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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

1.WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

1.1. Wielkosci fizyczne i przedrostki.

g gram

kDa kilodalton, jednostka masy
| litr, dm?

M stezenie molowe, mol/dm3
m metr

min minuta

sek sekunda

U jednostka enzymu

Vv Wolt — jednostka napiecia elektrycznego
M mega, 10°

k kilo, 10>

d decy, 10

c centy, 102

m mili, 10°

1] mikro, 10°®

n nano, 10°

P piko, 102



1.2. Substancje chemiczne i roztwory.

A

ATP

C
ddH,0
dNTPs
ddNTPs
EDTA
G
KHCO;
MgCl,
NacCl
NH,CI
RBC
SDS

T

TAE
TBE
TRIS

adenina

adenozynotrifosforan

cytozyna

woda podwadjnie destylowana
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deoksynukleotydy (adeninowy, guaninowy, tyminowy i cytozynowy)

dideoksynukleotydy (adeninowy, guaninowy, tyminowy i cytozynowy)

kwas etylenodiaminotetraoctowy (ethylenediamine tetraacetic acid)

guanina

wodoroweglan potasu

chlorek magnezu

chlorek sodu

chlorek amonu

bufor do lizy erytrocytéw (red blood cell lysis buffer)

dodecylosiarczan sodu (sodium dodecyl sulphate)

tymina

bufor do elektroforezy z kwasem octowym (Tris — acetate — EDTA)

bufor do elektroforezy z kwasem bornym (Tris — borate — EDTA)

2—amino—2—-hydroksymetylo—1,3—propanodiol

1.3. Symbole aminokwasdéw.

A (Ala)
C(Cys)
D (Asp)
E (Glu)
F (Phe)
G (Gly)
H (His)
1 (lle)

K (Lys)
L (Leu)

alanina

cysteina

kwas asparaginowy
kwas glutaminowy
fenyloalanina
glicyna

histydyna
izoleucyna

lizyna

leucyna

M (Met)
N (Asn)
P (Pro)
Q (GIn)
R (Arg)
S (Ser)
T (Thr)
V (Val)
W (Trp)
Y (Tyr)

metionina
asparagina
prolina
glutamina
arginina
seryna
treonina
walina
tryptofan

tyrozyna
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1.4. Geny i biatka.

BRCA1 gen podatnosci na raka piersi 1 (breast cancer 1)

BRCA2 gen podatnosci na raka piersi 2 (breast cancer 2)

BSA albumina surowicza (Bovine Serum Albumin)

CTCF biatko uczestniczace w regulacji transkrypcji (CCCTC-binding transcriptional
insulator protein)

ESCO geny kodujace biatka z rodziny EFO (establishment of cohesion),

(1-2) uczestniczgce w utrzymaniu kohezji, wyrdznia sie kilka rodzajéw, homolog
Eso, Ecol

ESPL1 gen kodujacy biatko separyne, homolog Esp1, Cutl, Sse

GDNF gen kodujacy glejopochodny czynnik wzrostu nerwéw

HDAC deacetylazy histonowe, wyrdznia sie kilka rodzajéw

(1-4)

HP-1 biatko modelujgce chromatyne (heterochromatin protein 1)

LDLR gen kodujacy receptor LDL

MAU2 gen kodujacy biatko MAU2 (hSCC4) bioragce udziat w regulacji kohezji,

homolog Scc4, Ssi3

MRE11 biatko zaangazowane w naprawe podwdjnych peknie¢ DNA, wchodzi w sktad
kompleksu MRN z nibryng i RAD50

NBS1 biatko nibryna zaangazowane w naprawe podwadjnych peknie¢ DNA, wchodzi
w sktad kompleksu MRN z biatkiem MRE11 i RAD50

NF1 gen supresorowy, kodujgcy neurofibromine

NIPBL gen kodujacy delangine (NIPBL - biatko nipped-B-like), homolog Scc2, Mis4,
Nipped-B

NUP155 gen kodujgcy nukleoporyne o masie czgsteczkowej 155kDa

PAPP-A osoczowe biatko cigzowe A (A-Pregnancy Associated Plasma Protein)

PDS5 gen kodujacy biatko PDS5 biorgce udziat w regulacji kohezji (precocious

dissociated of sister 5)

PLK1 gen kodujgcy kinaze PLK1 uczestniczgcg w usuwaniu kohezji, (polo-like
kinase 1) homolog Sdc5, Plo1, Polo



PTTG

RAD21

RAD50

SA

(1-2)

Scc
(1-4)

SLC1A3
SMC

(1-6)
SR

WAPL
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gen kodujacy biatko sekuryne, homolog Pds1, Cut2, Pim

gen kodujacy biatko z rodziny kleizyn (radiation sensitive 21), homolog Scc1,
Mcd1

biatko zaangazowane w naprawe podwdjnych peknie¢ DNA, wchodzi w sktad
kompleksu MRN z biatkiem MRE11 i nibryng

geny kodujace biatka z rodziny stroma lin (stromal antigen), inaczej STAG,
wyrodznia sie kilka rodzajéw, homolog Irr1, Psc3

geny kodujace rdzne biatka zaangazowane w kohezje (sister chromatid
cohesion)

gen kodujacy biatko z rodziny EAAT - transporter glutaminianu

geny kodujace biatka chromosomowe odpowiedzialne za organizacje i
integralno$¢ chromosomaéw (structural maintenance of chromosomes),
wyrdznia sie kilka rodzajow biatek

biatka regulujgce proces sktadania mRNA (serine/arginine rich)

gen kodujacy biatko WAPAL (WAPL) biorgce udziat w regulacji kohezji, (wings
apart-like 1) homolog Rad61, Wpl1, Wapl

1.5. Pozostate skroty.

aCGH

Alu

CARs

CdLS

DGGE

DHPLC

DSB

porownawcza hybrydyzacja genomowa na mikromacierzy (array
Comparative Genomic Hybridisation )

sekwencje powtdrzone, retrotranspozony
sekwencje bogate w AT (cohesin-associated regions) wystepujace u drozdzy
zespot Cornelii de Lange

elektroforeza na zelach z gradientem czynnika denaturujgcego (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis)

denaturacyjna wysokosprawnosciowa chromatografia cieczowa (Denaturing
High Performance Liquid Chromatography)

pekniecia obu nici DNA (Double-Strand Break)



ESE

ESS

FISH

FoSTeS

GLN

HA

HEAT

HRM

ISE

ISS

LCLs

LCRs

LINE

MLPA

NAHR

NHEJ

NLS

NMD

NT
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sekwencje wzmacniajace proces sktadania mRNA zlokalizowane w eksonach
(Exonic Splicing Enhancer)

sekwencje ostabiajgce proces sktadania mRNA zlokalizowane w eksonach
(Exonic Splicing Silencer)

fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (Fluorescence In Situ Hybridization)

opdznienie widetek replikacyjnych z zamiang nici matrycowej (Fork Stalling
and Template Switching)

rejon biatka NIPBL bogaty w glutamine
analiza heteroduplekséw (Heteroduplex Analysis)

domeny delanginy zbudowane z wielokrotnych powtdérze aminokwaséw
(37 —42) odpowiedzialne za interakcje z réznymi biatkami (Huntington,
Elongation factor3, the PR65/A subunit of PP2A and the lipid kinase Tor)

denaturacja DNA z wysoka rozdzielczoscig (High Resolution Melting)

sekwencje wzmacniajgce proces sktadania mRNA zlokalizowane w intronach
(Intronic Splicing Enhancer)

sekwencje ostabiajgce proces sktadania mRNA zlokalizowane w intronach
(Intronic Splicing Silencer)

linie komdrkowe wyprowadzone z limfoblastow (Lymphoblastoid Cell Lines)
wysoce homologiczne sekwencje repetytywne (Low Copy Repeats)

dtugie rozproszone sekwencje jadrowe (Long Interspersed Nuclear Element)
miesigc zycia

zalezna od ligazy reakcja tanicuchowa polimerazy (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification)

niealleliczna rekombinacja homologiczna (Non-Allelic Homologous
Recombination)

niehomologiczne tgczenie koncéw (Non-Homologous End-Joining)

domena odpowiedzialna za prawidtowy transport przez btone jadrowa
(Nucleus Localisation Signal)

degradacja nieprawidtowego mRNA (Nonsense-Mediated Decay)

przezierno$¢ fatdu karkowego — parametr oceniany w badaniu USG ptodu,

10



PCR

PSCS

PxVxL

pz

RPA

SCID

SD

SINE

SNP

SSCP

ter

UsG
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odzwierciedla obrzek tkanki podsdrnej
ramiona krétkie chromosomu
tancuchowa reakcja polimerazy (Polymerase Chain Reaction)

przedwczesne rozchodzenie sie chromatyd siostrzanych (Precocious Sister
Chromatid Separation)

motyw biatka NIPBL umozliwiajacy interakcje z biatkiem HP-1
pary zasad

ramiona dtugie chromosomu

rok zycia

wspotczynnik amplifikacji sond (Ratio Probe Amplification) wykorzystywany
w technice MLPA

ciezkie, ztozone niedobory odpornosci (Severe Combined Immunodeficiency)
wysoce homologiczne sekwencje repetytywne (Segmental Duplication)
krétkie rozproszone sekwencje jadrowe (Short Interspersed Nuclear Element)
pojedyncza zmiana nukleotydowa (Single Nucleotide Polymorphism)

analiza konformacji pojedynczych nici DNA (Single Strand Conformation
Polymorphism)

koncowa czes¢ ramion chromosomu (terminal)

badanie ultrasonograficzne - nieinwazyjna, metoda diagnostyczna

11
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2. STRESZCZENIE

Zespot Cornelii de Lange (OMIM 122470) jest rzadkim schorzeniem
genetycznym uszkadzajgcym wiele narzaddw i charakteryzujagcym sie przewlektym
przebiegiem klinicznym. Do najwaziniejszych objawow klinicznych zalicza sie
specyficzny wyglad twarzy, prenatalne i postnatalne zahamowanie wzrostu,
malformacje konczyn - gitéwnie gornych, hirsutyzm oraz opdinienie rozwoju
psychomotorycznego. Zréznicowana ekspresja cech pozwala wyrdzni¢ podtypy zespotu
— posta¢ klasyczng z wyrazniej zaznaczonymi wadami rozwojowymi oraz postac
tagodna.

