b z

DNA aminokwasu allelami allelami heterozygot deleci

referencyjnymi zmutowanymi I3
2006 Asp—Gly b 28 1 1 0
2024 Asn—Ser b 29 0 1 0
3611 Ser—Asn g 169 (1) 3 (1)
3710 Ser—Asn g 266 g : 8
3728 Asn—Ser g 266 g : 8

U dwoch oséb zdrowych w lokalizacji g.2006 kodon GAC kodujacy kwas
asparaginowy ulegl zamianie w kodon GGC kodujacy glicyne (A—G). U jednej osoby
odnotowano zmian¢ w 1 allelu, natomiast u drugiej oba allele miaty sekwencj¢ zmutowana.
Lacznie te 3 allele stanowity 5%, a pozostate 57 alleli referencyjnych (95%) wszystkich alleli
przebadanych w grupie kontrolnej. 28 badanych posiadato oba allele referencyjne (tabela 10,
11; rycina 9).

Tranzycja A — G (g.2024) w kodonie AAC na kodon AGC spowodowata zamiang

asparaginy w seryn¢. T¢ mutacj¢ odnotowano jedynie w jednym allelu, u 1 zdrowego
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probanta (2%). Pozostate 29 os6b miato oba allele zgodne z sekwencja referencyjna. 59 alleli
referencyjnych stanowito 98% (tabela 10,11; rycina 9).

W pozycji g.3611 u 4 oséb chorych zamiang G — A odnotowano w jednym alelu (4
allele, 20%). Mutacja skutkowata zamiang kodonu AGC na kodon AAC (Ser — Asn). U 6
chorych w pozycji g.3611 oba allele posiadaty sekwencje¢ referencyjna. W konsekwencji 80%
alleli w grupie osob chorych posiadato sekwencje referencyjng. W grupie kontrolnej oséb
zdrowych 9 probantow posiadalo jeden zmutowany allel, a u 1 osoby oba allele posiadaty
sekwencj¢ zmutowang A, co daje lacznie 11 zmutowanych alleli (18%). U 19 badanych
stwierdzono sekwencje referencyjng w obydwu allelach. Zatem 47 alleli referencyjnych
tworzyto 78% przebadanych alleli. Dodatkowo, u 1 osoby zdrowej odnotowano delecj¢ w
pozycji g. 3611 (tabela 10, 11; rycina 8§, 9, 10).

Te¢ samg tranzycj¢ G — A (AGC — AAC) odnotowano w pozycji g.3710. Wystapita
ona u 4 0sob chorych w 4 pojedynczych allelach (20%). 16 alleli (80%) posiadato sekwencje
zgodna z sekwencja referencyjna. Rowniez w grupie osob zdrowych tranzycie G — A (AGC
— AAC) odnotowano u 4 probantéw w pojednczym allelu. W grupie oséb zdrowych 4
zmienione allele stanowity 7% wszystkich badanych alleli. Ponadto, 26 0s6b posiadato oba
allele zgodne z sekwencja referencyjnag, co daje odsetek 93% (56 alleli) (tabela 10, 11; rycina
8,9).

Z kolei w lokalizacji g.3728 u 4 os6b chorych w 4 pojedynczych allelach wystgpita
mutacja A — G, co spowodowato zamian¢ kodonu AAT kodujacego asparaging na kodon
AGT kodujacy seryne. W konsekwencji 20% przebadanych alleli byto zmutowanych, a 16
posiadato sekwencj¢ referencyjna, co tworzyto grupe 80% alleli badanych w tej grupie.
Podobnie u 4 zdrowych probantéw mutacje odnotowano w pojedynczych allelach (4 allele).

Pozostate 26 o0sob posiadato allele zgodne z sekwencja referencyjng. Lacznie odsetek
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zmutowanych alleli wynosit 7%, a alleli z sekwencja referencyjng 93% (56 alleli) ( tabela 10,

11; rycina 8, 9).
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Rycina 8. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli zmutowanych (allel B) pozycjach:
23611, g.3710, g.3728 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie 0séb chorych.
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Rycina 9. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) i alleli zmutowanych (allel B) w pozycjach:
2.2000, g.2024, g.3611, g.3710, 2.3728 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie 0sob zdrowych.
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Rycina 10. Liczba os6b zdrowych z delecja w pozycji g.3611 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP.

6.2.1.3. Mutacje w trzecim nukleotydzie w kodonie w sekwencji genu DSPP w rejonie

kodujacym bialko DPP

Mutacje trzeciego nukleotydu w kodonie w grupie osob chorych odnotowano w 3

pozycjach: g.3615, g.3714, g.3732. Byty to transwersja: C — A w pozycjach g.36151 g.3714

oraz A — C w pozycji g.3732. W tych pozycjach badani mieli zmieniony tylko jeden allel. W

grupie osob zdrowych zamiang ostatniego nukleotydu w kodonie stwierdzono w 4 pozycjach:

g.3615, g.3714, g.3732, g.3768. Trzy pierwsze pozycje pokrywaty si¢ z mutacjami u 0sob

chorych, natomiast w pozycji g.3768 byta to transwersja C — A (tabela 12).

Tabela 12. Mutacje trzeciego nukleotydu w kodonie w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP
w grupie osob chorych (a) i zdrowych (b); A — allel referencyjny, B — allel zmutowany; * - brak doniesien w
bazie Ensembl.

Pozycja | Nukleotyd Zamiana Zamiana Grupa Liczba | % | Liczba | % L;(Sngba
w DNA | referencyjny nukleotydu aminokwasu P3| alleliA | A |alleliB | B .
z mutacja
« a 12 60 8 40 8
3615 C GAC—GAA Asp—Glu b 13 20 2 3 3
« a 16 80 4 20 4
3714 C GAC—GAA Asp—Glu b 56 93 1 7 1
a 16 80 4 20 4
3732 A GAA—GAC Glu—Asp b 57 05 3 5 3
3768%* C GAC—GAA Asp—Glu b 59 98 1 2 1
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Tabela 13. Mutacje w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie osob chorych (a) i zdrowych (b).

Liczba Liczba .
. . . Liczba
Pozycja Zamiana homozygot z homozygot z Liczba :
. Grupa . . 0s6b z
w DNA | aminokwasu allelami allelami heterozygot deleci
referencyjnymi zmutowanymi 13
3615 | Asp—Glu 2 2 0 8 0
P b 21 0 8 1
a 6 0 4 0
3714 Asp—Glu b 26 0 1 0
a 6 0 4 0
3732 Glu—Asp b 77 0 3 0
3768 Asp—Glu b 29 0 1 0

Analiza sekwencji genu DSPP w pozycji g.3615 wykazata zamiang C — A w kodonie
GAC kodujacym kwas asparaginowy na kodon GAA kodujacy kwas glutaminowy u 8 oséb
chorych w pojedynczym allelu. Pozostate 2 osoby posiadaty sekwencje referencyjng w obu
allelach. Odsetek zmutowanych alleli w grupie oséb chorych wynosit 40% (8 alleli), a alleli
prawidtowych 60% (12 alleli). W tej samej lokalizacji u 0s6b zdrowych stwierdzono 13% (8
alleli) z sekwencja zmutowang oraz 80% (48 alleli) z sekwencja referencyjng. Dodatkowo w
tej pozycji doszto do delecji nukleotydu u 1 osoby z grupy kontrolnej (tabela 12, 13; rycina
11,12, 13).

W pozycji g.3714 stwierdzono transwersje¢ C — A u 4 chorych probantow w
pojedynczym allelu (4 allele), co stanowito 20% wszystkich przebadanych alleli. 6 badanych
posiadalo oba allele referencyjne. 16 alleli zgodnych z sekwencja referencyjng daje odsetek
80%. W tej samej lokalizacji u 0s6b z grupy kontrolnej stwierdzono 4 allele (7%) z sekwencja
zmutowang oraz 56 alleli (93%) z sekwencja referencyjna (tabela 12, 13; rycina 11, 12).

W pozycji g2.3732 u 4 chorych w pojedynczym allelu (4 allele, 20%) nastapita zamiana
A — C w kodonie GAA kodujacym kwas glutaminowy na kodon GAC kodujacy kwas
asparaginowy. 6 osob posiadato allele zgodne z sekwencja referencyjng, zatem odsetek
referencyjnych alleli wynosit 80% (16 alleli). Dla poréwnania u 3 zdrowych probantéw
stwierdzono zmiany w pojedynczym allelu w tej samej lokalizacji. 3 zmienione allele

stanowity 5% alleli przebadanych w grupie osob zdrowych (tabela 11, 12; rycina 11, 12).
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W pozycji 23768, u 29 o0s6b zdrowych stwierdzono sekwencje referencyjna,

natomiast 1 osoba posiadata sekwencj¢ zmutowana w pojedynczym allelu (2%) (tabela 12,

13; rycina 11, 12).
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Rycina 11. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) i alleli zmutowanych (allel B) w pozycjach:

g.3615, g.3714, 3732 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie 0sob chorych.
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Rycina 12. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) i alleli zmutowanych (allel B) w pozycjach:
g.3615, g.3714, 2.3732, 2.3768 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie osob zdrowych.
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Rycina 13. Liczba os6b zdrowych z delecja w pozycji g.3615 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP.

6.2.2. Polimorfizm w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym bialko DPP

W sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DPP w obu badanych grupach
(dos$wiadczalnej 1 kontrolnej) wykryto liczne zmiany polimorficzne typu SNP. Najczesciej
obserwowano tranzycje pomiedzy pirymidynami, ktore zlokalizowano w trzecim
nukleotydzie w kodonie. Ze wzgledu na degeneracj¢ kodu genetycznego zmiany SNP nie
powodowaty zamian kodowanych aminokwasow. Dodatkowo, jedynie w grupie kontrolnej
0so0b zdrowych stwierdzono wystepowanie delecji 1 insercji.

W obu badanych grupach w trzecim nukleotydzie w kodonie zaobserwowano zmiany

polimorficzne typu SNP wystepujace w 30 nastepujacych pozycjach DNA: g.2004, g.3504,
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23507, g.3522, g. 3525, 23531, g.3540, g.3543, 2.3549, 2.3552,2.3561, g.3567, g.3570,
2.3576, g.3585, g.3597, 23612, g.3621, g.3624, 2.3630, 2.3639, g2.3642, g.3645, g.3651,
2.3657, g.3660, 2.3675, g.3711, g.3720, g.3741. Dodatkowo jedynie w grupie os6b zdrowych
odnotowano 18 zmian polimorficznych typu SNP w pozycjach: g.2025, g.3513, g.3516,
2.3558, 2.3579, g.3588, 2.3594, 2.3603, g.3606, g.3615, 2.3648, 2.3654, 2.3663, 2.3669,

2.3693, 2.3738, 2.3756 oraz g.3759.

6.2.2.1. Tranzycja C — T w sekwencji genu DSPP w kodonach kodujacych seryne w

rejonie kodujacym biatko DPP

W grupie os6b chorych i zdrowych tranzycja C — T w kodonach AGC — AGT
kodujacych seryne wystapita w 14 pozycjach: g.2004, g.3504, 23522, 2.3531, g. 3540,
2.3549, g.3567, 2.3585, g.3612, g.3621, 2.3630, g.3639, 2.3675, g.3711, co nie spowodowato
zmiany kodowanego aminokwasu. Wszystkie osoby byly heterozygotami. W grupie osob
zdrowych tranzycja C — T stwierdzono rowniez w 5 dodatkowych loci: g.3654, g.3663,

2.3693, 2.3738, 2.3756 (tabela 14).
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Tabela 14. Zmiana AGC — AGT w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP w grupie oso6b
chorych (a) i zdrowych (b);A — allel referencyjny, B — allel polimorficzny; * - brak doniesien w bazie Ensembl.

. . . Liczba .
. Zamiana Liczba | , | Liczba | , 5 Liczba
EJOIZDBI’\CIf rff‘elfelzgtyg nukleotydu | Aminokwas | Grupa | alleli g’ alleli g’ ";Zb 0s6b z
SIS e e A B . delecja
zmiang
a 16 80| 4 [20] 4 0
2004 C AGC—AGT Ser b 43 | 72| 17 |29] 14 0
- a 12 |60| 8 |40] 8 0
3504 C AGC—AGT Ser b 49 [82] 11 18] 11 0
- a 12 60| 8 |40] 8 0
3522 C AGC—AGT Ser b | 27 45| 25 |42 24 1
a 10 [50] 10 |50] 10 0
3531 C AGC—AGT Ser b 27 45| 23 |38 22 5
a 16 80| 4 |20] 4 0
3540 C AGC—AGT Ser b 30 |50 22 [37] 26 4
- a 14 |70 6 [30] 6 0
3549 C AGC—AGT Ser b 31 | 52| 21 |35] 21 4
- a 18 |90 2 [10] 2 0
3567 C AGC—AGT Ser b 35 | 58] 17 |28] 17 4
- a 14 |70 6 [30] 6 0
3585 C AGC—AGT Ser b 32 |53] 22 |37] 22 3
. a 13 65| 7 [35] 7 0
3612 C AGC—AGT Ser b 44 73| 14 |23| 14 1
- a 16 |8s0| 4 |20] 4 0
3621 C AGC—AGT Ser : 5 Ter ¢ ol ¢ .
. a 5 [75] 5 [25] s 0
3630 C AGC—AGT Ser b a1 e8| 17 |28| 17 1
a 10 [50] 10 [50] 10 0
3639 C AGC—AGT Ser b 23 38| 35 |58| 26 1
3654% C AGC—AGT Ser b 53 88 5 8 5 1
3663* C AGC—AGT Ser b 57 195 1 2 1 1
a 13 65| 7 [35] 7 0
3675 C AGC—AGT Ser b a1 e8| 17 |28| 17 1
3693* C AGC—AGT Ser b 55 |92 3 |[s| 3 1
- a 14 [70] 6 [30] 6 0
3711 C AGC—AGT Ser b 55 (92| 5 |8 5 0
3738 C AGC—AGT Ser b s |97 2 [3] 2 0
3756% C AGC—AGT Ser b 50 |98 1 |2 1 0

W pozycji 2.2004 zamiang C — T w pojedynczym allelu wykryto u 4 osob chorych (4

allele 20%). U pozostalych 6 osob odnotowano sekwencje referencyjng w obu allelach (16

alleli, 80%). W tej samej pozycji u 11 0oséb zdrowych zamiang C — T odnotowano w jednym

allelu (11 alleli), a u 3 badanych w obu allelach (6 alleli). Pozostatych 16 probantow

posiadato sekwencje referencyjng w obu allelach (32 alleli). 17 alleli ze zmieniong sekwencja
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stanowito 28% przebadanych alleli, natomiast 43 alleli referencyjnych 72% (tabela 14; rycina
14, 15).