Podtozem molekularnym CdLS s3 zaburzenia w funkcjonowaniu kompleksu
kohezyny, dlatego schorzenie to okreslane jest jako kohezynopatia. Podstawowg
funkcjg tego kompleksu jest kontrolowanie segregacji chromosoméw do komdrek
potomnych. Ponadto kohezyna uczestniczy w regulacji ekspresji gendw oraz
w naprawie peknie¢ DNA. Dysfunkcja kompleksu, powodujgca wystgpienie zespotu
CdLS, powodowana jest najczesciej przez mutacje w genie NIPBL. Produkt tego genu
(biatko delangina) reguluje przytaczanie sie kohezyny do chromatyd. Gen NIPBL jest
zlokalizowany w ramionach krétkich chromosomu 5 i sktada sie z 47 eksondw. Innymi
czynnikami zaburzajacymi funkcje kohezyny sg mutacje w genach SMC1 i SMC3, ktére
koduja sktadowe rdzenia kompleksu.

Celem badan byto okreslenie czestosci oraz rodzaju mutacji punktowych genu
NIPBL u 70 niespokrewnionych chorych z CdLS. Pacjenci do badan zakwalifikowani
zostali na podstawie rozpoznania klinicznego - u 32 oséb stwierdzono postac klasyczng
zespotu, a u 38 postac tagodng. Kolejnym celem projektu byto zidentyfikowanie duzych
rearanzacji genomowych (delec;ji i/lub duplikacji eksondw) obejmujgcych gen NIPBL.

Poszukiwania mutacji punktowych przeprowadzono w sekwencji kodujacej
genu korzystajac z dwdch technik: DHPLC oraz sekwencjonowania. Natomiast duze
rearanzacje obejmujgce gen NIPBL byty analizowane za pomocg techniki MLPA,
a nastepnie potwierdzane poprzez CGH do mikromacierzy.

Wykazano, ze mutacje genu NIPBL znamiennie czes$ciej wystepujg u pacjentéw
z klasycznym fenotypem CdLS — zidentyfikowano je u 62% chorych w tej podgrupie.

Posréd chorych z tagodng postacia CdLS mutacje stwierdzono jedynie u 21%

12
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pacjentow. W sumie wykryto 26 réznych mutacji punktowych, wsrdd ktdrych byto 15
mutacji zmiany sensu (n=15/26; 58%), piec¢ delecji (19%), trzy mutacje typu splice site
(~*11%), dwie mutacje nonsensowne (~8%) oraz jedna duplikacja (~4%). Wykazano,
ze mutacje powodujgce skrocenie biatka wystepujg jedynie u chorych z klasycznym
fenotypem zespotu. Ogdlna czesto$é mutacji punktowych wynosi 37% i jest zblizona
do czestosci wykazywanych w innych populacjach. Wiekszo$s¢ mutacji punktowych
opisano po raz pierwszy.

W celu scharakteryzowania zidentyfikowanych substytucji nukleotydowych
przeprowadzono badania kosegregacyjne. Potwierdzity one iz zmiany te powstaty
de novo u pacjentéw z CdLS i mogg byé przyczyng zaburzen rozwojowych.

Analiza duzych rearanzacji genu NIPBL za pomocg techniki MLPA zostata
przeprowadzona w grupie 44 chorych z wykluczong wczesniej mutacjg punktowg tego
genu. U dwéch pacjentéw z klasycznym fenotypem CdLS stwierdzono utrate catego
allelu. Weryfikacja tych zmian z wykorzystaniem aCGH wykazata, ze sg to mikrodelecje
chromosomu 5-go. Pierwsza z delecji obejmowata obszar okoto 1,7Mpz, w ktérym
obok genu NIPBL zlokalizowane sg geny: SLC1A3, FLJ1323, NUP155, WDR70 oraz GDNF.
Druga delecja, wielkosci ok. 0,65Mpz, obejmowata wraz z NIPBL trzy geny (FLJ1323,
NUP155 i cze$¢ WDR70). Wyniki tych badan potwierdzajg niskg czestos¢ duzych

rearanzacji genomowych z udziatem NIPBL u chorych z CdLS.

13
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2.1. ABSTRACT

Cornelia de Lange Syndrome (OMIM 122470) is a rare, genetic, systemic
developmental disorder, characterized by a chronic clinical outcome. The major clinical
manifestations include a characteristic facial appearance, prenatal and postnatal
growth retardation, malformations of limbs - mainly the upper ones, hirsutism,
and psychomotor retardation. The diverse expression features can allow to
differentiate CdLS subtypes into the mild form and the classical one, with clearly
marked malformations.

CdLS is caused by an abnormal function of the cohesin complex so it is often
defined as a cohesinopathy. The primary function of this complex is to regulate
chromosome segregation during cell division. The cohesin is also implicated in gene
expression regulation and DNA repair. The dysfunction of this complex, expressed
in human as CdLS, is most often caused by mutations in the NIPBL gene. The product
of the NIPBL gene (delangine protein) regulates the attachment of cohesin
to chromatids. Other factors which disturb the function of cohesin are the mutations
in SMC1 and SMC3 genes, which encodes the core proteins of the complex.

The aim of this study was to determine the prevalence and spectrum of the
point mutations within the NIPBL gene among 70 unrelated CdLS patients, of whom 32
subjects were diagnosed with a classical form, while 38 were diagnosed with a mild
form of the disease. Further, it was to identify large genomic rearrangements
(deletion/ duplications of exons) within the NIPBL gene.

Screening for point mutations was carried out using a combination of two
techniques: DHPLC and DNA sequencing, while searching for large rearrangements was
performed using the MLPA technique followed by microarray CGH analyses.

The mutations within the NIPBL gene were significantly more common among
the patients with the classical CdLS phenotype as compared to the patients with mild
CdLS phenotype (62% vs. 21% of patients were the mutation carriers, respectively).

The analyses of the NIPBL gene sequence showed 26 point mutations: 15
missense mutations (n=15/26; 58%), five deletions (19%), three splice site (~ 11%), two
nonsense mutations (~ 8%) and one duplication (~ 4%). It has been shown that
mutations which result in a truncated protein product occur only in the patients with

the classical phenotype. The frequency of point mutations in the examined group was

14
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37% and was comparable to the frequency reported in other populations. It should be
noted that most of the point mutations within the NIPBL gene has been reported
for the first time.

In order to further characterize the substitutions, cosegregation analyses have
been done. They confirmed that the nucleotide sequence changes within the NIPBL
gene arose de novo in CdLS patients.

The analysis of large rearrangements within the NIPBL gene was performed
using MLPA in the group of 44 patients, who did not carry the point mutations within
the NIPBL gene. Two cases of deletion of the entire NIPBL gene have been found.
The exact size of the deletions were confirmed by microarray CGH. The first deleted
region consists of approximately 1.7Mb and encompasses six genes: SLC1A3, NIPBL,
FLJ1323, NUP155, WDR70, and GDNF. The second deleted region is about 0.65Mb and
includes the NIPBL, FLJ1323, NUP155 and part of WDR70 gene. Those results confirm
the low prevalence of large genomic rearrangements within the NIPBL gene among

the CdLS patients.

15
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3. WSTEP

3.1. Zespo6t Cornelii de Lange.

Wsréd wielu chordb uwarunkowanych genetycznie wyrdznia sie tak zwane
rzadkie zespoty genetyczne. Charakteryzujg sie one bardzo niskg czestoscig
wystepowania oraz przewaznie przewlektym i ciezkim klinicznie przebiegiem. Do takich
zespotéw chorobowych zalicza sie zespdt Cornelii de Lange (CdLS; OMIM 122470),
w ktérym obserwuje sie zaburzenia dotykajgce wielu narzadédw chorego. Fenotyp
pacjentéw z CdLS jest bardzo charakterystyczny, cho¢ wykazuje réznorodng ekspresje.
Czesto$¢ wystepowania CdLS oblicza sie od 1:10.000 do 1:50.000, a wiekszos¢
przypadkéw wystepuje sporadycznie, ale znane sg réwniez przypadki rodzinnego
wystepowania tej choroby [Beck 1976, Barisic i wsp. 2008]. Pierwszy znany medyczny
opis przypadku, ktérego cechy odpowiadatyby ciezkiej postaci CdLS zostat dokonany
przez holenderskiego anatoma i patologa Willema Vrolika w potowie XIX wieku.

Zespot ten gtdwnie rozpoznawany jest na podstawie specyficznego wygladu
twarzy, najczesciej zaraz po urodzeniu, lub w przeciggu pierwszych tygodni zycia.
Charakteryzuje sie prenatalnym i postnatalnym zahamowaniem wzrostu, malformacja
konczyn goérnych, hirsutyzmem, opdznieniem rozwoju psychomotorycznego oraz
wadami wielu narzagddéw. Jednak stopien nasilenia tych cech u pacjentéw jest rézny
i waha sie od stosunkowo umiarkowanych do powaznych, dzieki czemu wyrdznia sie
dwie postaci kliniczne - tagodng i ciezkg (tzw.: klasyczng). Rdéznorodnos$¢ te mozna
zauwazyc juz w pierwszych opisach zespotu. W 1933 r. holenderska pediatra Cornelia
de Lange w dosy¢ krétkim odstepie czasu zbadata dwie, niespokrewnione ze sobg
dziewczynki (w 6 i 17 m. zycia), ktore trafity do szpitala z powodu choroby ptuc. U obu
stwierdzono takze problemy z przyjmowaniem pokarmu, mikrocefalie, opdznienie
wzrostu i rozwoju. Miaty one réwniez bardzo charakterystyczne rysy twarzy, przez
ktore bylty bardziej podobne do siebie nawzajem, niz do innych cztonkéw swoich
rodzin. Dzieki tym pacjentkom C. de Lange scharakteryzowata zespdt znany dzis pod jej
nazwiskiem. Jednak wczesniejszy opis fenotypu odpowiadajgcy CdLS zostat dokonany
przez niemieckiego lekarza Winfrieda Brachmanna w 1916 r. i dotyczyt przypadku
ciezko chorego noworodka. W swoim raporcie Brachmann skupit sie jednak

na zaobserwowanych  malformacjach  konczyn, a cechy budowy twarzy
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scharakteryzowat mniej dokfadnie. Dopiero w latach 80-tych ubiegtego wieku
zorientowano sie, ze opis ten odpowiada ciezkiej postaci CdLS i od tego czasu
w literaturze niekiedy stosowana jest nazwa zespét Brachmann — de Lange [Opitz

1985].

3.1.1. Kliniczna charakterystyka zespotu Cornelii de Lange.

Zespot Cornelii de Lange wystepuje rzadko, ale jest dobrze scharakteryzowany
klinicznie. Jego wystepowanie szacowane jest na 1:10.000 do 1:50.000, ale
prawdopodobnie czestos¢ jest wyzisza, co potwierdzane jest przez coraz
powszechniejsze rozpoznawanie zespotu u pacjentdw o mniejszej ekspresji cech
fenotypowych. Zespét diagnozuje sie z poréwnywalng czestoscig u obu ptci. Wyrdznia
sie dwie postaci kliniczne zespotu: klasyczng - fatwiej rozpoznawalna, z wiekszymi
wadami rozwojowymi i o ciezkim przebiegu oraz tagodng — trudng do rozpoznania
ze wzgledu na mniejszg ekspresje objawow chorobowych. Niekiedy wyrdznia sie postac
umiarkowang o cechach posrednich. Wydaje sie, ze nieprawidtowosci dotyczg
wszystkich narzaddow, jednak najwieksze zaburzenia obserwuje sie w budowie
twarzoczaszki, przewodu pokarmowego i miesniowo-szkieletowego oraz uktadu
nerwowego. Charakterystyczny fenotyp chorego powoduje, ze prawidtowa diagnoza
zespotu stawiana jest czesto juz w niemowlectwie. Do specyficznych objawdw zalicza
sie matg mase urodzeniowg, mikrocefalie, nadmierne owtosienie gtowy i tutowia
(hirsutism), tukowato wygiete i zrosniete brwi (synophrys), dtugie rzesy, cofnietg matg
zuchwe oraz malformacje konczyn (najczesciej gérnych). Jednak wraz z wiekiem
fenotyp sie zmienia, co moze utrudnia¢ prawidlowe rozpoznanie, szczegodlnie
w przypadku niewystepowania wad koriczyn [Olioso i wsp. 2009, Wierzba i wsp. 2010].

Proporcjonalne zmniejszenie rozmiardw ciata wystepujgce w ciggu catego zycia
pacjenta mozna zauwazyc juz podczas badan prenatalnych wykonywanych za pomocg
ultrasonografii, w ktérych stwierdza sie takze nieprawidtowosci w przeziernosci
karkowej (NT). Wykazuje sie takze obnizone stezenie biatka PAPP-A. Nalezy jednak
pamietaé, ze sg to cechy obserwowane takze przy innych anomaliach ptodéw
[Arbuzova i wsp. 2003]. Jak do tej pory nie sg znane zadne biochemiczne wskazniki
pozwalajgce na wykrycie CdLS w okresie prenatalnym [Kline 2010]. W badaniach USG

stwierdza sie nieprawidtowosci kostne dotyczace gtéwnie przedramion, dioni oraz
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czaszki, a takze obserwuje sie obnizong ruchliwos$¢ ptodu [Chong i wsp. 2009,
Kanellopoulos i wsp. 2011]. Diagnozowane sg réwniez nieprawidtowosci w budowie
serca oraz przepuklina przepony [Pajkrt i wsp. 2010]. Co istotne w duzej czesci
przypadkdw zywo urodzonych noworodkédw z CdLS, wczesniejsze badania
ultrasonograficzne ptodéw nie wskazywaty zadnych nieprawidtowosci. Wraz
z rozwojem technik diagnostycznych wzrasta precyzja tych badan, trwajg takze prace
nad udoskonaleniem schematdéw postepowania w przypadku zauwazenia mikrocefalii,
czy zahamowania wzrostu wewnatrzmacicznego [Barisic i wsp. 2008, Pajkrt i wsp.
2010].

Srednia waga, wzrost oraz obwdd glowy w momencie urodzenia najczeéciej nie
przekraczajg dziesigtego centyla (odpowiednio 2,3kg, 45,5cm i 30,9cm) [Kline i wsp.
2007a, Oliver i wsp. 2010]. Istnieje korelacja pomiedzy mniejszg wagg urodzeniowa
aciezszg postacig zespotu [Barisic i wsp. 2008]. We wazrastaniu i dojrzewaniu
niemowlat z CdLS nie zauwaza sie istotnych zaburzen, jednak proces rozwoju przebiega
zawsze znacznie wolniej niz u dzieci zdrowych i we wczesnym dziecinstwie wszystkie
parametry klasyfikowane sg ponizej pigtego centyla. Aby kontrolowac przebieg
rozwoju pacjentéw stworzono specjalne siatki centylowe [Kline i wsp. 1993].
Ostateczne wartosci wzrostu i wagi osiggane przez chorych to odpowiednio 130 -
160cm, oraz 30 - 48kg. Natomiast obwdd gtowy nie przekracza zazwyczaj 49cm,
co pozwala na stwierdzenie proporcjonalnej mikrocefalii [Kline i wsp. 2007a].

Rysy twarzy sg najbardziej charakterystycznymi cechami obserwowanymi
u pacjentéw. Nadmierne ciemne owtosienie gtowy z nisko schodzacg linig wioséw,
tukowate brwi, synophrys, dtugie i geste rzesy sg wyrdznikami tatwo zauwazalnymi
w pierwszym okresie zycia i uftatwiajgcymi postawienie prawidtowej diagnozy [Kline
i wsp. 20073, Liu i wsp. 2009a]. Twarzoczaszka u chorych jest sptaszczona i wraz z nisko
osadzonymi, charakterystycznymi matzowinami usznymi [Hunter i wsp. 2009] oraz
cofnietg niewielkg zuchwa jest kolejng cechg pozwalajgcg na rozpoznanie zespotu.
Zros$niete brwi bardzo czesto zachodzgce na grzbiet nosa stwierdza sie u 98%
pacjentéw, a dtugie i nadmiernie podkrecone rzesy, czesto wyrastajgce w dwédch
rzedach, u 99%. Matzowiny uszne nie tylko sg nieprawidtowo osadzone, ale takze
dysplastyczne ze zwezonymi kanatami stuchowymi. U 85% chorych nos jest krotki

z szerokim grzbietem i zadartymi nozdrzami, a rynienka podnosowa (philtrum) jest
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wydatna i dtuga. Dodatkowymi cechami, obserwowanymi u 94% noworodkdw,
sg cienkie gorne wargi, ktérych kaciki czesto wygiete sg ku dotowi. Ponadto, u co
najmniej 80% dzieci wystepujg szeroko rozstawione zeby i wysokie podniebienie [Kline
i wsp. 2007a]. Noworodki mogg charakteryzowac¢ sie takie niebieskawym
przebarwieniem skoéry w okolicy nosa i ust, a u 75% z nich stwierdza sie obnizong
tonacje ptaczu [Jackson i wsp. 1993].