U 8 chorych w pozycji 2.3504 odnotowano zamiang C — T w jednym allelu. 8
zmienionych alleli stanowito 40% przebadanych alleli. 2 osoby chore posiadaly oba allele
referencyjne. Allele w liczbie 12 czyli 60% alleli badanych w grupie os6b chorych miato
sekwencje¢ referencyjng. Jednocze$nie, u 11 zdrowych probantéw wykryto identyczng
zamian¢ w jednym allelu (11 alleli, 18%), a 19 0s6b posiadato sekwencje referencyjng w obu
allelach (38 alleli). Ostatecznie 49 (82%) alleli badanych w grupie kontrolnej posiadato
sekwencje referencyjng (tabela 14; rycina 14, 15).

W pozycji 2.3522 u 8 chorych zaobserwowano zamiang C — T w pojedynczym allelu,
co stanowito 40%. Pozostate 12 alleli posiadato sekwencje referencyjng (60%), w tym 2
osoby miaty oba allele z sekwencja referencyjna. Z kolei u 23 zdrowych osé6b w pozycji
2.3522 zamiana C — T wystgpila w jednym allelu (23 allele). U 1 osoby stwierdzono oba
allele z sekwencja T. Natomiast 2 badanych posiadato oba allele z sekwencja referencyjna C.
25 alleli z sekwencja polimorficzng stanowito 42% przebadanych alleli z grupy kontrolnej, a
27 alleli referencyjnych odpowiednio 45%. Jednocze$nie w tej samej pozycji odnotowano
delecje u 4 zdrowych osob (tabela 14; rycinal4, 15, 16).

W pozycji g.3531, 10 chorych oséb posiadato po jednym allelu z sekwencja T (C —
T) (10 alleli), co stanowito 50% przebadanych alleli. Pozostate 50% tworzyto 10 alleli z
sekwencje¢ referencyjng. Zamiane C — T w pozycji g.3531 stwierdzono réwniez u 21
zdrowych oséb, po jednym allelu (21 alleli) u kazdego probanta, natomiast u 1 probanta
zmienione zostaly dwa allele. Rownoczesnie u 5 oséb stwierdzono delecj¢. Jedynie 3 osoby
zdrowe posiadaty oba allele z sekwencja referencyjng. Reasumujac w grupie kontrolnej 23
allele, czyli 38% posiadaty sekwencj¢ polimorficzng, natomiast 27 alleli (45%) bylo z

sekwencja referencyjnag (tabela 14; rycina 14, 15, 16).
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Kolejno u 4 chorych probantéw zaobserwowano zamiang C — T w jednym allelu w
pozycji g.3540. 4 allele polimorficzne stanowily 20% przebadanych alleli. U 6 0sob nie
wykryto zmian w zadnym z alleli. Lacznie w grupie chorych 16 (80%) alleli posiadato
sekwencje¢ referencyjng. W lokalizacji g.3540 jeden allel z sekwencjg zmieniong C — T
wykryto u 22 zdrowych probantow (22 allele), rownoczesnie 4 osoby miaty oba allele
niezmienione. Natomiast u 4 badanych odnotowano delecj¢. 37% przebadanych alleli
stanowily 22 allele polimorficzne, natomiast 50% tworzyto 30 alleli referencyjnych (tabela
14; rycina 14, 15, 16).

W pozycji 2.3549 u 6 badanych chorych probantéw stwierdzono zamiang C — T w
pojedynczym allelu, podczas gdy 4 osoby posiadaty oba allele z sekwencja referencyjng. 6
zmienionych alleli tworzyto 30% przebadanych alleli w grupie 0sob chorych, jednoczesnie
pozostate niezmienione 14 alleli stanowito 70%. U 0s6b zdrowych zamiana C — T wystapita
w jednym allelu u 21 badanych (21 alleli), natomiast u 4 0séb stwierdzono delecj¢. Pozostale
5 0s6b posiadato obydwa allele z sekwencja referencyjng. Sumujac, 35% (21 alleli) alleli
posiadatlo sekwencj¢ polimorficzna, a 52% (31alleli) bylo zgodne z sekwencja referencyjna
(tabela 14; rycina 14, 15, 16).

W lokalizacji g.3567 tranzycja C — T w jednym allelu wystapita u 2 chorych oraz 17
zdrowych probantéw. 2 zmienione allele u os6b chorych to 10% przebadanych alleli w tej
grupie, natomiast 17 alleli u os6b zdrowych daje odsetek 28%. Oba allele z sekwencja
referencyjng odnotowano u 8 0sob chorych, co stanowito 18 alleli i odpowiednio 90% alleli z
sekwencja referencyjna. W grupie osob zdrowych 9 badanych posiadalo oba allele
referencyjne (18 alleli), a u 4 oséb stwierdzono delecje w tej pozycji. Reasumujac, w grupie
kontrolnej 28% (17) alleli posiadato sekwencje polimorficzna, a 58% (35) alleli nie uleglo

zamianie (tabela 14; rycina 14, 15, 16).
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U 6 badanych chorych wykryto zamiang C — T w pozycji 2.3585 w 6 pojedynczych
allelach, czyli w 30%, a 4 osoby miaty oba allele zgodne z sekwencja referencyjng. 14
niezmienionych alleli stanowito 70% wszystkich alleli analizowanych w grupie oséb chorych.
Zamiang cytozyny w tyming w jednym allelu stwierdzono jednocze$nie u 22 zdrowych oso6b
(22 allele). 5 badanych z grupy kontrolnej posiadato sekwencje referencyjng w obu allelach
(10 alleli), a u 3 zdrowych probantéw nastapita delecja. Lacznie w grupie kontrolnej 37% (22
allele) alleli posiadato sekwencj¢ zmieniong T, natomiast 53% (32 allele) stanowity allele
referencyjne C (tabela 14; rycina 14, 15, 16).

W pozycji 2.3612 zamiana C — T w pojedynczym allelu wystapita u 7 oso6b chorych
(7 alleli, 35%) oraz 14 os6b zdrowych (14 alleli, 23%). Oba allele niezmienione
zaobserwowano u 3 chorych i 15 zdrowych probantéw. Zatem w grupie chorych 13 alleli
posiadato sekwencje referencyjng (65%), a u zdrowych probantéw sekwencja referencyjna
wystapita w 44 allelach (73%). 1 zdrowy probant miat delecje¢ w pozycji g. 3612 (tabela 14,
rycina 14, 15, 16).

W pozycji 23621 C — T uleglo zamianie u 4 badanych chorych w 4 pojedynczych
allelach, ktore stanowity 20% alleli badanych w tej grupie. Pozostate 6 os6b nie mialo
zmienionych alleli. Podsumowujac, 16 alleli posiadato niezmieniong sekwencje, stanowiac
80% przebadanych alleli. W pozycji g.3621 zamiana C — T w jednym allelu wystapita u 6
zdrowych probantéw (6 alleli), a u 1 osoby z tej grupy stwierdzono delecje. 23 badanych
posiadato sekwencje referencyjng w obu allelach. W konsekwencji 10% (6 alleli) posiadato
sekwencje¢ polimorficzng, a 87% (52 allele) alleli miato sekwencj¢ referencyjng (tabela 14;
rycina 14, 15, 16).

W pozycji 2.3630 odnotowano zamiang C — T w jednym allelu u 5 chorych
probantow. Jednoczesnie u pozostatych 5 nie wykryto zmian. 5 zmienionych alleli stanowito

25% przebadanych alleli, a 15 alleli z sekwencja referencyjng stanowito 75%. Jednoczesnie
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sekwencje T w jednym allelu stwierdzono u 17 zdrowych osob (17 alleli), a u 1 badanego
wystapila delecja. Sekwencja referencyjna w obu allelach zostata odnotowana u 12 zdrowych
probantow. Ostatecznie 28% (17 alleli) to allele polimorficzne, a 68% (41alleli) referencyjne
(tabela 14; rycina 14, 15, 16).

U 10 chorych os6b doszto do zmiany C — T w pojedynczym allelu w pozycji g.3639.
Lacznie w 10 allelach, ktore stanowily 50% przebadanych alleli odnotowano sekwencje
polimorficzng T, natomiast pozostate 10 alleli dawalo 50% odsetek alleli referencyjnych w
grupie osob chorych. Dla pordwnania, u 17 zdrowych probantéw zamiana C — T w pozycji
g. 3639 wystapita w pojedynczym allelu (17 alleli), a u 1 osoby wykryto delecje . Ponadto, 9
0s0b posiadato oba allele polimorficzne (18 alleli), a tylko 3 osoby oba allele referencyjne. Z
obliczen wynika, iz w grupie kontrolnej 58% (35 alleli) alleli posiadato sekwencje
polimorficzng, a 38% (23 allele) sekwencje referencyjng (tabela 14; rycina 14, 15, 16).

W pozycji g.3654 wykryto zmieniong sekwencje T w jednym allelu u 5 zdrowych
osob (5 alleli), jednocze$nie u 1 badanego wystapita delecja. Pozostate 24 zdrowe osoby (48
alleli) miaty sekwencje referencyjng C. 8% (5 alleli) alleli przebadanych stanowily allele z
sekwencja polimorficzng, a 88% (53 allele) alleli to allele z sekwencja referencyjng (tabela
14; rycina 15, 16).

U 1 osoby zdrowej w pozycji 2.3663 odnotowano zamiang C — T w pojedynczym
allelu. Rowniez u 1 osoby doszto do delecji, a pozostatych 28 zdrowych badanych posiadato
allele referencyjne (56 alleli). 2% stanowit 1 allel polimorficzny, a 95% (57 alleli) alleli z
sekwencja zgodng z referencyjng (tabela 14; rycina 15, 16).

W pozycji g.3675 tranzycja C — T pojawila sie¢ u 7 chorych oséb w pojedynczym
allelu (7 alleli), co stanowilo 35% przebadanych alleli w grupie os6b chorych. Rownoczesnie
u 3 probantéw zaden z alleli nie ulegt zmianie. 13 alleli z sekwencja referencyjng stanowito

65%. W tej samej pozycji zamiana C — T w pojedynczym allelu wystapita u 17 zdrowych
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probantow (17 alleli), jednoczesnie u 1 osoby stwierdzono delecj¢. Pozostale 12 zdrowych
osob posiadato sekwencje referencyjng w obu allelach. 17 alleli polimorficznych stanowito
28% alleli przebadanych w grupie kontrolnej, natomiast allele z sekwencja referencyjna
(41alleli) stanowity 68% (tabela 14; rycina 14, 15, 16).

U os6b zdrowych w lokalizacji g.3693 zamiang C — T w pojedynczym allelu wykryto
u 3 probantéw (3 allele), natomiast u 1 badanego stwierdzono delecje. Pozostale 26 os6b
posiadato oba allele z sekwencja referencyjna. Podsumowujac, 92% (55 alleli) alleli to allele
referencyjne, a 5% (3 allele) alleli posiadato sekwencj¢ polimorficzng (tabela 14; rycina 15,
16).

W pozycji g.3711 u 6 chorych i 5 zdrowych probantéw zaobserwowano zamiang C —
T w pojedynczym allelu. 6 zmienionych alleli w grupie chorych stanowito 30% przebadanych
alleli, a w grupie zdrowych 8%. Z kolei 4 osoby chore mialy oba allele z sekwencja
referencyjna, podczas gdy w grupie kontrolnej bylo to 25 oséb. 14 alleli z sekwencja
referencyjng w grupie chorych stanowito odpowiednio 70%, a 55 alleli w grupie kontrolnej
daje odsetek 929% (tabela 14; rycina 14, 15).

W pozycji g.3738 zmieniona sekwencja C — T w jednym allelu wystapita u 2
zdrowych probantow (2 allele), a pozostate 28 0séb z tej grupy posiadato sekwencje C zgodna
z referencyjng. 58 alleli prawidlowych stanowito 97% , a 2 polimorficzne odpowiednio 3%.
W grupie chorych nie odnotowano zmian typu SNP w pozycji g. 3738 (tabela 14; rycina 15).

Podobnie jak w poprzedniej lokalizacji, zamiang C — T w lokalizacji g.3756
odnotowano jedynie w grupie zdrowych probantow. W pojedynczym allelu sekwencja
polimorficzna T pojawita si¢ u 1 osoby (1 allel), co stanowito 2% alleli przebadanych w tej

grupie. Pozostale 59 alleli, ktére byly niezmienione stanowito 98% (tabela 14; rycina 15).
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Rycina 14. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli polimorficznych (allel B) w
pozycjach: g.2004, g.3504, g.3522, 2.3531, g. 3540, g2.3549, g.3567, g.3585, 2.3612, g.3621, 2.3630, g.3639,

2.3675, g.3711 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie 0sob chorych.
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2.3675, 2.3693, 2.3711, g.3738, 2.3756 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie 0s6b zdrowych.

Rycina 15. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) i alleli polimorficznych (allel B) w pozycjach:
22004, 2.3504, g.3522,g. 3531, g.3540, g.3549, 2.3567, g.3585, g.3612, 2.3621, 2.3630, 2.3639, g.3654, g.3663,
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1 liczba oséb z delecja

liczba osob
w
1

gDNA 3522
gDNA 3531
gDNA 3540
gDNA 3549
gDNA 3567
gDNA 3585
gDNA 3612
gDNA 3621
gDNA 3630
gDNA 3639
gDNA 3654
gDNA 3663
gDNA 3675
gDNA 3693

Rycina 16. Liczba o0séb zdrowych z delecja w pozycjach: g.3522, g.3531, g.3540, g.3549, g.3567, g.3585,
2.3621, g.3630, 2.3639, 2.3654, g.3663, 2.3669, 2.3675, 2.3693 w seckwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP.