W rozpoznaniu zespotu pomdc mogg rowniez zmiany dotyczgce koriczyn. W co
najmniej jednej trzeciej przypadkdow obserwuje sie ciezkie wady rozwojowe rak.
Malformacje te mogg wystepowac z réznym stopniem nasilenia - od oligodaktylii
do fokomelii. Znaczne uszkodzenia koriczyny gérnej wystepuja czesciej u pacjentow
ptci meskiej oraz u noworodkdw o mniejszej wadze urodzeniowej [Barisic i wsp. 2008].
U 90% pacjentéw z zachowanymi konczynami obserwuje sie mate dtonie. Zmianom
tym towarzyszy¢ moze nieproporcjonalne skrdcenie pierwszej kosci srodrecza wraz
z proksymalnym  ustawieniem  kciukéw. Innymi stwierdzanymi zaburzeniami
sg brachydaktylia oraz klinodaktylia pigtego palca. Nieprawidtowosci koriczyn dolnych
sg znacznie rzadsze, nie mniej u czesci pacjentdow stopy réwniez sg mate, niekiedy
z syndaktylig drugiego i trzeciego palca [Kline i wsp. 2007a]. W matej grupie chorych
obserwowano nieproporcjonalne skrécenie obu lub jednej koriczyny dolnej [Barisic
i wsp. 2008]. Dodatkowymi zmianami jakie wystepuja w ukfadzie szkieletowym
sg zaburzenia takie jak skolioza, kifoza kregostupa badz osteoporoza [Kline 2010].

Do najczesciej obserwowanych (90% chorych) zaburzen przewodu
pokarmowego zalicza sie refluks zotgdkowo-przetykowy. W wielu przypadkach wymaga
on interwencji chirurgicznej, nie mniej komplikacje wynikajgce z tej anomalii sg czesta
przyczyng zgondw wsrdd chorych. U pacjentéw stwierdza sie tez zwiekszone ryzyko
powstania przetyku Barretta lub zapalenia woreczka zétciowego. Rozpoznaje sie takze
przypadki przepukliny przepony oraz nieprawidtowosci w budowie jelit [Kline i wsp.
2007a). U 40% chorych obserwuje sie zmniejszong perystaltyke jelit, czemu czesto
towarzyszg zaparcia [Kline 2010]. Jedna czwarta pacjentéw ma wady serca, najczesciej
jest to defekt przegrody miedzykomorowej lub przedsionkowej, choé¢ zmiany mogg by¢
roznorodne. Jednak tylko niewielki odsetek pacjentéw wymaga operacji
kardiochirurgicznej. Kolejne nieprawidtowosci, wystepujace u 15 - 40% chorych,

dotyczg uktadu moczowo-ptciowego i odnoszg sie glownie do zaburzen w budowie
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nerek lub moczowoddw. Skutkuje to obnizeniem wydolnosci nerek oraz refluksem
moczowodowym [Selicorni i wsp. 2005, Barisic i wsp. 2008]. Rozwdj gonad takze jest
zaburzony, zaréwno u mezczyzn jak i u kobiet. Dojrzewanie ptciowe rozpoczyna sie
zwykle pdzniej niz u oséb zdrowych (ok. 14 - 15 r.z.), a osoby z |zejszg postacig zespotu
czesto sg ptodne i mogg mieé potomstwo [Kline i wsp. 2007b]. U wielu chorych
wystepujg anomalie oczu, gdzie opadanie powiek wraz z nieprawidtowosciami
w uktadzie rzes i niedroznymi kanatami fzowymi prowadzi¢ moze do zapalenia powiek,
spojowek czy rogdwki, w nastepstwie czego w skrajnych przypadkach dojs¢ moze
do odklejenia siatkowki [Kline 2010]. Ws$rdod pacjentdw powszechnie wystepuje
kréotkowzrocznos¢. Czesto obserwuje sie takze zapalenia ucha oraz, nasilajgce sie
z wiekiem chorych, zapalenia zatok, ktére prawdopodobnie s3 wynikiem
nieprawidtowosci w ich budowie.

Kontakt z wieloma pacjentami jest bardzo utrudniony, co wynika zaréwno
z niepetnosprawnosci intelektualnej jak i powszechnej gtuchoty (wystepujgcej u 60%
chorych), z ktérag powigzane prawdopodobnie jest upos$ledzenie mowy [Kline i wsp.
2007a). Szczegdlnie osoby z klasyczng postacig zespotu majg maty zasdb stow, o ile nie
postugujg sie tylko nieartykutowanymi dziwiekami, co wymusza na opiekunach
rozwiniecie pozawerbalnego sposobu porozumiewania sie. Jednak spora grupa
pacjentéw z tagodng postacig schorzenia porozumiewa sie normalnie.

W okresie noworodkowym zdarzajg sie problemy oddechowe z towarzyszacymi
infekcjami drég oddechowych. Innymi komplikacjami sg trudnosci z przyjmowaniem
pokarmu - u okoto potowy pacjentéw z ciezkag postacia zespotu wystepuje
uposledzenie odruchu ssania [Oliver i wsp. 2010]. U pacjentéw zdarzajg sie takze
zaktécenia snu o niewyjasnionym podtozu [Kline 2010, Stavinoha i wsp. 2011] — chorym
czasami wystarczajg dwie lub trzy godziny snu na dobe, znane s3 tez przypadki gdy
chorzy nie spig przez kilka dni. Wystepujg zaburzenia neurologiczne i behawioralne,
do ktérych mozna zaliczy¢ nadpobudliwo$¢, obnizenie koncentracji, zaburzenia
kompulsywne lub stany lekowe [Basile i wsp. 2007]. Co najmniej potowa pacjentéw ma
zdiagnozowane nieprawidtowe napiecie miesniowe przejawiajace sie przewaznie jego
wzrostem, choé stwierdza sie takze jego obnizenie.

Nierzadko u oséb z CdLS wykrywa sie padaczke, ale nieprawidtowosci

w budowie mézgu nie sg powszechne [Kline i wsp. 2007a]. W wielu przypadkach
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chorzy przejawiajg zachowania autystyczne, dochodzi nawet do samookaleczen [Oliver

i wsp. 2009]. Wiekszos$¢ z tych zmian nasila sie wraz z wiekiem pacjenta i stanowi

istotny problem dla opiekunéw. U ponad potowy chorych stwierdza sie znaczng

niepetnosprawnos¢ intelektualng (Sredni stopien 1Q osiggany przez pacjentéw to 53),

a tylko u okoto 8%, z tagodng postacia zespotu, iloraz inteligencji jest zblizony do normy

[Deardorff i wsp. 2006, Kline 2010].

Dzieki wieloletnim obserwacjom i zgromadzonym danym opracowano kryteria

diagnostyczne utatwiajgce prawidtowe zdiagnozowanie schorzenia (Tab. 1) oraz system

punktow stuzgcy do odpowiedniego sklasyfikowania postaci zespotu (Tab. 2).

Tab. 1. Kryteria diagnostyczne stosowane przy rozpoznaniu zespotu Cornelii de Lange
[Kline i wsp.2007a].

cecha podstawowe kryterium oraz dodatkowe kryteria
rysy twarzy Synophrys >3 dtugie rzesy
krétki nos z zadartymi nozdrzami
dtugie i wydatne philtrum
szeroki i zapadniety grzbiet nosa
maty podbrddek
waska gorna warga z kacikami
skierowanymi ku dotowi
wysokie podniebienie
szeroko rozstawione zeby, bgdz
ich brak
rozmiary 22 waga ponizej 5 centyla
ciata wzrost ponizej 5 centyla
obwdd gtowy ponizej 2 centyla
(odpowiednich dla wieku)
rozwoj 21 opdinienie umystowe
problemy z nauka
zachowanie >2 braki koncentracji z

nadpobudliwoscig
zachowania obsesyjno-
kompulsywne

niepokaj

agresja

samookaleczenie
ekstremalna niesmiatosé¢ badz
wycofanie

cechy autyzmu
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ukdt. brak przedramienia -
mie$niowo-
szkieletowy lub
oligodaktylia lub mate dtonie i >2 klinodaktylia 5 palca
stopy nieprawidtowo umiejscowiony
kciuk
ograniczenie ruchomosci stawu
tokciowego
lub
zadne z powyzszych >3 )
bruzda na dtoni
halluks
czesciowa syndaktylia 2 i 3 palca
skolioza
lejkowata klatka piersiowa
zwichniete biodro
narzady >3 opadanie powiek
zmystow i zwezenie kanatu nosowo-tzowego
zZmiany krétkowzrocznosé
skérne pigmentacja wokot nerwu
wzrokowego
gtuchota lub niedostuch
napady padaczkowe
skdéra marmurkowata
hirsutyzm
mate brodawki sutkowe i/ lub
pepek.
inne zmiany >3 przepuklina przeponowa
narzadowe nieprawidtowosci zotagdkowo

jelitowe

refluks zotgdkowo — przetykowy
rozszczep podniebienia

wady serca

mikropenis

wnetrostwo

spodziectwo

wady nerek lub moczowodow.
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Tab. 2. System punktéow okreslajgcy posta¢ zespotu Cornelii de Lange [Kline

i wsp.2007a].
kryterium 1 punkt 3 punkty 5 punktéw

masa urodzeniowa powyzej 2,5kg 2- 2,5kg ponizej 2kg

samodzielne siedzenie przed 9 m. z. pomiedzy 9a 20 m. z. pozniej niz w 20 m. z.

samodzielny chod przed 18 m. z. pomiedzy 18-42 m. z. pozniej niz w 42 m. Z.

wypowiedzenie pierwszego | przed 24 m. z. pomiedzy 24-48 m. z. pdzniej niz w 48 m. z.

stowa

wady konczyny gérnej brak czesciowe wady ciezkie wady (obecne
(obecne wiecej niz 2 mniej niz 2 palce)
palce)

liczba innych zaburzen 0-1 2-3 wiecej niz 3

utrata stuchu brak tagodna umiarkowana- ciezka

powyzej 22 punktéw — postac ciezka - klasyczna
pomiedzy 15 i 22 punktami — posta¢ umiarkowana (jezeli sie jg wyrdznia)
ponizej 22 lub 15 — postac tagodna

Leczenie CdLS jest objawowe i angazuje lekarzy rdzinych specjalnosci
w zaleznosci od rodzaju i ciezko$ci objawdw. Jest ono tez utrudnione poprzez
ograniczony kontakt z pacjentami z powodu ich umiarkowanej badZz znacznej
niepetnosprawnosci intelektualnej. Wczesnie rozpoczeta terapia i indywidualne
traktowanie chorych z zespotem jest niezmiernie istotne. Bardzo wazne jest wczesne
wdrozenie usprawnienia ruchowego pozwalajgcego ograniczy¢ deformacje pojawiajace
sie w wyniku nieprawidtowosci w napieciu miesniowym. Pozwala to wiekszosci chorych
osiggngé umiejetno$¢ samodzielnego poruszania sie [Wierzba i wsp. 2010].
Odpowiedni dobdr oddziatywan na pacjenta i metod rehabilitacji pozwala na rozwdj
zdolnosci intelektualnych pod wptywem terapii. Dzieci z lzejszg postacig zespotu
wykazujg duze zainteresowanie otoczeniem, che¢ poznawania i bliskiego kontaktu
zinnymi osobami, jednak ma to miejsce tylko w przypadku braku wystepowania
zachowan Chorzy z umiarkowanym opdznieniem

autystycznych. rozwoju

psychomotorycznego majg szanse na podjecie edukacji, jednak pdzniejsza integracja
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ze spoteczenstwem jest ograniczona [Olioso i wsp. 2009]. Osoby z ciezka postacia
zespotu sg zwykle gteboko niepetnosprawne intelektualnie, ich szanse rozwoju
sg zatem bardzo utrudnione.

Dzieki coraz wiekszej wiedzy na temat tego schorzenia polepsza sie opieka nad
chorymi a tym samym jakos¢ i dtugos¢ ich zycia - pacjenci z mniejszymi defektami
dozywajg 50-go roku zycia. Opieka nad nimi pozwala takze na coraz lepsze okreslenie
réznic fenotypowych miedzy dzie¢mi a osobami dorostymi z CdLS [Wierzba i wsp. 2010,
Oliver i wsp. 2010, Rohatgi i wsp. 2010]. U wielu dorostych chorych obserwuje sie
szybsze objawy starzenia niz wynikatoby to z ich wieku, czego zewnetrznym objawem
jest wczesne zmniejszenie elastycznosci skory, ale podobnie przyspieszone procesy

starzenia dotyczg catego organizmu [Kline 2010].

3.1.2 Dziedziczenie zespotu Cornelii de Lange.

Wiekszos¢ przypadkéw zespotu (99%) wystepuje sporadycznie, a ztozonosc
fenotypu i uszkodzenie wielu organéw sugerowata zawsze, ze w patogeneze
schorzenia zaangazowane jest wiele gendw, lub jeden, ktérego produkt petnitby role
regulatorowg [Tonkin i wsp. 2004]. Takie zatozenia spetnia gen NIPBL, ktdry zostat
zidentyfikowany po szczegétowych badaniach rejonu zaangazowanego w translokacje
chromosomowe. Nieprawidtowosci w kariotypie u pacjentow z CdLS wykrywa sie
rzadko, stwierdzono jednak zaangazowanie regionu 5p13 w rearanzacje
chromosomowe w niektdorych przypadkach CdLS. Badania tego rejonu wykazaty,
ze zlokalizowany jest tam gen NIPBL, ktdrego mutacje s najczestszg przyczyna
wystepowania schorzenia [Tonkin i wsp. 2004, Krantz i wsp. 2004]. Nie jest on jednak
jedynym czynnikiem genetycznym powigzanym z zespotem albowiem udowodniono
takze, w innych rodzinach, wptyw mutacji genu SMC1 zlokalizowanego w regionie
Xp11.2 [Egemen i wsp. 2005, Musio i wsp. 2006]. W ostatnich latach wykazano tez,
ze kolejnym czynnikiem wywotujgcym CdLS sg mutacje genu SMC3 (chromosom
10g25.2) [Deardorff i wsp. 2007]. Zaangazowanie tych gendw najczesciej obserwuje sie
w sporadycznych zachorowaniach. Znane s3g jednak rodziny, w ktdorych zespét
wystepuje u kilku cztonkéw [Russell i wsp. 2001, Borck i wsp. 2006, Selicorni i wsp.
2007]. Wykazano réwniez, ze jeden procent pacjentdw ma rodzicéw z cechami tego

zespotu [Deardorff i wsp. 2006]. Wyjatki te moga wskazywa¢ na udziat innych
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czynnikdw w etiologii CdLS, aktualnie rozpatrywane jest zaangazowanie mutacji genu
PDS5 w takich rodzinach [Zhang B i wsp. 2009]. Kolejnym wyjasnieniem rodzinnego
wystepowania schorzenia moze by¢, dowiedziony u kilku oséb, germinalny mozaicyzm
mutacji genu NIPBL [Niu i wsp. 2006, Weichert i wsp. 2011]. Ponadto wykazano
przypadek somatycznej mozaiki mutacji NIPBL [Castronovo i wsp. 2010]. Nie
stwierdzono zaleznosci miedzy wiekiem rodzicéw a ryzykiem wystgpienia zespotu u ich

potomstwa.

3.2. Kompleks kohezyny.

Prawidtowo funkcjonujgce produkty powyzszych gendéw regulujg dziatanie badz
sg sktadowymi tzw.: kompleksu kohezyny, ktéry odpowiedzialny jest miedzy innymi
za segregacje chromosomodw. W trakcie podziatu komérki eukariotycznej chromatydy
siostrzane sg utrzymywane w S$cistym potgczeniu od czasu replikacji DNA w trakcie
fazy S cyklu komodrkowego, az do metafazy w czasie podziatéw komodrkowych.
Na poczatku anafazy kohezja zanika pozwalajgc chromosomom potomnym na rozejscie
sie do przeciwnych biegundéw wrzeciona. Prawidtowe rozdzielenie chromosoméw jest
istotne dla utrzymania integralno$ci genomu, natomiast zaburzenia w segregacji mogg
by¢ przyczyng réznego rodzaju chordb genetycznych, spontanicznych poronien badz
rozwoju nowotwordow [Weaver i Cleveland 2006, Weaver i wsp. 2007, Mannini i wsp.
2010b]. Poczatkowo uwazano, ze kohezja chromatyd siostrzanych wynika z lepkosci
chromatyny, lub interakcji miedzy czasteczkami DNA, jednak wyniki badan nad
mutantami muszki owocowej (Drosophila melanogaster) ze specyficznymi defektami
kohezji, pozwolito na zidentyfikowanie czynnikdw biorgcych aktywny udziat w tym
procesie [Kerrebrock i wsp. 1992, Miyazaki i Orr-Weaver 1992].

Wyniki badad prowadzonych przez ostatnie kilkanascie lat wykazaty,
ze w kohezje chromatyd zaangazowanych jest szereg biatek, z ktérych czes¢ tworzy
rdzen kompleksu kohezyny, a inne petnig funkcje regulatorowe. Biatka zaangazowane
w kohezje wptywajg nie tylko na strukturalng i funkcjonalng organizacje chromosomoéw
oraz biorg udziat w ich segregacji, ale takze uczestnicza w naprawie DNA, regulacji
transkrypcji gendw i tym samym sg zaangazowane w rozwdj catego organizmu. Biatka
te sg konserwowane ewolucyjnie i w wielu organizmach petnig bardzo podobne

funkcje. Poniewaz badania nad nimi byly przeprowadzane z wykorzystaniem wielu
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modeli biologicznych w pisSmiennictwie funkcjonuje réznorodne nazewnictwo, ktére

zostato zestawione w Tab. 3.

Tab. 3. Nazewnictwo podjednostek kompleksu kohezyny i biatek regulatorowych

[Strachan 2005, Onn i wsp. 2008, Feeney i wsp. 2010].

Saccharomyces | Schizosaccharo- Drosophila i i
L. Xenopus laevis Homo sapiens
cerevisiae mycetes pombe | melanogaster
Smcl Psml Smcl Smcl SMC1
Smc3 Psm3 Smc3 Smc3 SMC3
i i RAD21
Podjednostki Mcd1 (Sccl) Rad21 Rad21 Rad21 _
kompleksu (kleizyna/ SCC1)
kohezyny
SA1, SA2
. (stromalina,
Irrl (scc3) Psc3 Sa (stromalina) Sal, sa2
STAG1, STAG2),
STAG3
Scc2 Mis4 Nipped-B XScc2 NIPBL
Scch Ssl3 Mau-2 (CG4203) XScc4 MAU2 (hSCC4)
EFO1, EFO2
Ecol (ctf7) Esol Eco (San, Deco) XEcol, XEco2
(ESCO1, ESCO2)
Pds5 Pds5 Pds5 Pds5A, pds5B PDS5A, PDS5B
Biatka
Rad61 Wpl1 Wapl brak danych WAPAL (WAPL)
regulatorowe
Pds1 Cut2 Pim Sekuryna Sekuryna (PTTG)
Separyna
Espl Cutl Sse Separyna
(ESPL1)
Sdc5 Plol Polo pix1 PLK1
Sgol Sgol, Sgo2 Sgol x Sgol hSGO1
| chociaz nie wszystkie kwestie zostaty dogtebnie wyjasnione wiadomo,

ze w sktad kompleksu wchodzg cztery podjednostki: dwa biatka z rodziny SMC

(structual maintenance of chromosomes) tworzac kolisty rdzen kohezyny, biatko

RAD21 (inaczej nazywane kleizyng, lub SCC1) stabilizujgce tworzacy sie pierscien

rdzenia oraz SA (inaczej stromalina, badz STAG), ktére wystepujgc w kilku wariantach
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pozwalajg na zréznicowanie kompleksdw kohezyny [Sumara i wsp. 2000, Losada i wsp.