6.2.2.2. Tranzycja T — C w sekwencji genu DSPP w kodonach kodujacych seryne w

rejonie kodujacym bialko DPP

W grupie oséb chorych 1 zdrowych w sekwencji genu DSPP polimorfizm o
charakterze tranzycji T — C w ostatnim nukleotydzie w kodonie AGT — AGC
zaobserwowano w 4 pozycjach: g.3576, g.3645, g.3657 oraz g.3720. Ze wzgledu na
degeneracj¢ kodu genetycznego zmiany te nie skutkowaty zamiang kodowanego aminokwasu
— seryny. Dodatkowo, w grupie oso6b zdrowych tranzycje T — C (AGT — AGC)

zaobserwowano w 5 pozycjach: g.3513, g.3558, g.3594, 2.3603, g.3648, (tabela 15).
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Tabelal5. Zamiana AGT — AGC w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP w grupie 0sob
chorych (a) i zdrowych (b); A — allel referencyjny, B — allel zmieniony; * - brak doniesien w bazie Ensembl.

. . . Liczba .
Pozycja | Nukleotyd | 2miana . Liczba | | Liczba | o | g, | Liczba
. nukleotydu | Aminokwas | Grupa | alleli alleli 0s0b z
w DNA | referencyjny . A B 3 .
w kodonie A B . delecja
zmiang
3513* T AGT—AGC Ser b 52 87 8 13 8 0
3558 T AGT—AGC Ser b 47 78 5 8 5 4
a 18 90 2 10 2 0
3576 T AGT—AGC Ser b 13 7 9 15 9 1
3594 T AGT—AGC Ser b 54 90 2 3 2 2
3603 T AGT—AGC Ser b 56 93 2 3 2 1
a 14 70 6 30 6 0
3645 T AGT—AGC Ser b 9 ) 9 15
3648 T AGT—AGC Ser b 57 95 1 2 1 1
a 14 70 6 30 6 0
3657 T AGT—AGC Ser b 54 90 1 7 4 1
a 16 80 4 20 4 0
3720 T AGT—AGC Ser b 56 23 1 7 1 0

U 8 zdrowych probantow w pozycji g.3513 odnotowano zamiane T — C w jednym
allelu (8 alleli), natomiast u 22 badanych stwierdzono oba allele z sekwencja referencyjna T.
Allele polimorficzne stanowity 13% (8 alleli) wszystkich przebadanych alleli, a allele
referencyjne 87% (52 allele) (tabela 15; rycina 18).

W lokalizacji g.3558 tranzycja T — C w jednym allelu wystapita u 5 zdrowych oséb
(5 alleli), pozostate 21 osdb posiadato sekwencje referencyjng w obu allelach. Dodatkowo, u
4 badanych wykryto delecj¢. Reasumujac, 5 alleli zmienionych stanowito 8%, a 47 alleli z
sekwencja referencyjng 78% alleli badanych w tej grupie (tabelal5; rycina 18, 19).

W pozycji g.3576 wystapita zamiana T — C u 2 0s6b chorych w pojedynczym allelu,
tacznie w 2 allelach, ktore stanowity 10% przebadanych alleli. Natomiast u 8 oso6b allele
posiadaty sekwencje referencyjng T, zatem 18 alleli miato sekwencje¢ referencyjng, co
stanowilo 90% alleli przebadanych w grupie os6b chorych. W tej samej pozycji g. 3576
zamiang T — C w pojednczym allelu stwierdzono u 9 zdrowych probantow (9 alleli). U

kolejnych 17 zdrowych probantoéw wystapita sekwencja referencyjna, natomiast u 4 badanych
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doszlo do delecji. W konsekwencji allele referencyjne stanowity 72% (43 allele), a
polimorficzne 15% (9 alleli) (tabela 15; rycina 17,18, 19).

Kolejng tranzycje T — C w pojednczym allelu wykryto u 2 zdrowych probantéw (2
allele) w pozycji g.3594. Jednocze$nie 26 os6b miato w obu allelach sekwencje referencyjna
T, a u 2 badanych wystapila delecja. Ostatecznie 90% alleli (54 allele) posiadato sekwencje
referencyjng, natomiast 3% (2 allele) sekwencj¢ polimorficzng (tabela 15; rycina 18, 19).

U 2 zdrowych 0s6b odnotowano zamiang T — C w jednym allelu (2 allele) w pozycji
2.3603, a u 1 osoby wykryto delecje. 27 badanych posiadalo sekwencje¢ referencyjng w obu
allelach. Reasumujac allele referencyjne stanowity 93% (56 alleli), a polimorficzne 3% (2
allele) (tabela 15; rycina 18, 19).

W pozycji g.3645 w pojedynczym allelu doszto do tranzycji T — C u 6 chorych osob.
Te 6 alleli stanowito 30% alleli przebadanych w grupie osob chorych. Brak zmian w obu
allelach odnotowano u 4 badanych. Allele w liczbie 14 (70%) posiadaly sekwencje
referencyjng T. W pozycji g.3645 zamiana w jednym allelu wystgpita u 9 zdrowych
probantow (9 alleli), a u 1 osoby doszto do delecji. Pozostate 20 zdrowych 0sob posiadato
sekwencj¢ T zgodna z referencyjng. Ostatecznie allele referencyjne stanowily 82% (49 alleli),
a polimorficzne 15% (9 alleli). (tabela 15; rycina 17, 18, 19).

Zamiana T — C w jednym allelu wystgpita u 1 zdrowej osoby (lallel) w pozycji
2.3648, rownoczesnie u 1 osoby stwierdzono delecje. 28 badanych zdrowych probantow
posiadato sekwencje referencyjng T. W pozycji g.3648, 95% (57 alleli) stanowity allele
referencyjne, a 2% (1 allel) allele polimorficzne (tabela 15; rycina 18, 19).

U 6 chorych probantéw wykryto zamiang T — C w pozycji g.3657 w pojedynczych
allelach (6 alleli), ktore stanowity 30% alleli przebadanych w grupie oséb chorych. 4 osoby
chore posiadaty oba allele z sekwencja referencyjng. Lacznie 14 alleli z sekwencja zgodna z

referencyjng stanowito 70% alleli przebadanych w tej grupie. W tej samej lokalizacji u 4
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zdrowych badanych doszto do zamiany T — C w pojedynczym allelu (4 allele) oraz u 1

osoby wystgpila delecja. Sekwencje referencyjng w obu allelach odnotowano u 25 osob.

Podsumowujac, allele referencyjne stanowity 90% (54 allele), a zmienione 7% (4 allele)

wszystkich alleli przebadanych w grupie os6b zdrowych (tabela 15; rycina 17, 18, 19).

Zamiang¢ T — C odnotowano rowniez w pozycji g.3720 u 4 chorych oraz 4 0sob

zdrowych w pojedynczym allelu. U 6 probantéw chorych nie zaobserwowano zmian

sekwencji. 4 allele polimorficzne stanowity 20% alleli przebadanych w grupie osob chorych,

a nukleotyd referencyjny T wystgpowat w 16 allelach, czyli 80%. Z kolei 26 zdrowych

probantow posiadalo sekwencje referencyjng w obu allelach. W konsekwencji allele

referencyjne stanowity 93% (56 alleli), a zmienione 7% (4 allele) alleli analizowanych w

grupie kontrolnej (tabela 15; rycina 17, 18).
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Rycina 17. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli polimorficznych (allel B) w
pozycjach: g.3576,2.3645, 2.3657, 23720 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie osob

chorych.
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Rycina 18. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) i alleli polimorficznych (allel B) w pozycjach:
2.3513, 2.3558, 2.3576, g.3594, 2.3603, 2.3645, 2.3648, 2.3657, g.3720 w sekwencji genu DSPP w rejonie

biatka DPP w grupie osob zdrowych.
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Rycina 19. Liczba o0s6b zdrowych z delecja w pozycjach: g.3558, 2.3576, g.3594, 2.3603, g.3645, g.3648,

2.3657 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP.
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6.2.2.3. Tranzycja T — C w sekwencji genu DSPP w kodonach kodujacych kwas

asparaginowy w rejonie kodujacym bialko DPP

U o0s6b chorych i w grupie kontrolnej polimorfizm o charakterze tranzycji T — C w
ostatnim nukleotydzie w kodonie GAT — GAC kodujacym kwas asparaginowy odnotowano
w pozycjach: g.3525, g.4552, 2.3597, g.3624, 23642, 2.3651. Wszystkie zmiany w grupie
osob chorych dotyczyty tylko pojedynczego allela. Dodatkowo, u 0s6b zdrowych odnotowano

ten sam rodzaj polimorfizmu w 2 pozycjach: 2.3579 1 g.3759 (tabela 16).

Tabela 16. Zamiana GAT — GAC w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujagcym biatko DPP w grupie osob
chorych (a) i zdrowych (b); A — allel referencyjny, B — allel zmieniony; * - brak doniesien w bazie Ensembl.

. . . Liczba .
. Zamiana Liczba | ,, | Liczba | z Liczba
SVOIZ)}I]\CI'IZ rg.:rlilsgt}.]g nukleotydu | Aminokwas | Grupa | alleli f: alleli g’ O;Zb 0s0b z
YINY | w kodonie A B . delecja
zmiang

a 16 80 4 20 4 0

3525 T GAT—-GAC Asp b 36 0 1 3 3 5

a 17 85 3 15 3 0

3552 T GAT—-GAC Asp b 35 53 7 73 7 )

3579 T GAT—-GAC Asp b 41 68 11 18 11 4

a 16 80 4 20 4 0

3597 T GAT—-GAC Asp b 17 73 9 15 9 >

a 13 65 7 35 7 0

3624 T GAT—-GAC Asp b 14 7 12 3 E 1

a 15 75 5 25 5 0

3642 T GAT—-GAC Asp b 50 3 3 3 3 1

a 17 85 3 15 3 0

3651 T GAT—GAC Asp b 57 95 1 2 1 1

3759* T GAT—GAC Asp b 59 98 1 2 1 0

W pozycji g.3525 doszlo do zamiany T — C w pojedynczym allelu u 4 chorych
probantdw, a u 6 nie stwierdzono zmian. 4 zmienione allele stanowily 20% wszystkich alleli,
natomiast 16 alleli z sekwencja referencyjng odpowiednio 80%. W tej samej lokalizacji
odnotowano zamiang u 13 zdrowych probantéw , w tym u 1 probanta stwierdzono zamiang w
obu allelach (14 alleli). U 5 o0s6b doszto do delecji, a pozostate 12 mialo sekwencje
referencyjng T w obu allelach. W konsekwencji allele z sekwencja referencyjng T w grupie
kontrolnej stanowily 60% (36 alleli), a z sekwencja polimorficzng C 23% (14 alleli) (tabela
16; rycina 20, 21, 22).
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U 3 o0s6b chorych odnotowano zamiang T — C w pojedynczym allelu w pozycji
2.3552 tacznie w 3 allelach, ktore stanowity 15% przebadanych alleli. 7 chorych posiadato
oba allele z sekwencja referencyjng. Zatem w grupie osob chorych 85% stanowito 17 alleli z
sekwencja referencyjng. Jednocze$nie w grupie kontrolnej zamiana T — C wystgpita w
pojedynczym allelu u 17 osoéb (17 alleli), a u 4 wykryto delecj¢. Pozostatych 9 badanych
miato sekwencje referencyjng w obu allelach. Reasumujac, 58% (35 alleli) tworzyty allele z
sekwencja referencyjna T, a 28% (17 alleli) allele zmienione (tabela 16; rycina 20, 21, 22).

Kolejno, w pozycji g. 3579 u 11 zdrowych probantéw zaobserwowano zmiang T — C
w pojedynczym allelu (11 alleli) w pozycji g.3579, natomiast u 4 badanych doszto do delecji.
U 15 os6b zdrowych odnotowano sekwencje referencyjng T w obu allelach. Ostatecznie 18%
(11 alleli) stanowity allele z sekwencja zmieniong C, a allele referencyjne 68% (41 alleli)
wszystkich alleli przebadanych w grupie oséb zdrowych (tabela 16; rycina 21, 22).

W lokalizacji g.3597 sekwencj¢ zmieniong C u 4 0so6b chorych stwierdzono w
pojedynczym allelu, co stanowilo 20% wszystkich alleli badanych w tej grupie, natomiast
sekwencja referencyjna T wystapita w obu allelach u 6 badanych. Lacznie w 16 allelach
(80%) odnotowano sekwencje T. W grupie osob zdrowych, w tym samym loci doszto do
zamiany T — C w pojedynczym allelu u 9 badanych (9 alleli), a u 2 0séb odnotowano
delecje. Natomiast 19 oséb posiadato oba allele referencyjne. Zatem allele polimorficzne
stanowily 15%, a 47 alleli referencyjnych — 78% wszystkich alleli badanych w grupie
kontrolnej (tabela 16; rycina 20, 21, 22).

W pozycji g.3624 zamiana T — C pojedynczego allela wystgpita u 7 badanych
chorych (7 alleli), co tworzyto odsetek 35% przebadanych alleli. 3 osoby chore posiadaty oba
allele z sekwencje¢ referencyjna. W konsekwencji 13 alleli referencyjnych stanowito 65%. W
tej samej pozycji g.3624 doszlo do zamiany w pojednczym allelu u 12 zdrowych probantow

(12 alleli), a u 1 zdrowego probanta zamiana T — C nastapita w obu allelach (2 allele).
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Dodatkowo, u 1 osoby zdrowej wystapita delecja, a 16 badanych posiadlo sekwencje
referencyjng w obu allelach. Lacznie 73% alleli w grupie kontrolnej posiadalo sekwencje
referencyjng T (tabela 16, rycina 20, 21, 22).