2000, Canudas i Smith 2009].

3.2.1. Biatka z rodziny SMC (structural maintenance of chromosomes).

Biatka z rodziny SMC, kodowane przez geny SMC, ktdre zlokalizowane sg
w réznych chromosomach, sg duzymi peptydami ztozonymi z 1.000 — 1.300
aminokwasow. Charakteryzujg sie one unikatowg budowg strukturalng i petnig role
nie tylko w utrzymaniu organizacji chromosomoéw, ale wptywajg takze na kohezje
chromatyd siostrzanych, kondensacje chromosomoéw, naprawe i rekombinacje DNA
oraz ekspresje gendéw. Biatka te petnig podobne funkcje w komdrkach
prokariotycznych i eukariotycznych, gdzie sg aktywne zaréwno w komodrkach
somatycznych jak i generatywnych [Jessberger 2002]. W ich specyficznej budowie
mozna wyrézni¢ dwie globularne domeny na N— i C— koricu potaczone dtugg domeng
ao— helis, ktéra na srodku przedzielona jest domeng okreslang jako zawias (hinge
domain), prawdopodobnie umozliwiajagcg swobodng zmiane konformacji peptydu
[Jessberger 2002]. Monomer SMC zawija sie w domenie zawiasu tworzac
przeciwstawnie zwinietg domene podwadjnej helisy (coiled— coil domain), tym samym
przyblizajgc do siebie domeny globularne. Dzieki ich fizycznemu przyblizeniu powstaje
domena gtowy (head domain), ktdéra zawiera potowe struktury wigzgcej ATP.
W domenie tej mozna wyrdznié trzy konserwowane, charakterystyczne dla ATPaz typu
ABC, motywy: motyw Walker A, Walker B oraz motyw C [Saitoh i wsp. 1994, Hopfner
i wsp. 2000]. W ostatecznie uformowanym biatku domena gtowy oddalona jest

od domeny zawiasu o okoto 45 nm [Onn i wsp. 2008] (Ryc. 1).

Unfolded Folded

45 nm

Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie biatka z rodziny SMC [Onn i wsp. 2008].
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W komorkach eukariotycznych wystepuje szes¢ klas biatek z rodziny SMC (SMC1

— SMC6). Wszystkie biatka SMC sg w stanie tgczy¢ sie w heterodimery (Ryc. 2)

a wspotdziatajgc z innymi biatkami formuja kompleksy posredniczace w interakcjach

chromatynowych. Biatka SMC klasyfikuje sie na trzy podgrupy w zaleznosci

od heterodimerdw jakie tworzg — SMC1 i SMC3, SMC2 i SMC4 oraz SMC5 i SMC6.

Dimeryzacja zachodzi gtéwnie dzieki hydrofobowym interakcjom miedzy domenami

zawiasu dwéch monomerdw prowadzac do uksztattowania sie struktury o ksztafcie

litery V [Haering i wsp. 2002, 2004]. Poprzez oddziatywania miedzy dwiema domenami

gtowy nastepuje zamkniecie tej struktury i tworzy sie pierscien oraz powstajg dwie

ATPazy, ktérych aktywnos$¢ uzyskiwana jest poprzez pofaczenie motywéw Walker

jednej domeny gtowy z motywem C z drugiej domeny glowy. Elastycznos¢

heterodimerdw i zmiennos¢ ich ksztattow stwierdzono dzieki badaniom z uzyciem

mikroskopu elektronowego, gdzie zaobserwowano zaréwno otwarte formy w ksztatcie

V jak i zamkniete pierscienie [Hirano 2006].
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Ryc. 2. Schematycznie przedstawienie heterodimeru biatek SMC oraz zdjecia
z mikroskopu elektronowego (kreska odpowiada 50 nm) [Onn i wsp.
2008, Hirano 2006].

Dimery te stanowig podstawy wielobiatkowych komplekséow petnigcych

odmienne, specyficzne funkcje [Hirano 2005, 2006]. Najlepiej poznano funkcje

kompleksu kohezyny o rdzeniu ztozonym z SMC1 i SMC3, zaangazowanego gtéwnie

w utrzymanie spojnosci chromatyd siostrzanych oraz kondensyny biorgcej udziat

w kondensacji chromosomoéw, w ktdrej rdzen zbudowany jest z SMC2 i SMC4

[Jossberger 2002]. Okreslono takze udziat heterodimeru SMC5-SMC6 w kompleksie,
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zbudowanym tacznie z o$Smiu biatek, uczestniczagcym w naprawie DNA [Murray i Carr
2008]. Zidentyfikowano i inne kompleksy z rdzeniem ztozonym z biatek z rodziny SMC,
z ktorych czes¢ jest charakterystyczna tylko dla mejozy. Wyrdznia sie ponadto biatka
o podobnej budowie i zblizonych funkcjach okreslane jako SMC-like, czego przyktadem
moze by¢ biatko RAD50 tworzgce z biatkami MRE11 i NBS1 kompleks uczestniczacy
w naprawie DNA [Assenmacher i Hopfner 2004]. Od biatek z rodziny SMC rdzni

go miedzy innymi brak domeny typu zawias oraz obecno$¢ palcéw cynkowych.

Cohesin Condendin et/ KRN

Hinge Hirige Hirge In?* oot
=, N Ay oy
1 X A D el M e Reds0 ) ) Raciso

Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie komplekséw z udziatem biatek SMC oraz
SMC - like [Murray i Carr 2008].

3.2.2. Inne biatka kompleksu.

Niepowigzany z chromatyng kompleks kohezyny sktada sie z biatek z rodziny
SMC tworzacych rdzen oraz stabilizujgcych go innych biatek, z ktdrych najlepiej
poznano i opisano RAD21 (radiation sensitive 21) nalezgce do rodziny kleizyn.
U cztowieka jest ono kodowane przez gen RAD21, zlokalizowany w chromosomie 8
i biatko to jest odpowiednikiem Sccl (inaczej Mcdl - mitotic condensin subunit)
wystepujgcego u drozdzy. N— koniec RAD21 t3czy sie z domeng glowy SMC3, natomiast
C— koniec jest miejscem przytagczenia do domeny gtowy SMC1 [Haering i wsp. 2002].
Dzieki temu biatko to spaja rdzen kohezyny i stabilizuje zamkniecie pierscienia. Miejsce
interakcji koncéw N— i C— znajdujg sie w poblizu kieszeni przytgczajacych ATP, jednak
tylko zespolenie z SMC1 jest ATP zalezne [Gruber i wsp. 2003, Haering i wsp. 2004].

Kleizyna w kompleksie jest miejscem ciecia przez biatko ESPL1 (inaczej okreslane jako
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separyna, kodowane przez gen ESPL1 potozony w chromosomie 12), co gwarantuje
oddysocjowanie kompleksu od chromatyd zezwalajgc im na prawidtowe rozejscie sie
do komoérek potomnych. Biatko RAD21 faczy sie rowniez z czwartg sktadowg kompleksu
- jednym z wariantéw proteiny SA (stromal antigen) okreslanej inaczej jako STAG
(kodowanej przez geny STAG1, STAG2 i STAG3, zlokalizowane w chromosomach 3, X
i 7), bedacej odpowiednikiem Scc3 u drozdzy. Wykazano, ze kompleks kohezyny moze
zawierac tylko jeden z wariantow tego biatka, przy czym STAG3 ulega ekspres;ji tylko
w komdrkach germinalnych. W budowie tego czwartego elementu oprdcz sekwencji
HEAT (Huntington, Elongation factor3, the PR65/A subunit of PP2A and the lipid kinase
Tor) nie wyréznia sie innych domen [Onn i wsp. 2008]. Sekwencje HEAT (zbudowane
z powtérzen 37 - 42 aminokwaséw), o nie do konca wyjasnionych funkcjach, ale
odpowiedzialne za interakcje miedzy réznymi biatkami, wystepuja takze w innych
biatkach funkcjonalnie potagczonych z kompleksem, np.: w towarzyszacym kohezji PDS5
(precocious dissociated of sister 5) kodowanym przez gen PDS5 (zlokalizowany
w chromosomie 4). Powtdrzenia te znajdujg sie tez w podstawowym regulatorze
kohezji, delanginie (inaczej NIPBL) kodowanej przez gen NIPBL. Cho¢ nie do konca
wyjasniono role wariantéw biatka SA sugeruje sie, ze odgrywajg one istotng role
w czasie ustanawiania kohezji w rejonie telomeréw (SA1) badZ centromeréw (SA2)
oraz biorg udziat w utrzymaniu integralnosci genomu. Udowodniono, ze utrata funkcji

przez SA1 zaburza morfologie i funkcje chromosomoéw [Canudas i Smith 2009].
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Ryc. 4. Kompleks kohezyny. [Onn i wsp. 2008]
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3.2.3. Zasadnicze funkcjonowanie kompleksu kohezyny.