U 5 chorych probantéw w pozycji g.3642 doszto do zamiany T — C w pojedynczym
allelu (5 alleli), a u pozostaltych 5 0s6b nie wykryto zmian w zadnym z alleli. Lacznie w
grupie osob chorych 5 alleli posiadato sekwencje zmieniong C, a 15 alleli sekwencje
referencyjng T, odpowiednio 25% i1 75%. W grupie oséb zdrowych odnotowano zmiang T —
C w pojedynczym allelu u 8 badanych (8 alleli) oraz delecje¢ u 1 osoby. Pozostalych 21
badanych miato sekwencje zgodna z referencyjng w obu allelach. Zatem 8 alleli
polimorficznych stanowito 13%, a 50 alleli referencyjnych 83% wszystkich przebadanych
alleli (tabela 16; rycina 20, 21, 22).

W pozycji g.3651 zaobserwowano zamiang T — C w pojedynczym allelu u 3 chorych
i 1 zdrowego probanta. Jednoczes$nie 7 oséb chorych i 28 o0s6b zdrowych miato oba allele
zgodne z sekwencja referencyjng. Dodatkowo u 1 osoby zdrowej odnotowano delecje.
Sumujac, w grupie oséb chorych 3 allele polimorficzne stanowily 15%, a 17 alleli z
sekwencja referencyjng 85% wszystkich alleli. Natomiast w grupie kontrolnej 1 allel
zmieniony to 2%, a 57 alleli z sekwencja referencyjna to 95% (tabela 16; rycina 20, 21, 22).

Ostatnig pozycja, w ktorej stwierdzono zamiang T — C byta pozycja g.3759. Zamiang
odnotowano jedynie u 1 zdrowego probanta, u ktorego sekwencja polimorficzna C wystapita
w pojedynczym allelu. Pozostali probanci posiadali sekwencj¢ referencyjng T. 1 allel
polimorficzny stanowil 2%, a 59 alleli referencyjnych 98% alleli przebadanych w grupie os6b

zdrowych (tabela 16; rycina 21).
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Rycina 20. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli polimorficznych (allel B) w
pozycjach: g.3525, g.3552, 2.3597, g.3624, 2.3642, 2.3651 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w

grupie 0sob chorych.
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Rycina 21. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) i alleli polimorficznych (allel B) w pozycjach:
3525, g.3552, 2.3579, g.3624, 2.3642, g.3651, g.3759 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie

0s0b zdrowych.
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Rycina 22. Liczba o0s6b zdrowych z delecjg w pozycjach: 3525, 2.3552, g.3579, g.3624, g.3642, g.3651, 2.3759
w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP.

6.2.2.4. Tranzycja C — T w sekwencji genu DSPP w kodonach kodujacych kwas

asparaginowy w rejonie kodujgcym bialtko DPP

W grupie 0s6b chorych tranzycja C — T w kodonach GAC — GAT kodujacych kwas
asparaginowy wystapita w 5 pozycjach: g.3507, g.3543, g.3561, g.3660, g.3741. Poniewaz
zamianie ulegt ostatni nukleotyd w kodonie, zamiana nie powodowala zmiany kodowanego
aminokwasu. Wszystkie osoby miaty zmieniony tylko jeden allel. W grupie os6b zdrowych
ten sam polimorfizm (GAC — GAT) wystapit w dodatkowych 5 pozycjach: g.3516, g.3588,

2.3606, 2.3615, 2.3669 (tabela 17).
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Tabelal7. Zamiana GAC — GAT w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP w grupie osob
chorych (a) i zdrowych (b); A — allel referencyjny, B — allel zmieniony; * - brak doniesien w bazie Ensembl.

. . . Liczba .

. Zamiana Liczba | ,, | Liczba | ” Liczba
Pozycja nukleotydu Nukleot}_ld Aminokwas | Grupa | alleli 4 alleli 0 || et 0s0b z
w DNA . referencyjny A B ze .

w kodonie A B . delecja
zmiang

a 18 90 2 10 2 0

3507 | GAC—-GAT C Asp b 55 » 5 2 5 0
3516% | GAC—GAT C Asp b 56 93 4 7 4 0
a 17 85 3 15 3 0

3543 | GAC—GAT C Asp b 50 3 3 3 > 1
a 19 95 1 5 1 0

3561 | GAC—>GAT C Asp b 13 20 1 7 1 1
3588* | GAC—GAT C Asp b 46 77 8 13 8 3
3606 | GAC—GAT C Asp b 53 88 5 8 5 1
3615*% | GAC—GAT C Asp b 48 80 2 3 2 1
« a 19 95 1 5 1 0
3660 GAC—GAT C Asp b 51 25 7 2 7 1
3669 | GAC—GAT C Asp b 56 93 2 3 2 1
a 16 80 4 20 4 0

3741 | GAC—GAT C Asp b 57 05 3 5 3 0

W pozycji g.3507 u 8 chorych osob stwierdzono oba allele referencyjne. Jednocze$nie
odnotowano zamiang¢ C — T w jednym allelu u 2 badanych, tacznie w 2 allelach, ktore
stanowily 10% przebadanych alleli. Pozostate 18 alleli posiadalo sekwencj¢ referencyjna, co
stanowitlo 90%. U 5 zdrowych probantow w tej samej pozycji wystgpita zamiana w
pojedynczym allelu (5 alleli), reszta oséb w liczbie 25 miata sekwencje referencyjng C.
Sumujac, w grupie kontrolnej allele polimorficzne stanowity 8% (5 alleli), a referencyjne
92% (55 alleli) (tabela 17; rycina 23, 24).

W pozycji g.3516 doszto do zamiany C — T w jednym allelu u 4 zdrowych badanych
(4 allele). U 26 o0sob stwierdzono w obu allelach sekwencje referencyjng C. 7% stanowia
allele z sekwencja polimorficzng T (4 allele), pozostate 93% tworza allele z sekwencja
referencyjng (56 alleli) (tabela 17; rycina 24).

W pozycji g.3543 zamiana C — T w pojedynczym allelu wystapita u 3 chorych i 2
zdrowych probantéw. U 7 chorych i 24 zdrowych probantéw sekwencja referencyjna

wystapita w obu allelach. W grupie oséb chorych 3 allele polimorficzne stanowity 15%
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przebadanych alleli. Jednoczesnie 17 alleli miato niezmieniong sekwencje, co stanowilo 85%.
Natomiast w grupie os6b zdrowych dodatkowo odnotowano delecje nt.3543 u 4 probantow.
Pozostate 24 osoby posiadaty sekwencje referencyjng w obu allelach, co daje 83% (50 alleli)
alleli zgodnych z sekwencja referencyjng 1 3% (2 allele) alleli polimorficznych (tabela 17;
rycina 23, 24, 26).

U 1 osoby chorej w pozycji g.3561 stwierdzono wystepowanie 1 allelu
polimorficznego T, ktéry stanowit 5% przebadanych alleli, a u 9 badanych nie odnotowano
zmian w zadnym allelu. 19 alleli (95%) bylo zgodnych z sekwencja referencyjng. Natomiast,
w grupie 0sob zdrowych odnotowano tranzycje w jednym allelu u 4 probantow (4 allele) oraz
delecje u 4 osob. Sekwencje zgodna z referencyjng w obu allelach zaobserwowano u 22 oséb.
W konsekwencji w grupie zdrowych probantéw 80% (48 alleli) to allele referencyjne, a 7% (4
allele) allele polimorficzne (tabela 17; rycina 23, 24, 25).

Kolejno, u 8 zdrowych oséb doszto do zamiany C — T w pojedynczym allelu (8 alleli)
w pozycji g.3588, a u 3 probantéw wykryto delecje w tej samej lokalizacji. 19 badanych
posiadato sekwencje referencyjng C. 46 alleli referencyjnych stanowilo 77%, a 8 alleli
polimorficznych 13% wszystkich alleli badanych w grupie kontrolnej (tabela 17; rycina 24,
25).

Pozycja g.3606 charakteryzowata si¢ zamiang C — T w pojedynczym allelu u 5
zdrowych badanych (5 alleli) oraz delecja u 1 osoby. 24 badanych miato sekwencje
referencyjng w obu allelach. Zatem 8% (5 alleli) to allele z sekwencja polimorficzng, a 88%
(53 allele) to allele referencyjne (tabela 17; rycina 24, 25).

Tranzycje C — T w 1 allelu stwierdzono u 2 zdrowych os6b (2 allele) w pozycji
2.3615. Delecja wystapita u 1 osoby, a 27 probantdéw miato sekwencje referencyjng w obu
allelach. Reasumujac 3% (2 allele) stanowig allele polimorficzne, a 80% (48 alleli) allele z

sekwencja referencyjng C (tabela 17; rycina 24, 25).
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W pozycji g. 3660 u 1 chorej osoby zaobserwowano 1 allel z sekwencja T, stanowiacy
5% alleli badanych w tej grupie. 9 oso6b chorych miato sekwencje zgodna z referencyjng w
obu allelach. 95% (19 alleli) byly to allele niezmienione. Lokalizacja g.3660 u 0séb zdrowych
charakteryzowata si¢ tranzycja pojedynczego allela u 7 badanych (7 alleli) oraz delecja u 1
osoby. U 22 badanych stwierdzono oba allele referencyjne. Zatem 12% (7 alleli) tworzyly
allele polimorficzne, a 85% (51 alleli) allele zgodne z sekwencja referencyjng (tabela 17;
rycina 23, 24, 25).

U 2 zdrowych probantéw odnotowano zamiang C — T w jednym allelu (2 allele) w
pozycji g.3669 oraz delecj¢ nt.3669 u 1 osoby. U 27 badanych nie doszlo do zadnych zmian.
Reasumujac 2 allele polimorficzne stanowity 3%, a 56 alleli referencyjnych 93% (tabela 17;
rycina 24, 25).

U 4 chorych probantéw w pozycji g.3741 stwierdzono wystepowanie 4 pojedynczych
polimorficznych alleli T, ktére stanowity 20% alleli przebadanych w grupie oséb chorych. 6
0s6b posiadato oba allele z sekwencja referencyjng, co stanowito 80%. Natomiast w grupie
0s0b zdrowych ten sam polimorfizm C — T odnotowano w pojedynczym allelu u 3 badanych
(3 allele), jednoczesnie 27 probantdw miato sekwencj¢ C w obu allelach. Tak wiec, 5% (3
allele) to allele z sekwencja polimorficzng, a 95% (57 alleli) to allele z sekwencja

referencyjng (tabela 17; rycina 24, 25).
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Rycina 23. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli polimorficznych (allel B) w
pozycjach: g.3507, g.3543, g.3561, g.3660, g.3741 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie oso6b

chorych.
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Rycina 24. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) i alleli polimorficznych (allel B) w pozycjach:
2.3507, g.3516, g.3543, g.3561, g.3588, g.3606, g.3615, g.3660, g.3669, g.3741 w sekwencji genu DSPP w
rejonie biatka DPP w grupie 0so6b zdrowych.
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Rycina 25. Liczba o0sob zdrowych z delecja w pozycjach: g.3543, g.3561, g.3588, g.3606, g.3615, g.3660,

2.3669 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP.

6.2.2.4. Tranzycja T — C w sekwencji genu DSPP w kodonach kodujacych asparagine w

rejonie kodujacym biatko DPP

Tranzycja T — C ostatniego nukleotydu w kodonie AAT — AAC kodujacym

asparagine w biatku DPP u o0s6b chorych i zdrowych wystapita w 1 pozycji g.3570.

Wszystkie osoby, u ktorych stwierdzono ta zmian¢ polimorficzng mialy zmieniony tylko

jeden allel (tabela 18).

Tabela 18. Zamiana AAT — AAC w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP w grupie 0sob
chorych (a) i zdrowych (b); A — allel referencyjny, B — allel zmieniony;

. . . Liczba .

. K Zamiana Liczba | ,, | Liczba | z Liczba
Pozycja | N eotyd nukleotydu | Aminokwas | Grupa | alleli o alleli i G 0s0b z
w DNA | referencyjny . A B ze .

w kodonie A B it delecja
3570 T AAT—AAC | Asn . ;2 zg 157 ;2 157 2

W pozycji 2.3570 odnotowano zamiang pojedynczego allela T — C u 5 chorych

probantdw, rownoczesnie u pozostatych 5 nie wykryto zmian. 5 polimorficznych alleli

stanowito 25% wszystkich przebadanych alleli, natomiast pozostale allele w liczbie 15 z

sekwencja referencyjng stanowily 75% (tabela 18; rycina 26). U 0s6b zdrowych w tej samej
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pozycji tranzycja wystapita u 17 badanych w pojedynczym allelu (17 alleli). Réwnoczesnie

doszto do delecji u 4 probantow. Sekwencja referencyjna T w obu allelach wystapita u 9

osob. W konsekwencji 28% (17 alleli) stanowity allele polimorficzne, a 58% (35 alleli) allele

zgodne z sekwencja referencyjng (tabela 18; rycina 27).
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Rycina 26. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli polimorficznych (allel B) w pozycji
2.3570 sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie 0sob chorych.
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Rycina 27. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) i alleli polimorficznych (allel B) w pozycji

2.3570 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie os6b zdrowych.
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6.2.2.5. Tranzycja C — T w sekwencji genu DSPP w kodonach kodujacych asparagine

w rejonie kodujacym bialko DPP

W pozycji g.2025 zaobserwowano zamiang C — T trzeciego nukleotydu w kodonie
AAC — AAT, ktory koduje asparagine. Polimorfizm wystapit wylacznie u oséb zdrowych.
Sekwencje T w pojedynczym allelu stwierdzono u 1 osoby (1 allel), a u pozostatych 29
wystapita sekwencja referencyjna C w obu allelach. Allele referencyjne w liczbie 59

stanowity 98% przebadanych alleli, a 1 allel polimorficzny — 2% (tabela 19; rycina 28).

Tabela 19. Zamiana AAC — AAT w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP w grupie osob
zdrowych; A — allel referencyjny, B — allel zmieniony; * - brak doniesien w bazie Ensembl.

Pozycja Nukleotyd nuilz I;liagi W Aminokwas Liczba % Liczba | % L:s:gl‘t))a
w DNA | referencyjny Ko d(t)}rllie alleli A A alleli B B ze
zmiang
2025% C AAC—AAT Asn 59 98 1 2 1
70 100%
90%
60
— 80%
50 T 70%
E ® 60%
T 40 s  50%
Jud mallel A o 40% mallel A
g 30 T 30%
= 20 HalelB ° 0% HalelB
(s]
10%
10 0%
0 -+ gDNA 2025
a gDNA 2025 b

Rycina 28. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) i alleli polimorficznych (allel B) w pozycji
2.2025 w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie os6b zdrowych.

W grupie oséb chorych z fenotypem DGI typu INII i\lub DD II sposrod 30 zmian
polimorficznych dotyczacych ostatniego nukleotydu w kodonie w sekwencji genu DSPP w

obszarze kodujacym biatko DPP 60%, czyli 18 zmian dotyczyto kodondéw kodujacych seryne,

98




natomiast 37% (11 zmian) kodonéw kodujacych kwas asparaginowy. Tylko 3%, czyli 1

zmiana dotyczyta kodonu kodujacego asparaging (tabela 20; rycina 29).

U o0s6b zdrowych bez fenotypu DGI typu IINII i\lub DD II tacznie odnotowano 47

zmian polimorficznych typu SNP w sekwencji kodujacej biatko DPP. Do 28 (58%) zmian

doszto w kodonach kodujacych seryng, kolejnych 18 zmian stwierdzono w kodonach

kodujacych kwas asparaginowy — 38%, a 2 zmiany dotyczyty asparaginy — 4% (tabela 20;

rycina 29).

Tabela20. Liczba i odsetek zmian polimorficznych typu SNP w ostatnim nukleotydzie w kodonach kodujgcych
seryng, kwas asparaginowy i asparaging w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie oséb chorych

(a) 1 zdrowych (b).

Aminokwas Grupa Liczba zmian Odsetek zmian (%)

servna a 18 60

yn b 28 58

. a 11 37

kwas asparaginowy b 13 33

asparagina a L 3

parag b 2 4

Eseryna 60%

W kwas
asparaginowy
37%

= agparagina 3%

Eseryna 58%

W kwas
asparaginowy
38%

= agparagina 4%

Rycina 29. Odsetek zmian polimorficznych w ostatnim nukleotydzie w kodonach kodujacych seryne, kwas
asparaginowy 1 asparaging w sekwencji genu DSPP w rejonie biatka DPP w grupie osob chorych (a)

zdrowych (b).

i
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6.3. Rearanzacje genowe (zmiany ilosciowe) w sekwencji genu DSPP w

rejonie kodujacym bialko DPP

Jedynie w grupie oso6b zdrowych w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko
DPP odnotowano rearanzacje genowe w postaci delecji lub insercji. Wystgpity one u 7 oséb
czyli 14% przebadanej populacji (rycina 30).

W pozycji g.3522 doszto do delecji u 4 badanych, u ktorych nastgpita utrata
odpowiednio 171, 75, 66 i 57 nukleotydow. Natomiast delecje 9 nukleotydéw u 1 badanego
zaobserwowano w pozycji g.3525. Z kolei insercja 18 nukleotydéw wystapita u 2 probantow

w pozycji g.2086 (rycina 30; tabela 21).

2 osoby

1 osob

M insercja

B delecja

-200 -150 -100 -50 0 50

Rycina 30. Liczba utraconych i wbudowanych nukleotydow w grupie oséb zdrowych w sekwencji genu DSPP
kodujacej biatko DPP.
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Tabela 21. Liczba 0so6b zdrowych z delecja w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP.

Pozycja w Liczba Pozycja w Liczba Pozycja w Liczba Pozycja w Liczba
DNA 0s6b DNA 0sob DNA 0sob DNA 0s0b
3522 4 3568 4 3606 1 3648 1
3525 5 3570 4 3612 1 3651 1
3531 5 3576 4 3615 1 3654 1
3540 4 3579 4 3621 1 3657 1
3543 4 3585 3 3622 1 3660 1
3549 4 3588 3 3624 1 3663 1
3552 4 3594 2 3630 1 3669 1
3558 4 3597 2 3639 1 3675 1
3561 4 3598 1 3642 1 3693 1
3567 4 3603 1 3645 1

6.4. Zmiany w sekwencji genu DSPP w rejonie 3’ nieulegajacym translacji

(3’UTR)

W grupie 0s6b chorych w rejonie 3’UTR odnotowano dwie tranzycje w pozycjach

2.3956 (G —A) oraz 24070 (A — G). Natomiast u o0sob zdrowych wystapita jedynie

tranzycja (G —A) w pozycji 2.3956 (tabela 22, 23).

Tabela 22. Zamiana w sekwencji genu DSPP w rejonie 3’UTR w grupie os6b chorych (a) i zdrowych (b); A —
allel referencyjny, B — allel zmutowany; * - brak doniesien w bazie Ensembl.

Liczba
Pozycja w Nukleotyd Zmiana Liczba o Liczba o 0s0b
N R e [ et e I B 1 S e (s
zmiang
a 4 20 16 80 9
3936 6 G=A b 5 8 55 92 29
4070* A A—G a 18 90 2 10 1
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Tabela 23. Zamiana w sekwencji genu DSPP w rejonie 3’UTR w grupie 0séb chorych (a) i zdrowych (b).

Liczba Liczba
Pozycja | Nukleotyd Zamiana Grupa homozyg(?t homozyg(?t Liczba
WDNA | referencyjny | nukleotydu z allelami z allelami heterozygot
referencyjnymi zmutowanymi
a 1 7 2
3956 G G—A
b 1 26 3
4070 A A—G a 9 1 0

U 9 0s6b chorych w pozycji g.3956 wystapita zmiana G — A, w tym u 7 chorych
zmienione bylty oba allele, a 2 probantéw miato zmieniony jeden allel. W badanej grupie 10
0sob, tylko 1 z nich miata oba allele zgodne z sekwencja referencyjng. 16 zmienionych alleli
stanowito 80% wszystkich przebadanych alleli, natomiast 4 prawidlowe allele stanowity 20%
(tabela 22, 23; rycina 31). W tej samej pozycji u zdrowych probantow doszto do zamiany w
obu allelach u 26 oséb, a w jednym allelu u 3 oséb. Natomiast tylko 1 osoba miata allele z
sekwencja zgodng z referencyjng. Odsetek alleli prawidlowych wynosit 8% (5 alleli), a
zmienionych 92% (55 alleli) (tabela 22, 23; rycina 32).

W grupie 0séb chorych u 1 probanta wykryto zmiang A — G w pozycji g.4070. Osoba
ta miata zmienione oba allele. U pozostaltych oséb w obu allelach wystgpowata sekwencja A
zgodna z referencyjng. 2 zmienione allele stanowity 10% wszystkich przebadanych alleli, a
allele referencyjne w liczbie 18 stanowity 90% alleli badanych w grupie oséb chorych (tabela

22,23; rycina 31).
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Rycina 31. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli zmienionych (allel B) w sekwencji
genu DSPP w rejonie 3°’UTR w pozycjach g.3956 oraz g.4070 w grupie oso6b chorych.

liczba alleli

gDNA 3956

mallel A

mallel B

odsetek alleli

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Hallel A

HallelB

gDNA 3956

Rycina 32. Liczba (a) i odsetek (b) alleli referencyjnych (allel A) oraz alleli zmienionych (allel B) w sekwencji
genu DSPP w rejonie 3°’UTR w pozycji g.3956 w grupie osob zdrowych.

103



6.5. ANALIZA STATYSTYCZNA

6.5.1. Allele referencyjne

Analiza statystyczna 66 loci genu DSPP wykazata, iz w grupie 10 osob chorych
potowa (50%) badanych posiadata nie mniej niz 106 alleli (80%) z sekwencja zgodng z
sekwencja referencyjng . 25% badanych miato co najwyzej 101 (76%) alleli zgodnych z
sekwencja referencyjng. 75% chorych probantow mialo co najwyze; 116 (88%) alleli
zgodnych z sekwencjg referencyjng. Maksymalna liczba alleli z sekwencjg referencyjna
wynosita 118, natomiast minimalna 95 (tabela 24).

W grupie 30 os6b zdrowych (grupa kontrolna) w odniesieniu do 66 loci genu DSPP
50% badanych miato nie mniej niz 109 (82%) alleli referencyjnych, a 25% badanych miato co
najwyzej 98 (74%) alleli zgodnych z sekwencjg referencyjng. U 75% badanych odnotowano
co najwyzej 112 (85%) alleli zgodnych z sekwencja referencyjng. W grupie kontrolnej
maksymalna liczba alleli zgodnych z sekwencjg referencyjng wynosita 123, a minimalna 34

(tabela 25).

Tabela 24. Liczba alleli zgodnych z sekwencja referencyjng w grupie oso6b chorych.

osoba 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
allele. 106 | 98 108 | 101 | 103 | 95 13 | 116 | 116 | 118
referencyjne
paenad
el 80 74 82 76 78 72 86 88 88 89
referencyjnych
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Tabela 25. Liczba alleli zgodnych z sekwencja referencyjng w grupie 0oséb zdrowych.

osoba 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
allele 03 | 102 | 17 | 11| 87 | 120 | 34 o1 | 88 | 123
referencyjne
o .
7o alleli 70 77 89 84 66 91 26 69 67 93
referencyjnych
osoba 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
allele 98 115 | 112 | 109 | 99 119 | 101 108 | 101 | 104
referencyjne
o :
76 alleli 74 | 87 | ss | s2 | 75 | 90 | 76 82 | 76 | 79
referencyjnych
osoba 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
G 112 114 96 102 111 112 120 109 98 109
referencyjne
o :
Golallsh 85 86 73 77 84 85 91 82 74 82
referencyjnych

6.5.2. Mutacje i polimorfizmy

W grupie 10 (100%) os6b prezentujacych fenotyp DGI typu II/III i/lub DD II potowa
miata nie mniej niz 8§ mutacji, a 25% badanych miato co najwyzej 6 mutacji. 75% oséb
chorych miato co najwyzej 11 mutacji. Maksymalna liczba mutacji wynosita 13, a minimalna
4 (tabela 26, rycina 33).

W grupie 10 oso6b prezentujacych fenotyp DGI typu II/III i/lub DD II polowa
badanych miata nie mniej niz 14 zmian polimorficznych typu SNP. 25% chorych miato co
najwyzej 11 zmian polimorficznych typu SNP, natomiast 75% mialo nie wigcej niz 19 zmian.
Najwicksza liczba zmian polimorficznych typu SNP w grupie osob chorych to 22, a
najmniejsza 6 (tabela 26, rycina 33).

W grupie kontrolnej 30 0s6b zdrowych, nie prezentujacych fenotypu DGI typu II/1I1

i/lub DD 11, 50% badanych miata nie wigcej niz 4 mutacje, a 25% nie wigcej niz 3 mutacje.
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75% zdrowych probantéw miato co najwyzej 5 mutacji. Maksymalna liczba mutacji wynosita
11, a minimalna 2 (tabela 27, rycina 34).

W grupie kontrolnej 30 0s6b zdrowych nie prezentujacych fenotypu DGI typu II/1I1
i/lub DD II potowa (50%) badanych miata nie mniej niz 14 zmian polimorficznych typu SNP,
a 25% mialo co najwyzej 9 zmian. 75% badanych miato co najwyzej 20 zmian
polimorficznych typu SNP. Najwigksza liczba zmian polimorficznych typu SNP to 30, a

najmniejsza 1 (tabela 27, rycina 34).

Tabela 26. Liczba mutacji i zmian polimorficznych typu SNP w sekwencji genu DSPP w grupie 0sob chorych.

osoba 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

mutacja 5 12 7 12 11 13 6 7 4 8

22 22 14 19 18 22 12 8 11 6

Tabela 27. Liczba mutacji i zmian polimorficznych typu SNP w sekwencji genu DSPP w grupie 0séb zdrowych.

osoba 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
mutacja 11 4 2 5 5 2 7 5 3 5
- 24 23 13 14 1 7 7 2 8 3
osoba 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
mutacja 3 3 5 4 11 3 2 3 10 5
- 28 11 12 17 20 9 19 20 15 21
osoba 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
mutacja 3 5 4 5 3 4 4 6 5 5
- 15 12 30 27 16 13 6 14 29 16
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osoba 9
osoba 8

osoba 7

osoba 6
M polimorfizm
osoba 5
H mutacja
osoba 4

osoba 3

osoba 2

osoba 1

Rycina 33. Liczba mutacji i zmian polimorficznych typu SNP w sekwencji genu DSPP w grupie 0sob chorych.
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0 5 10 15 20 25 30 35

Rycina 34. Liczba mutacji i zmian polimorficznych typu SNP w sekwencji genu DSPP w grupie 0sob
zdrowych.

6.5.3. Zmiany w pojedynczym allelu w poréwnaniu do zmian w obu allelach

W grupie 0s6b chorych prezentujacych fenotyp DGI typu II/III i/lub DD 11, u potowy
badanych (50%) wykryto zmieniong sekwencje w pojedynczym allelu nie mniej niz w 17 loci
sekwencji genu DSPP. 25% 0s6b chorych miato zmieniong sekwencje w 1 allelu co najwyzej

w 14 pozycjach, a u 75% chorych probantéw zmiany wystapity co najwyzej w 31 loci

108



sekwencji genu DSPP. Maksymalna liczba zmian w sekwencji genu DSPP w 1 allelu u
jednego badanego wyniosta 32, a minimalna 10 (tabela 28, rycina 35).

W grupie osob chorych prezentujacych fenotyp DGI typu INII i\lub DD 11, u potowy
badanych (50%) zmieniong sekwencj¢ w obu allelach odnotowano w nie mniej niz 1 locus, a
u 25% 0s6b zmiana nie wystapita w zadnym z obydwu alleli. U 75% badanych zmiana w obu
allelach wystapita co najwyzej w 1 locus. Maksymalna liczba loci ze zmieniong sekwencja w
obu allelach u jednej osoby wyniosta 2, a minimalna 0 (tabela 28, rycina35).