Podstawowg funkcjg kompleksu kohezyny jest utrzymanie spdjnosci chromatyd
siostrzanych w komérce do momentu jej podziatu. Struktura kompleksu sugeruje kilka
prawdopodobnych modeli jego dziatania. Jako jeden z pierwszych zostat
zaproponowany model pierScienia, badz objecia (embrace) [Gruber i wsp. 2003], gdzie
jeden kompleks obejmuje rownoczesnie dwie chromatydy. Hydroliza ATP z domen
glowy biatek SMC powoduje otwarcie kolistego rdzenia umozliwiajagc wnikniecie
chromatyd do jego wnetrza. Natomiast ponowne przytgczenie ATP zamyka pierscien
a interakcja z pozostatymi podjednostkami kompleksu wzmacnia jego catos¢. Proces
ten odbywatby sie po przejsciu widetek replikacyjnych [Haering i Nasmyth 2003,
Nasmyth i wsp. 2005]. Wydaje sie jednak, ze model ten nie jest wystarczajgcy, aby
wyjasni¢ w petni udziat kompleksu podczas regulacji transkrypcji czy naprawy DNA.
Inny model, dwupierscieniowy, badz ,kajdanek” (two— ring, handcuff) [Milutinovich
i Koshland 2003, Huang i wsp. 2005] zaktada, ze pojedynczy kompleks jest nieaktywny,
a jego struktura ulega przemianie, gdy taczy sie z chromatyng. Kazda z chromatyd
siostrzanych otoczona jest przez jeden heterodimer SMC, natomiast aby zaszta kohezja
koliste rdzenie muszg sie pofaczy¢ tworzac oligomery — poprzez interakcje miedzy
domenami zawiasu, czy przeciwstawnie zwinietymi domenami podwdjnej helisy
heterodimerdw, badZ poprzez biatko RAD21 i SA [Onn i wsp. 2008, Zhang N i wsp.
2008]. Zdajg sie to potwierdzac wyniki badan wykazujace, ze tylko jedno biatko SA jest
zaangazowane w utrzymanie potgczenia miedzy dwiema chromatydami, gdy udziat
pozostatych komponent jest podwdjny [Zhang N i wsp. 2008]. Prawdopodone jest,
ze oba modele (Ryc. 5) opisujg funkcjonowanie kompleksu tgczgcego sie z chromatyna
wedtug rdéznych zasad w zaleznosci od cyklu komdrkowego, budowy chromatyny,

czy tez petnionych funkgji.
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Ryc. 5. Modele oddziatywania kompleksu kohezyny z chromatydami:

a) model pierscienia, b), c) i d) modele dwupierscieniowe z réznymi
uktadami biatek stabilizujgcych kompleks. [Feeney i wsp. 2010]

U nizszych eukariota kompleks kohezyny zaczyna tgczyé sie z DNA pod koniec
fazy Gj, natomiast w komdrkach ssakéw obserwuje sie przytgczanie podczas telofazy
poprzedniego cyklu. Wykazano coraz silniejszg interakcje kompleksu z chromatyng
w trakcie przejsé faz cyklu komérkowego z G; poprzez S do metafazy [Gerlich. i wsp.
2006] oraz, ze w procesie tym niezbedna jest hydroliza ATP [Weitzer i wsp. 2003,
Arumugam i wsp. 2003]. Rozmieszczenie kohezyny nie jest rwnomierne - w okolicach
centromerdw obserwuje sie wieksze zageszczenie kompleksu, niz wzdtuz ramion
chromosoméw, gdzie lokalizuje sie gtéwnie w sekwencjach bogatych w AT,
w drozdzach okreslanych jako CARs (cohesin-associated regions). Rozpoczecie kohezji
jest scisle regulowane poprzez, tworzace dwusktadnikowy kompleks, biatka bedace
odpowiednikiem drozdzowych Scc2 (NIPBL u cztowieka) i Scc4 (hSCC4 lub MAU2)
[Ciosk i wsp. 2000, Watrin i wsp. 2006, Skibbens 2008]. Pomimo, ze nie wszystkie
aspekty zostaty dogtebnie zbadane wydaje sie, ze biatko Scc2 krétkotrwale oddziatuje
na kohezyne powodujac hydrolize ATP, co przyczynia sie do otwarcia heterodimeru
SMC, badZ oddzielenia od niego podjednostki Sccl (RAD21) umozliwiajgc tym
whnikniecie helisy DNA do pierscienia [Arumugam i wsp. 2003]. Inna z hipotez zakfada,
ze biatka Scc2-Scc4 pierwotnie lokujg sie na chromatynie, do nich przytgcza sie Smcl,
ato stanowi sygnat do dopetnienia catego kompleksu kohezyny [Skibbens 2008].
W wiekszosci przypadkéw kohezja zalezna jest od obecnosci Scc2-Scc4, istniejg jednak
przyktady wskazujgce, ze proces ten moze odby¢ sie bez udziatu tych biatek.
Na przyktadzie komdrek cztowieka udowodniono oddysocjowanie kompleksu NIPBL-
hSCC4 od chromosoméw w trakcie mitozy [Watrin i wsp. 2006], co powinno
zahamowywaé ponowne przytgczanie kohezyny az do telofazy. Obserwuje sie jednak

w czasie wczesnej anafazy powtdrng kohezje w centromerach, co sugeruje
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alternatywny, cho¢ nie wyjasniony jeszcze, mechanizm jej ustanawiania [Ocampo-
Hafalla i wsp. 2007]. By¢ moze jest on specyficzny tylko dla tego etapu cyklu
komadrkowego.

Zapewnienie i utrzymanie kohezji jest zalezne miedzy innymi od obecnosci
acetylotransferazy Ecol (establishment of cohesion 1) (EFO1 i 2 u cztowieka) - biatka
wchodzgcego rowniez w interakcje z wieloma czynnikami uczestniczgcymi w procesie
replikacji [Kenna i Skibbens 2003, Feeney i wsp. 2010]. Ecol prawdopodobnie utatwia
przejscie  maszynerii replikacyjnej przez pierscienie kompleksu kohezyny,
co potwierdzajg obserwacje wskazujgce na konieczno$¢ acetylacji kohezyny przy
przesuwaniu sie widefek replikacyjnych [Terret i wsp. 2009]. W ostatnich latach
wykazano, ze w fazie S cyklu komdrkowego Ecol uczestniczy w acetylacji dwdch, silnie
konserwowanych, lizyn biatka Smc3. Mutacje w Smc3 zmieniajgce te aminokwasy
skutkujg letalnymi defektami kohezji [Zhang J i wsp. 2008]. W komdrkach cztowieka
wystepujg dwie odmiany biatka Ecol: EFO2, aktywne w fazie S oraz EFO1 niezbedne
w acetylacji kohezyny w czasie fazy Gy i S. U organizméw wyzszych zidentyfikowano
jeszcze acetylotransferaze San stabilizujgcg kohezje gtéwnie w centromerach [Hou
i wsp. 2007]. Innymi biatkami regulujgcymi kohezje sg Wpl1 (wings apart-like 1) i Pds5,
okreslane jako WAPAL i PDS5 u cztowieka, prawdopodobnie formujgce kompleks
majacy za zadanie hamowanie przytgczania kohezyny i bedacy antagonistg Ecol
[Gandhi i wsp. 2006, Kueng i wsp. 2006]. Udowodniono, iz obnizenie stezenia WAPAL
zmniejsza efektywno$¢ odtgczania kohezyny z ramion chromosoméw w czasie profazy
i jej ponownego przytgczania. Wiadomo, ze u kregowcow kompleks biatek WAPAL -
PDS5 oddziatuje z kohezyjng, poprzez sekwencje HEAT wystepujace w PDS5 oraz
rodzinie biatek SA, zmieniajgc konformacje pierscienia i tym samym utatwiajac jej
oddysocjowanie w czasie profazy [Shintomi i Hirano 2009]. Gdy komdrka jest gotowa
do podziatu, a chromosomy siostrzane zostajg pofgczone z wrzecionem
kariokinetycznym, kohezja pomiedzy nimi jest usuwana przez proteolitycznie
aktywowang separaze Espl tngcg podjednostke Sccl (RAD21). U kregowcdw proces
ten przebiega w dwéch etapach. W pierwszym, kohezyna odtgcza sie z ramion
chromosoméw a w drugim, pod koniec anafazy, z rejonu centromerdw i wydaje sie,
ze tylko ten drugi etap jest zalezny od przeciecia RAD21 [Feeney i wsp. 2010].

Udowodniono, ze w obu etapach zaangazowane jest biatko Plk1 (polo-like kinase 1)
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fosforylujgce zaréwno RAD21 jak i SA2 zwiekszajgc tym wydajnos¢ separazy [Sumara

i wsp. 2002].