W grupie 0s6b zdrowych, nie prezentujacych fenotypu DGI typu IVIII i/lub DD II, u
50% probantéw odnotowano zmieniong sekwencj¢ w jednym allelu nie mniej niz w 17 loci. U
25% badanych byto to najwyzej 11 loci, a u 75% zdrowych probantéw zmiana sekwencji w
pojedynczym allelu wystapita co najwyzej w 23 pozycjach. Maksymalna liczba loci ze
zmieniong sekwencja w pojedynczym allelu u jednego zdrowego probanta wynosita 34, a
minimalna 5 (tabela 29, rycina 36).

W grupie 0so6b nie prezentujacych fenotypu DGI typu II/III i/lub DD II zmieniong
sekwencje w obu allelach stwierdzono u 50% badanych w nie mniej niz 2 loci sekwencji genu
DSPP, au 25% os6b zmiana wystapita w 1 allelu. 75% zdrowych probantéw miato zmieniong
sekwencje¢ w obu allelach co najwyzej] w 3 loci. Maksymalna liczba loci ze zmieniong

sekwencja w obu allelach u jednej osoby wynosita 4, a minimalna 0 (tabela 29, rycina 36).
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Tabela 28. Liczba pozycji (loci) w sekwencji genu DSPP, w ktoérych odnotowano mutacje i zmiany
polimorficzne typu SNP w 1 i\lub 2 allelach w grupie osob chorych.

1 zmieniony allel 2 zmienione allele
osoba

1 5 21 26 0 0 0
2 11 21 32 1 0 1
3 10 21 31 1 0 1
4 12 19 31 0 0 0
5 10 17 17 0 0 0
6 11 20 31 1 1 2
7 5 12 17 1 0 1

6 8 14 1 0 1
9 3 11 14 1 0 1
10 4 6 10 2 0 2

Tabela 29. Liczba pozycji (loci) w sekwencji genu DSPP, w ktoérych odnotowano mutacje i zmiany
polimorficzne typu SNP 1 i\lub 2 allelach w grupie 0s6b zdrowych.

1 zmieniony allel 2 zmienione allele
osoba
1 11 21 33 1 1 2
2 2 21 23 2 1 3
3 2 13 15 0 0 0
4 4 15 19 1 0 1
5 4 1 5 1 0 1
6 1 5 6 1 2 3
7 5 7 12 2 0 2
8 3 2 5 2 0 2
9 2 10 12 1 1 2
10 4 3 7 1 0 1
11 1 25 26 1 3 4
12 2 9 11 1 2 3
13 4 10 14 1 2 3
14 3 16 19 1 1 2
15 10 19 29 1 1 2
16 2 9 11 1 0 1
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1 zmieniony allel 2 zmienione allele

osoba
17 1 16 17 1 2 3
18 2 20 22 1 0 1
19 7 14 21 3 2 5
20 4 20 24 1 1 2
21 2 15 17 1 0 1
22 4 12 16 1 0 1
23 3 29 32 1 1 2
24 4 24 28 0 0 0
25 2 13 15 1 2 3
26 3 13 16 1 0 1
27 3 5 8 1 1 2
28 4 13 17 2 1 3
29 5 29 34 0 0 0
30 4 15 19 2 2 4

osoba 10

osoba 9

osoba 8

osoba 7

osoba 6

osoba 5 M lallel zmieniony

M 2 allele zmienione

osoba 4

osoba 3

osoba 2

osoba 1

0 5 10 15 20 25 30 35

Rycina 35. Liczba pozycji w sekwencji genu DSPP, w ktérych odnotowano mutacje i zmiany polimorficzne
typu SNP w 1 i\lub 2 allelach w grupie os6b chorych.
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Rycina 36. Liczba pozycji w sekwencji genu DSPP, w ktorych odnotowano mutacje i zmiany polimorficzne
typu SNP w 1 i\lub 2 allelach w grupie oséb zdrowych.
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7. DYSKUSJA

Analiza sekwencji genu DSPP u 10 os6b chorych prezentujacych fenotyp DGI typu
II/TIT i/lub DD typu II oraz 30 osob z grupy kontrolnej, u ktéorych w badaniu klinicznym nie
stwierdzono cech fenotypowych DGI typu II/III i/lub DD typu II, wykazata obecno$¢ mutacji
oraz polimorfizmu typu SNP w sekwencji genu DSPP kodujacego biatko sialofosforowe
zgbiny. Zmiany sekwencji genu DSPP o charakterze mutacji punktowych zmieniajacych sens
odnotowano w obydwu badanych grupach w rejonach kodujacych biatka sialowe oraz
fosforowe ze¢biny, a takze w sekwencji 3’UTR. Niezwykle interesujacym bylo pozyskanie
wyniku analizy wykazujagcego wystepowanie zmian ilosciowych w sekwencji genu DSPP w
postaci delecji i/lub insercji jedynie w grupie kontrolnej, przy czym odnotowane zmiany
ilosciowe stanowity n-powtorzen tripletéw nukleotydéw, stad nie powodowaly przesunigcia
ramki odczytu. Jednocze$nie wykonana analiza sekwencji genu DSPP w obu badanych
grupach nie wykazata zadnych zmian w rejonie kodujacym peptyd sygnatowy.

Z uwagi na fakt, ze peptyd sygnatowy jest niezbedny do przeniesienia biatka do
retikulum endoplazmatycznego, a jego hydrofobowy, $rodkowy odcinek ma zasadnicze
znaczenie dla pelnionej funkcji, mutacje w jego obrgbie uposledzaja zdolnos¢ biatka do
translokacji do retikulum endoplazmatycznego, co bezposrednio wplywa na poziom
biosyntezy biatka DSPP prowadzac do niedoboréw biatka z nastepcza nieprawidiowa
mineralizacja zebiny [Rajpar i wsp. 2002].

Badania von Marshal i Fishera [von Marschal i wsp. 2012] jednoznacznie wykazaty,
ze mutacje w obrgbie sekwencji kodujacej peptyd sygnatowy powoduja zahamowanie
translacji transkrypu mRNA jako skutek trwatego potlaczenia (,,zatkania”) transkryptu z
podjednostkami kompleksu rybosomalnego i nastepczym brakiem mozliwosci transportu
uszkodzonego biatka poza kompleks rybosomalny. Zatem, brak stwierdzonych mutacji w

obrebie peptydu sygnalowego wyklucza mozliwo$¢ catkowitego braku translacji transkryptu
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mRNA-DSPP, co pozwala wnioskowa¢, ze fenotyp obserwowany w grupie 0sob chorych byt
skutkiem powstawania prawidlowych badZz wadliwych fragmentéw biatek pochodnych

natywnego biatka DSPP i/lub eliminacji translacji jednego z tych bialek DSP lub DPP.

7.1. Mutacje w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DSP

Dane z piSmiennictwa wskazuja, ze za powstawanie fenotypu DGI typu II/III i/lub DD
typu II odpowiedzialne s3 mutacje zmieniajace sens w sekwencji genu DSPP w rejonie
kodujacym biatko DSP. Dotychczas opisano 8 takich mutacji [Hart i wsp. 2007, Holappa 1
wsp. 2006, Kida i wsp. 2009, Kim i wsp. 2004, 2005; Lee SK. i wsp. 2011, Maciejewska 1
wsp. 2012, Song 1 wsp. 2006, Xiao i wsp. 2001, Zhang i wsp. 2001, 2007]. Z uwagi na fakt,
ze ostatnie aminokwasy peptydu sygnalowego oraz trzy pierwsze aminokwasy biatka
wlasciwego odgrywaja istotng role dla funkcji DSPP gdyz zawieraja sekwencje odcigcia
peptydu sygnatowego, mutacje w tym obszarze skutkuja zablokowaniem transportu
natywnego biatka DSPP na zewnatrz retikulum entoplazmatycznego [Hart 1 wsp. 2007, Xiao i
wsp. 2001, Rajpar i wsp. 2002], stad uwaza si¢, ze mutacje dotyczace pierwszych trzech
aminokwasow biatka DSP skutkujg powstaniem klinicznych cech DGI typu II [Kim i wsp.
2005, Maciejewska i wsp. 2012, Malmgren i wsp. 2004, Song i wsp. 2006, Xiao i wsp. 2001].
W badaniach wlasnych opisanych w obecnym opracowaniu wykryto jedynie jedng mutacje
zlokalizowana w sekwencji odpowiedzialnej za kodowanie biatka sialowego zebiny.

Byta to odnotowana w obu badanych grupach mutacja w pozycji g.235 (A — T),
ktora polegala na transwersji pierwszego nukleotydu w kodonie AGG — TGG, co
skutkowato zastgpieniem aminokwasu argininy przez tryptofan. W grupie osob chorych tg
mutacje stwierdzono u 4 0s6b (40% grupy), wsrod ktoérych wszystkie byty heterozygotami,
gdyz mutacja wystgpita w pojedynczym allelu. Ta sama mutacja w grupie oséb zdrowych
wystapita u 5 badanych, jednak 4 osoby byly heterozygotami, a 1 homozygota z dwoma

allelami zmutowanymi. Po poréwnaniu do wynikow z bazy Ensembl ustalono, iz w populacji
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ogbélnoswiatowej allele z sekwencja referencyjng A wystepuja z czestoscia 89% na 100
przebadanych alleli, natomiast sekwencja T stanowi odsetek 11%. Ta sama baza wskazuje, ze
u osob rasy Kaukaskiej sekwencje A i T tworza odpowiednio — 91% i — 9%. Wyniki
pozyskane w biezacym do$wiadczeniu wydaja si¢ niezwykle interesujace z uwagi na fakt, iz
w badaniach Malmgren 1 wspotautoréw obecnos¢ mutacji g.235 (A — T) skutkowata
wystgpieniem fenotypu DGI typu II u 6 czlonkdéw tej samej rodziny, podczas gdy u
pozostalych cztonkéw rodziny, u ktéorych nie stwierdzono omawianej mutacji, nie
zaobserwowano zadnych cech klinicznych DGI typu II [Malmgren i wsp. 2004].
Potwierdzeniem obserwacji wlasnych sa poOzniejsze doniesienia wskazujagce na czeste
wystepowanie mutacji g.235 (A — T) w badanych populacjach rasy Kaukaskiej, w ktorych
rowniez podobnie jak w opisywanych badaniach wlasnych nie obserwowano wystgpienia
fenotypu DGI typu II i/lub DD typu II (15% populacji Finskiej) [Holappa i wsp. 2006].
Porownujac wyniki wlasne z doniesieniami innych autorow zasadnym wydaje si¢
stwierdzenie, ze mutacje g. 235 w sekwencji genu DSPP nalezy uzna¢ za niepatogenna
odmian¢ polimorfizm, a przyczyny pojawienia si¢ fenotypu DGI typu II w grupie oséb
chorych nalezy poszukiwa¢ w innej lokalizacji sekwencji genu DSPP i/lub okresleniu tla
genetycznego mogacego warunkowac wystgpienia symptomow choroby [Acevedo i wsp.
2009, Hart i wsp. 2007, Holappa i wsp. 2006]. Podobne wnioski sugeruja autorzy
najnowszych badan epidemiologicznych, ktorzy wskazuja na obecno$¢ mutacji g. 235 (A —
T) nie tylko u oséb chorych, ale rowniez u oséb zdrowych bez cech fenotypowych
specyficznych dla DGI II/IIT i/lub DD II [Hart i wsp. 2007, Holappa 1 wsp. 2006]. Jedng z
hipotez coraz powszechniej uzywang dla wytlumaczenia tego zjawiska jest powstanie tzw.
niewydolnosci haplotypowej [von Marschall 1 wsp. 2012]. Okazuje si¢ bowiem, ze dopiero
niedobor ponad potowy biatka DSPP, okreslony jako tzw. ilo$¢ krytyczna, moze skutkowaé

wystapieniem objawow dentinogenesis imperfecta typu II/III i/lub dysplazji zebiny typu IL
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Zgodnie z t3 hipoteza pojawiajace si¢ symptomy kliniczne DGI typu II/III i/lub DD 1I sg tym
powazniejsze, im mniej biatka o prawidlowej budowie zostanie wyprodukowane przez
odontoblast 1 wydzielone do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej [von Marschall 1 wsp. 2012].
Hipoteza niewydolnos$ci haplotypowej powstala na podstawie obserwacji in vivo taczenia si¢
zmutowanego biatka DSPP, poprzez Ca>" zalezne polianionowe domeny, z biatkiem
powstatym z prawidtowego allela, z nastgpczym utworzeniem ,,uszkodzonych” dimeréw,
ktére sa z kolei zatrzymywane wewnatrz szorstkiego retikulum endoplazmatycznego i
poddane natychmiastowej degradacji. Mutacje takie okresla si¢ jako mutacje negatywnie

dominujace [von Marschall i wsp. 2012].

7.2. Mutacje w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP

Do chwili obecnej w pi$miennictwie §wiatowym opisano 14 mutacji w genie DSPP w
rejonie kodujacym biatko DPP [Dong i wsp. 2005, Holappa i wsp. 2006, Lee KE. i wsp. 2011,
Maciejewska 1 wsp. 2012, McKnight i wsp. 2008a, 2008b; Nieminen i wsp.2011]. W
badaniach wlasnych polskiej populacji w rejonie sekwencji kodujacej biatko DPP mutacje
punktowe skutkujace zmiang kodowanego aminokwasu odnotowano zaro6wno w pierwszym,
drugim jak i trzecim nukleotydzie w kodonie. Mutacje pierwszego nukleotydu w kodonie
odnotowane w obu badanych grupach zaobserwowano w pozycjach g.3568 (AAT—GAT),
2.3598 (AGC—TGC), 2.3622 (GAT—AAT) oraz g2.3805 (AGC—TGC). W pozycji g.3568
tranzycja A — G skutkowala zamiang asparaginy na kwas asparaginowy i u wszystkich
badanych dotyczyta pojedynczego allela. U 0so6b chorych mutacja wystapita w 8 przypadkach
(80% grupy), a u 0s6b z grupy kontrolnej u 11 0séb (36% grupy). Pomimo, iz mutacja A — G
(AAT—GAT) w pozycji g. 3568 zostata zgtoszona do bazy ludzkiego genomu Ensembl, to
jednak czesto$¢ jej wystepowania zarowno w populacji rasy Kaukaskiej jak 1 Afro-
Amerykanskiej okreslono na 1 promil. Jednocze$nie nie zgltoszono potencjalnych korelacji

pomiedzy wystgpowaniem tej mutacji, a pojawieniem si¢ specyficznego fenotypu DGI typu
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I/III lub DD typu II. Uwzgledniajac zastapienie w pozycji a.1179 aminokwasu asparaginy o
charakterze oboj¢tnym przez kwas asparaginowy, nalezy pamigtac, ze zamiana wystgpita we
fragmencie biatka DPP o silnie kwasnym charakterze, co pozwala spekulowac, iz pojawienie
si¢ w tym rejonie dodatkowej grupy ketonowej nie wptywa negatywnie, a wrecz poprawia
warunki nukleacji krysztalu apatytu. Kolejna mutacja w sekwencji genu DSPP w rejonie
kodujacym biatko DPP wykryta zostala w pozycji g3598 A — T (AGC—-TGC) i
powodowata substytucje seryny przez cysteing. U 0oséb chorych, w pozycji g.3598 transwersje
A — T zaobserwowano w pojedynczym allelu u 9 badanych (90% grupy), natomiast wsrod
zdrowych probantéw 18 0sob (60% grupy) bylo heterozygotami i miato zmieniony jeden
allel, a 2 osoby miatly zmienione obydwa allele (6,6% grupy). Te sama transwersj¢ A — T
(AGC—-TGC) skutkujaca zamiang seryny w cysteing odnotowano w pozycji g.3805 u 9 osdb
chorych (90% grupy) w pojedynczym allelu oraz u jednej osoby chorej w dwoch allelach
(10% grupy). Jednocze$nie w grupie kontrolnej zdiagnozowano 23 osoby z mutacja A — T
(AGC—-TGC) w pojedynczym allelu (76% grupy). Niezwykle interesujacym wydaje si¢ fakt
braku w bazie Ensembl doniesien o mutacjach w genie DSPP w pozycjach g. 3598 oraz 3805.
Nie znaleziono réwniez jakichkolwiek danych w pi$miennictwie opisujacych powyzsze
mutacje. Fakt wystepowania obu mutacji zarowno w grupie chorych jak i kontrolnej oraz brak
réznorodnosci  fenotypowych pomiedzy homozygotami i heterozygotami pozwala
domniemywaé, ze mutacje powyzsze nie s3 bezposrednig przyczyng pojawienia si¢
symptomow dentinogenesis imperfecta typu Il lub dysplazji zebiny, co posrednio mozna
wytlumaczy¢ zblizonymi wlasciwosciami biochemicznymi seryny oraz zastepujacej ja
cysteiny.

Ciekawa obserwacja poczyniong w trakcie analizy sekwencji genu DSPP rejonu
kodujacego biatko DPP bylo odnotowanie mutacji typu zmiany sensu, ktéra zaobserwowano

jedynie w grupie osob chorych. Byta to mutacja G — A (GAT—AAT) w pozycji g.3550 i
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wystapita w pojedynczym allelu u 4 oséb (40% grupy). Mutacja skutkowata zamiang kwasu
asparaginowego a.1173 w asparaging. Jednak analiza wtasciwosci biochemicznych obu
aminokwasow nie pozwala jednoznacznie okres$li¢ czy mutacja G — A (GAT—AAT) w
pozycji g. 3550 byla mutacja przyczynowa wystapienia fenotypu DGI typu II u 4 chorych
probantow nosicieli tej mutacji. Mozna jedynie spekulowaé, zZe zamiana kwasu
asparaginowego posiadajacego tadunek negatywny, a tym samym aktywna grup¢ wiazaca
wapn, na neutralng biochemicznie asparaging, moze powodowaé niewielkie zaburzenia w
miejscowej nukleacji krysztatéw mineratu.

Kolejno, mutacj¢ powodujaca zastapienie seryny przez glicyn¢ na skutek transwersji
A — T w pozycji g.3592 stwierdzono wylacznie w pojedynczym allelu u 2 os6b zdrowych
(6,6% grupy). Ta mutacja réwniez nie zostata odnotowana w bazie Ensembl.

Mutacje drugiego nukleotydu w kodonie w sekwencji genu DSPP w rejonie
kodujacym biatkko DPP w obu badanych grupach wystapity w pozycjach g.3611
(AGC—AAC), 23710 (AGC—AAC) oraz g.3728 (AAT—AGT). Dwie pierwsze dotycza
zamiany aminokwasu seryny w asparaging, a trzecia asparaginy w seryn¢. W pozycji g.3611,
4 osoby chore (40% grupy) posiadaty zmieniony jeden allel G — A. Wsréd osob zdrowych 1
badany (3,3 % grupy) byt homozygota z obydwoma allelami zmutowanymi A, a 9 oséb (30%
grupy) byto heterozygotami. Natomiast w lokalizacji g.3710 po 4 osoby z kazdej grupy
chorych i1 zdrowych probantéw byly homozygotami posiadajagcymi sekwencje zmutowana A,
co stanowito odpowiednio 40% populacji chorych oraz 13,3% populacji zdrowych badanych.
Analiza wykazata, ze jedynie mutacja G — A w pozycji g. 3710 nie zostata jak dotad
odnotowana w bazie Ensembl, natomiast obecno$¢ sekwencji A w pozycji g. 3611 okreslono
na 1% zaréwno w populacji rasy Kaukaskiej jak i Afro-Amerykanskie;j.

Tranzycja A — G w pozycji g.3728 powodujaca powstanie seryny w miejsce

asparaginy wystapita w pojedynczym allelu u 4 badanych w obu grupach. Mutacja ta zostala
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opisana w bazie Ensembl jednak nie podano informacji o czgstosci jej wystgpowania w
poszczeg6lnych populacjach. Autorzy zgtaszajacy mutacje A — G w pozycji g.3728 do bazy
Ensembl uwazaja jednak, ze nie jest ona mutacja przyczynowa powstawania fenotypu DGI
1I/11 i/lub DD 1I.

Dodatkowo, w omawianych badaniach wlasnych mutacje drugiego nukleotydu w
kodonach kodujacych biatko DPP wykryto jedynie u os6b zdrowych w pozycjach g. 2006
(GAC — GGC) 1 g.2024 (AAC — AGC). Mutacje te spowodowaly odpowiednio zamiang
kwasu asparaginowego w glicyne oraz asparaginy w seryng. W pozycji g.2006 odnotowano
zamian¢ A — G tylko u 2 osob, przy czym 1 osoba byla homozygota z dwoma allelami
zmutowanymi G, a 1 posiadala jeden allel zmutowany G oraz jeden alle z sekwencja
referencyjng A. W pozycji 2.2024 jedynie u 1 badanego stwierdzono zmieniony 1 allel z
sekwencja G. Zadna z mutacji obserwowanych w tych dwoéch pozycjach nie zostata
odnotowana w bazie ludzkiego genomu Ensembl.

Mutacje trzeciego nukleotydu w kodonie w pozycjach g.3615 (GAC — GAA), g.3714
(GAC — GAA) i 23732 (GAA — GAC) byly jednakie w obu grupach i spowodowaty
zamiang kwasu asparaginowego w kwas glutaminowy w dwoch pierwszych pozycjach oraz
zamiang kwasu asparaginowego w kwas glutaminowy w pozycji trzeciej. W pozycji g.3615, 8
os6b w kazdej grupie posiadato jeden allel z sekwencja zmutowana A, co stanowito
odpowiednio 80% populacji chorych oraz 26,6% zdrowych probantéw. Kolejno, w pozycji
2.3714 stwierdzono obecno$¢ 4 pojedynczych zmutowanych alleli w kazdej z badanych grup,
co stanowi 40% przebadanych chorych oraz 13% oséb z grupy kontrolnej. 4 osoby chore
(40%) oraz 3 zdrowe (10%) posiadaty zmutowang sekwencj¢ C w pojedynczym allelu w
pozycji g.3732. Dodatkowo, u 1 osoby z grupy kontrolnej wykazano wystgpowanie w
pojedynczym allelu mutacji C — A (GAC—GAA ) w pozycji g.3768, co powodowato

zamian¢ kodowania kwasu asparaginowego a.1245 na kwas glutaminowy. Wszystkie cztery
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mutacje trzeciego nukleotydu w kodonie skutkowaty wymiennym kodowaniem kwaséw
asparaginowego badz glutaminowego. Ze wzgledu na fakt, iz obydwa aminokwasy naleza do
tej samej grupy aminokwasow ,.kwasnych” obarczonych ujemnym tadunkiem, ich obecno$¢
w tancuchu biatka DPP odpowiada za tworzenie $rodowiska sprzyjajacego przylaczaniu
jonéw Ca*", a w konsekwencji nukleacji krysztatu apatytu i mineralizacji zebiny [Qin i wsp.
2004]. Z uwagi na fakt, iz struktura pierwszorzedowa obu kwasow rozni si¢ jedynie
obecnos$cig dodatkowego atomu wegla, a co za tym idzie dlugo$cig tancucha weglowego,
wydaje si¢ zasadne uznanie mutacji w pozycjach g. 3615, 3714, 3732, 3768 jako obraz
polimorfizmu genu DSPP oraz zwrocenie uwagi, iz moze by¢ to polimorfizm lokalny o czym
$wiadczy brak danych pordwnawczych w bazie Ensembl. Jedynie mutacja w pozycji g.3732
znalazta swoj opis w bazie Ensembl, jednak autorzy nie podali zadnych danych dotyczacych
odsetka wystepowania polimorficznej sekwencji C w poszczegdlnych populacjach.
Szczegotowa analiza poréwnawcza sekwencji genu DSPP w populacji 0s6b zdrowych
oraz zdiagnozowanych z wada dentinogenesis imperfecta typu Il lub dysplazja zebiny typu II
wskazuje na obecno$¢ licznych mutacji typu zmiany sensu w obu badanych grupach.
Pozyskane wyniki analizy molekularnej poréwnane z obrazem klinicznym badanych
pacjentow pozwalaja wnioskowaé, ze opisane mutacje maja charakter polimorfizmu i nie sg
przyczyna powstawania fenotypu DGI II/III i/lub DD II z wytaczeniem mutacji g.3550, ktora
jako jedyna zostata zdiagnozowane wytacznie w grupie osob chorych. Istotnym wydaje si¢
zatem postawienie pytania: Dlaczego mutacje zmieniajace sens pozostaja ,.ciche”? oraz Co
sprawia, ze ta sama mutacja u niektorych probantow objawia si¢ specyficznym fenotypem, a
u innych pozostaje cicha? W chwili obecnej najblizsza wyjasnienia postawionych kwestii
zdaje si¢ teoria opracowana przez zespot profesora Fishera [von Marschall i wsp. 2010], ktéra
zaktada, Ze istnieje tzw. ilo$¢ krytyczna biatka DSPP o prawidtowej budowie, ktdrej obecnosé

w zewnatrzkomoérkowej przestrzeni odontoblasta pozwala na prawidtowy przebieg procesu
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pierwotnej (nukleacji) 1 wtérnej (dojrzewania) mineralizacji zgbiny. Jak dotad nie poznano
jednak wartosci bezwzglednej biatka DSPP wymaganej do prawidlowego przebiegu procesu
mineralizacji zgbiny. Rozpatrujac jednak, ze proces mineralizacji przebiega wieloetapowo 1
zalezy nie tylko od obecno$ci poszczegdlnych biatek, ale rowniez od wzajemnej interakcji
licznych niekolagenowych bialek budujacych organiczna macierz zg¢biny, nalezy rozwazad
mozliwo$¢ wystepowania tzw. efektu uzupetnienia funkcji DSPP przez inne biatka w tym
DMPI1 lub biatka z rodziny SLRP [Gericke i wsp. 2010, Gajjerman i wsp. 2007]. Spekulacje
te uwiarygodnia fakt, iz najci¢zsze przypadki kliniczne DGI typu II i/lub DD typu II
zdiagnozowano 1 opisano u 0sob, u ktérych wykryto mutacje w sekwencji kodujacej peptyd
sygnatowy [Rajpar i wsp. 2002, Malmgren i wsp. 2004], co prowadzito do catkowitego braku
translacji biatka DSPP, a tym samym eliminowato jego obecnos¢ w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej odontoblasta. von Marschall 1 wspotautorzy po przeprowadzeniu
skrupulatnej analizy transkrypcji mRNA i translacji DSPP w komoérce odontoblasta, wykazali,
iz mutacje genu DSPP (z wyjatkiem mutacji a. Y6D) powoduja zatrzymanie zmutowanego
biatka w przestrzeni szorstkiego retikulum endoplazmatycznego [von Marschall i wsp. 2012].
Ustalono, ze zmiana sekwencji w obrgbie trzech pierwszych aminokwaséw biatka
wilasciwego (IleProVal), powoduje nieprawidtlowe taczenie 2z receptorem I[PV
odpowiedzialnym za transport biatka DSPP poza szorstkie retikulum endoplazmatyczne.
Kolejnym istotnym powodem zaburzeh mineralizacji z¢biny sa mutacje skutkujace
przesunigciem ramki odczytu w obrgbie repetytywnej czesci sekwencji genu DSPP. W takich
przypadkach dochodzi do zamiany kodowania znaczacej liczby (nawet do 600) kwasnych
aminokwasow z repetytywnej sekwencji Asp-Asp-Ser na aminokwasy o odczynie
zasadowym, co eliminuje z sekwencji biatka DPP domeny taczace jony wapnia i
uniemozliwia zaréwno nukleacje krysztalu apatytu jak i pdzniejsze dojrzewanie mineralu

[McKnight 1 wsp. 2008a,b]. Dodatkowo, zmodyfikowane biatko przepisywane ze zmutowanej
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matrycy mRNA tworzy spontanicznie wielowartosciowe, kationowo (Ca®") zalezne
pofaczenia migdzy zmodyfikowanymi czasteczkami, przylaczajac nastgpnie biatko o
prawidtowej budowie (powstajace na bazie matrycy prawidlowego mRNA) do wiasnych
domen wigzacych wapn. Takie kompleksy biatkowe DSPP s3 rozpoznawane przez
specyficzne proteazy i poddawane szybkim procesom degradacji w cytoplazmie odontoblasta
[von Marschall i wsp. 2012]. Powyzsza teoria nie znajduje jednak zastosowania w
analizowanym materiale wtasnym, gdyz u osob zdiagnozowanych z DGI IV/III lub DD II nie
stwierdzono zmian sekwencji genu DSPP o charakterze ilo§ciowym, natomiast delecje i
insercje wykryte w grupie kontrolnej dotyczyto n X tripletéw nukleotydow, a co za tym idzie
nie powodowatly przesuni¢cia ramki odczytu. Z uwagi na fakt, iz w analizowanym materiale
wlasnym mutacje o charakterze zmiany sensu zdiagnozowano zardwno w grupie kontrolnej
jak 1 doswiadczalnej, w chwili obecnej jedynym wytlumaczeniem ujawnienia si¢ fenotypu u
osob chorych jest wystepowanie tzw. tta genetycznego. Nalezy zatem rozwazy¢, ze rodzaj i
los¢ mutacji oraz zmian polimorficznych wystgpujacych u poszczegdlnych chorych moze

wywieraé efekt wzmocnienia i w korelacji przyczyni¢ si¢ do ujawnienia cech fenotypowych.

7.3. Mutacje w rejonie 3’UTR genu DSPP

Do chwili obecnej zmiany w sekwencji genu DSPP w rejonie 3’ nieulegajacym
translacji (3’UTR) zgloszono do bazy Ensembl dla 5 loci: 2.3956 (G — A), g.4077 (T — A),
24135 (T — G), g4166 (G — C), g4263 (A — G). Natomiast w badanej grupie wlasnej
zarowno doswiadczalnej jak 1 kontrolnej w rejonie 3’UTR sposrod wymienionych
odnotowano jedynie tranzycje G — A w pozycji g. 3956. Zmiang ujawniono w pojedynczym
allelu u 4 os6b chorych (40% grupy) oraz u 29 oséb z grupy kontrolnej (96,6% grupy), przy
czym w tej ostatniej 26 osob mialo sekwencje polimorficzng A w obu allelach, a jedynie 3
osoby byty heterozygotami. Porownanie z bazg Ensembl wykazalo, iz rozktad wynikéw

pochodzacych z biezacego doswiadczenia jest odwrotnie proporcjonalny do danych
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pozyskanych w bazie, ktore wskazuja, iz w pozycji g. 3956 sekwencja referencyjna A w
populacji kaukaskiej wynosi 86%, natomiast sekwencja polimorficzna G — 14% 1 dane te nie
réznig si¢ znaczaco z wynikami uzyskanymi dla populacji ogdlno§wiatowej (odpowiednio
88%, 12%). Jednoczesnie ani dane z bazy Ensembl ani publikacje o zasiggu swiatowym nie
wykazaly, iz tranzycja G — A w pozycji g. 3956 moze powodowac powstawanie symptomow
klinicznych DGI typu IVIII lub DD typu II. Pozostate 4 mutacje odnotowane w bazie
Ensembl nie wystepuja w populacji Kaukaskiej, co pozostaje w zgodzie z wilasnymi
obserwacjami, a w populacji ogdlno§wiatowe]j czestotliwo$¢ ich wystepowania ocenia si¢
ponizej 0,01%.

Na szczegdlng uwage zastuguje fakt wykrycia w biezacym do§wiadczeniu mutacji w
rejonie 3’UTR w pozycji 2.4070 (A — G). Zamiang t¢ zaobserwowano u 1 osoby chorej w
obu allelach i jak dotad nie zostala ona zgloszona do bazy Ensembl. Rejon 3°’UTR pomimo, iz
nie ulega translacji odgrywa niezwykle istotng rol¢ w stabilizacji transkryptéw mRNA,
zawiera sekwencje komplementarne do mikro-RNA oraz sekwencje zaangazowane w
regulacje ekspresji genow [Chen JM. 1 wsp. 2006]. Dla przykladu na poziomie pre-mRNA
sekwencje 3’UTR uczestnicza w tworzeniu 3’konca mRNA i poliadenylacji [Zhao i wsp.
1999], natomiast na poziomie dojrzalego mRNA determinujg stabilnos¢, degradacje,
skuteczno$¢ translacji transkryptu oraz jego transport z jadra komoérkowego [Chabanon i wsp.
2004, Conne i1 wsp. 2000, Mignone i wsp. 2002]. Sa réwniez miejscem przylgczania mikro-
RNA [Xie i wsp. 2005]. Pomimo tak licznych funkcji ocenia si¢, ze tylko okoto 0,2% mutacji
w rejonie 3’UTR stanowi przyczyne wystapienia jednostek chorobowych [Chen JM. i wsp.
2006], jednakze brak jakichkolwiek danych na temat mutacji w pozycji g.4070 nie wyklucza
jej jako przyczyny powstania fenotypu DGI II\II i\lub DD II obserwowanego w grupie osob

chorych.
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7.4. Polimorfizm genu DSPP

Badania licznych autoréw [Kim 1 wsp. 2007, Bai 1 wsp. 2010, Song i wsp. 2006,
Acevedo 1 wsp. 2009, Holappa 1 wsp. 2004] wykazaty, iz gen DSPP charakteryzuje si¢
wysokim stopniem polimorfizmu, co potwierdzaja wyniki uzyskane w biezacym
do$wiadczeniu zardbwno w grupie badanej jak i kontrolnej. Stwierdzono, ze 31 zmian o
charakterze polimorfizmu typu SNP wystapilo w obu badanych grupach. Jednocze$nie, w
grupie osob zdrowych stwierdzono wystgpowanie 18 dodatkowych zmian typu SNP oraz 7
ilo§ciowych aranzacji genowych nieskutkujacych przesunigciem ramki odczytu.

W sekwencji genu DSPP kodujacej biatko DSP w obu badanych grupach odnotowano
tylko jedng tranzycje A — G w kodonie kodujacym seryn¢ w pozycji £.930, a odsetek oséb z
sekwencja polimorficzng wynosit 70% w grupie chorych oraz 93% w grupie zdrowych
probantow. Wynik uzyskany w badaniach wlasnych znaczaco rézni si¢ od danych
zgromadzonych w bazie Ensembl, gdzie odsetek alleli z sekwencja referencyjng A dla
populacji europejskiej wynosi 34%.

Bardziej liczne przypadki polimorfizmu typu SNP w grupie oso6b chorych jak i
zdrowych probantéw wykazano w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP.
Tranzycje C — T w kodonach kodujacych seryne stwierdzono az w 19 pozycjach wsrod,
ktorych 5 wystapito jedynie w grupie os6b zdrowych. Zmiany w pozycjach g.2004, g.3531,
2.3540, 2.3639, 2.3675 wystapily jednoczesnie w obu badanych grupach i zostaty opisane
rowniez w bazie danych Ensembl. Analiza porownawcza tych zmian wykazala zblizony
odsetek ich wystepowania w populacji ogdlnoswiatowej jak i grupach badanych w biezacym
doswiadczeniu. Przyktadowo w pozycji g.2004 w populacji ogolnoswiatowej i europejskiej
sekwencja referencyjna C wystepuje odpowiednio w 82% i 73% badanych alleli, podczas gdy
w grupie chorych i zdrowych w populacji polskiej wynik wynidst odpowiednio 80% i 72%.

Specyfike wystepowania polimorfizmu lokalnego okreslono na podstawie wynikow
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polimorfizmu typu SNP pochodzacego z analizy sekwencji genu DSPP obu badanych grup, w
ktorych wykryto tranzycje C — T w pozycjach g.3504 (C:60% chorzy; 82% zdrowi), g.3522
(C:60%; 45%), 2.3549 (C:70%; 52%), 2.3567 (C:90%; 58%), 2.3585 (C:70%; 53%), g.5612
(C:65%; 73%), g.3621 (C:80%; 87%), g.3630 (C:75%; 68%), g.3711 (C:70%; 92%) , a ktore
nie zostaly odnotowane w bazie Ensembl. Ciekawym wydaje si¢ fakt okre§lenia zmian
polimorficznych typu SNP wykrytych jedynie u zdrowych probantow. W badaniach wiasnych
ilos¢ takich zmian wyniosta 18. Sg to zmiany w kodonach kodujacych seryng (10), kwas
asparaginowy (7) oraz asparagine (1). Odsetek zmian polimorficznych w kodonach seryny
wynosit 60% u chorych i 58% u zdrowych, a w kodonach kwasu asparaginowego
odpowiednio 37% i 38%. Uzyskane wyniki pokrywaja si¢ z doniesieniami innych autorow, iz
polimorfizm genu DSPP wystegpuje gtownie w obregbie powtarzalnej sekwencji kodujacej Ser-
Ser-Asp [C4,C14]. Obecnos¢ tak wielu zmian polimorficznych w kodonach kodujacych
seryn¢ i kwas asparaginowy w sekwencji genu DSPP w rejonie kodujacym biatko DPP
zaréwno wsrdd osob chorych jak i zdrowych nalezy thumaczy¢ liczbg powtorzen (okoto 200)
9 — nukleotydowych sekwencji Ser-Ser-Asp-Ser-Ser-Asp-Ser-Ser-Asp.

20 zmian typu SNP, ktoére odnotowano w doswiadczeniu wltasnym w obu badanych
grupach, nie wystepowaty w bazie danych Ensembl, co moze $wiadczy¢, iz jest to
polimorfizm lokalny, specyficzny dla stosunkowo homogennej populacji polskie;.

Bardzo ciekawym pozostaje fakt wystgpienia aranzacji genowych w postaci insercji i
delecji tylko w grupie osob zdrowych. W dwodch przypadkach doszto do insercji 18
nukleotydow, a u 5 oséb wystapita delecja odpowiednio 9, 57, 66, 75 171 nukleotydéw. Jak
podaje pisSmiennictwo [Nieminen i wsp. 2011] zmiany ilo$ciowe bez przesunigcia ramki
odczytu wystepuja w gtéwnie w 3’ koncowej czesci genu DSPP, w odcinku sekwencji
repetytywnych Ser-Ser-Asp, a delecja moze dotyczy¢ nawet 200 nukleotydéw 1 nie skutkuje

zaburzeniem mineralizacji z¢biny. Wszystkie zaobserwowane aranzacje iloSciowe w
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opisanym do$wiadczeniu wlasnym przebiegaty bez przesunig¢cia ramki odczytu, a jedynie
powodowaty wydluzenie, badz skrécenie dlugosci biatkka DPP. W zwigzku z brakiem
fenotypu DGI II/III i/lub DD II mozna wywnioskowaé, iz zmiany tego typu w obszarze
powtarzalnej sekwencji nie maja wptywu na funkcje biatka DPP, co potwierdza fakt duzej
mi¢dzygatunkowej zmienno$¢ dlugosci biatka DPP [McKnight 1 wsp. 2009].

Przeprowadzona skrupulatna analiza porownawcza sekwencji genu DSPP u 9 0s6b
chorych z rozpoznaniem klinicznym i radiologicznym dentinogenesis imperfecta typu Il oraz
u 1 osoby z dysplazja zebiny typu II z sekwencjami uzyskanymi od 30 oséb stanowigcych
grupe kontrolng, a takze z sekwencjg referencyjng dla rasy Kaukaskiej 1 populacji
ogbélnoswiatowej zgloszonej w bazie ludzkiego genomu Ensembl, nie pozwolila
jednoznacznie zdefiniowa¢ mutacji przyczynowej wystgpienia fenotypu DGI typu II oraz DD
typu II u poszczegdlnych oséb z grupy doswiadczalnej. Mutacje zmieniajgce sens wykryte w
grupie doswiadczalnej wykryto réwniez w sekwencji genu DSPP pozyskanej od o0s6b
zdrowych, co sugeruje, ze pojawienie si¢ fenotypu dentinogenesis imperfecta typu Il lub
dysplazji zebiny typu II u 0s6b chorych miato tto wieloprzyczynowe i stanowito wypadkowa
licznych zmian o charakterze mutacji oraz polimorfizmu obserwowanego w sekwencji genu

DSPP u poszczegdlnych osob.
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8. WNIOSKI

Gen DSPP kodujacy biatko sialofosforowe zgbiny wykazuje wysoki stopien
zmiennosci o charakterze mutacji zmieniajacych sens jak i polimorfizmu zar6wno w populacji
0s0b z rozpoznaniem klinicznym 1 radiologicznym dentinogenesis imperfecta typu 1l oraz
dysplazji zgbiny typu II jak 1 w grupie kontrolne;.

1. Zmiany o charakterze mutacji zmieniajacych sens jak i polimorfizm genu DSPP
wystepuja z porownywalng czestoscig zarowno w sekwencji kodujacej biatko DSP jak i
sekwencji kodujacej biatko DPP w obu badanych grupach, podczas gdy polimorfizm
ilosciowy w formie insercji i delecji wystapit jedynie w grupie kontrolne;j.

2. Zardbwno w populacji 0s6b z rozpoznaniem klinicznym 1 radiologicznym
dentinogenesis imperfecta typu Il oraz dysplazji zebiny typu II jak i grupie kontrolnej
zdiagnozowano liczne mutacje zmieniajace sens oraz zmiany o charakterze polimorfizmu w
tych samych loci genu DSPP, co nie pozwala jednoznacznie okresli¢ przyczyny wystapienia
fenotypu dentinogenesis imperfecta typu II lub dysplazji z¢biny typu II w grupie osob
chorych.

3. Czestotliwos¢ wystgpowania mutacji genu DSPP zarbwno w populacji osob z
rozpoznaniem klinicznym i radiologicznym dentinogenesis imperfecta typu Il oraz dysplazji
zgbiny typu II jak i grupie kontrolnej jak i brak informacji o tych mutacjach w bazie
ludzkiego genomu Ensembl, pozwala zakwalifikowa¢ je jako zmiany o charakterze

polimorfizmu lokalnego.
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