3.2.4. Dodatkowe funkcje kompleksu kohezyny.

Przez bardzo dtugi czas przypuszczano, ze kompleks kohezyny, poza swoim
podstawowym udziatem w utrzymaniu spdjnosci chromatyd siostrzanych i segregacji
chromosomdéw, uczestniczy dodatkowo w innych funkcjach komorki. Pierwszym
z dowoddw potwierdzajacych te hipoteze byto obserwowane ponowne przytgczanie
tego kompleksu do DNA pod koniec mitozy. W ostatnich latach badania dostarczyty
kolejnych danych wykazujacych zaangazowanie kompleksu miedzy innymi w kontrole
ekspresji gendw podczas interfazy oraz naprawe peknieé¢ DNA. Ponadto u chorych
z zespotem Cornelii de Lange lub zespotem Robertsa, ktére s3 powodowane przez
mutacje w genach kodujacych biatka uczestniczagce w kohezji, nie obserwuje sie
istotnych zaburzeA cyklu komdrkowego, co sugeruje zaktdcenie wtasnie tych
dodatkowych funkcji kohezyny. Wyniki badan nad modelowym organizmem jakim jest
jednokomadrkowy grzyb z gromady workowcdw Schizosaccharomyces pombe sugeruja,
iz poprzez akumulacje pierscieni w rejonie nieaktywnej heterochromatyny kompleks
staje sie fizyczng barierg rozdzielajgc rézne geny i utatwiajgc terminacje transkrypcji
[Gullerova i Proudfoot 2008] oraz, ze moze zapobiegac nieuprawnionej rekombinacji
[Nonaka i wsp. 2002]. W komodrkach ssakéw wykazano przytgczanie sie kohezyny
w poblizu sekwencji rozpoznawanych przez regulator transkrypcji - biatko CTCF (CCCTC-
binding transcriptional insulator protein) i wspotregulowanie transkrypcji [Parelho
i wsp. 2008, Wendt i Peters 2009, Chien i wsp. 2011]. W budowie CTCF wyrdznia sie 11
wysoce konserwowanych palcéw cynkowych utatwiajacych réwnoczesne interakcje
miedzy réznymi biatkami i sekwencjami DNA. Najczestszg konsekwencjg przytagczenia
CTCF jest uniemozliwienie oddziatywania, bardzo czesto znacznie od siebie
oddalonych, elementéw wzmacniajacych transkrypcje (enhancers) na sekwencje
promotorowe gendw, czyli hamowanie ich ekspresji. W procesie tym uczestniczy
kohezyna tworzac, a nastepnie stabilizujgc, trzeciorzedowe struktury DNA. Najczesciej
sg to petle powstajgce pomiedzy sekwencjami rozpoznawanymi przez CTCF.
Prawdopodobnie dziatanie kompleksu kohezyny w trakcie stabilizacji takich petli jest

zblizone do zaktadanego w modelu dwupiers$cieniowym. Usytuowanie pomiedzy
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dwoma genami miejsc réwnoczesnego wigzania CTCF i kohezyny blokuje interakcje
miedzy enhancerami i promotorami, co pozwala na niezalezne regulowanie ekspresji
tych gendéw [Bowers i wsp. 2009]. Wykazano takze, ze kompleks kohezyny przytacza sie
w poblize sekwencji promotorowych i enhancerdw z réwnoczesnym tgczeniem
kompleksu mediatora oraz zaangazowaniem RNA - polimerazy I, co wskazuje na udziat
kohezyny w pozytywnej regulacji ekspresji gendw [Kagey i wsp. 2010]. Mediator sktada
sie z okoto 20 biatek, ktdre u eukariota utatwiajg polimerazie kontakt z sekwencjami
promotorowymi. Dzieki przestrzennemu zblizeniu réznych fragmentéw DNA nastepuje
oddziatywanie miedzy aktywatorami transkrypcji przytgczonymi do enhanceréw a RNA-
polimeraza Il przytaczong do promotordw - jest to mozliwe réwniez przez tworzenie
petli DNA i stabilizowanie ich przez kohezyne. Coraz wiecej danych wskazuje,
ze regulacja ekspresji réznych gendw z udziatem kompleksu jest tkankowo specyficzna

[Schmidt i wsp. 2010].

L [i-globin genes
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O

Ryc. 6. Stabilizacja petli DNA poprzez kohezyne [Cuylen i Haering 2010,
Feeney i wsp. 2010].

Oprdocz aktywnego udziatu w kontrolowaniu transkrypcji kompleks kohezyny
jest takze zaangazowany w naprawe uszkodzen DNA. Podczas pracy nad komérkami
drozdzy udowodniono, ze do skutecznej naprawy uszkodzen DNA niezbedna jest
kohezja ustalona wzdfuz ramion chromosoméw w fazie S. Jednak w przypadku
poreplikacyjnego pekniecia obu nici DNA (DSB — double-strand break) obserwuje sie
wtérne przytgczanie kompleksu kohezyny w miejscu uszkodzenia [Sjogren i Nasmyth
2001, Strom i wsp. 2004]. Wsrdd niezbednych czynnikéw prawidtowo rozpoznajgcych
uszkodzone miejsca i kierujgcych w ich poblize kohezyne znajduje sie biatko Scc2

(ortolog delanginy) [Strom i wsp. 2004]. Zageszczenie kompleksu koto miejsca

35



WSTEP

pekniecia i ustanowienie Scistej lokalnej kohezji miedzy chromatydami znacznie utatwia
naprawe uszkodzen z wykorzystaniem drugiej chromatydy jako matrycy. W proces ten
jest zaangazowany miedzy innymi kompleks MRN (MRE11/RAD50/NBS1) [Unal i wsp.
2004]. Z pewnoscig wiele jeszcze aspektéw dotyczgcych funkcjonowania kompleksu

kohezyny oraz jego budowy pozostato do wyjasnienia.

3.2.5. Efekty zaburzenia kompleksu kohezyny obserwowane u chorych z CdLS.

Udowodniono, ze czynnikami powodujgcymi zaburzenia rozwoju organizmu,
rozpoznawane u cztowieka jako zespdt Cornelii de Lange, s3 mutacje czesci gendw,
ktdrych produkty zaangazowane sg w funkcjonowanie kompleksu kohezyny i jego
budowe (m.in.: NIPBL, SMC1 i SMC3). Tym samym dowiedziono, ze zespdt ten powstaje
w wyniku zaburzen funkcjonowania kohezyny i dlatego dosy¢ czesto okresla sie go
mianem kohezynopatii. W jaki sposéb dysfunkcyjne dziatanie kompleksu przyczynia sie
do obserwowanych nieprawidtowosci rozwoju organizmu nie zostato w petni
rozwiktane. Co jest istotne u pacjentdw CdLS nie obserwuje sie znacznego zaburzenia
segregacji chromosomdéw w komodrkach, co oznacza, ze funkcja kompleksu jaka jest
utrzymanie spdéjnosci chromatyd siostrzanych nie ulega zaburzeniom. Po wykazaniu,
ze mutacje gendw powigzanych z kohezjg chromatyd siostrzanych sg czynnikami
patogennymi CdLS przypuszczano, ze we wstepnej diagnostyce tego zespotu bedzie
mozna postugiwaé sie analizg przedwczesnego rozchodzenia sie chromatyd
siostrzanych (PSCS - precocious sister chromatid separation) [Kaur i wsp. 2005]. Jednak
w latach pdiniejszych zweryfikowano to przypuszczenie udowadniajac, ze czestosc
PSCS u chorych nie jest znaczgco zwiekszona i nie odbiega istotnie od obserwowanego
u 0séb zdrowych, a tym samym zdyskredytowano diagnostyczne zastosowanie tego
zjawiska [Castronovo i wsp. 2009]. W trakcie badan na liniach komdrkowych
wyprowadzonych od pacjentéw z CdLS wykazano, ze obniza sie w nich tolerancja
na dziatanie réznorodnych czynnikdw mutagennych, co posrednio wskazuje
na uposledzenie udziatu kohezyny przy naprawie uszkodzern DNA w fasie G, [Vrouwe
i wsp. 2007]. Najwieksze zaburzenia obserwuje sie w regulacji transkrypcji gendw,
w ktérej poprzez interakcje z innymi biatkami regulatorowymi uczestniczy kohezyjna,
co prawdopodobnie skutkuje nieprawidtowosciami rozwoju catego organizmu

[Kawauchi i wsp. 2009].

36



WSTEP

3.3. Gen NIPBL.

W 2004 roku dwom zespotom badawczym udato sie udowodni¢ zaleznos$¢
miedzy mutacjami genu NIPBL a CdLS. Zaréwno zespoty Tonkin jak i Krantza, skupiajac
sie  na miejscach peknie¢ chromosomdéw uczestniczagcych w aberracjach
zdiagnozowanych u pacjentéw, wytypowali do szczegdtowych badan region 5p13.2.
W miejscu tym zlokalizowano homolog genu Nipped-B, wczesniej zidentyfikowany
u D. melanogaster, ktéry jest odpowiednikiem drozdzowego Scc2. Produkty tych
gendw stanowig biatka regulujgce przytgczanie kompleksu kohezyny do chromatyd
siostrzanych. Gen, ktéry zlokalizowany jest doktadnie miedzy zasadami 36.912.618 —
37.102.265 od korica ramion krétkich (p-ter) chromosomu 5 zostat nazwany NIPBL
(Nipped-B-like) [http://www.ncbi.nlm.nih.gov, Tonkin i wsp. 2004, Krantz i wsp. 2004].
Koduje on biatko delangine (NIPBL), ktére podobnie jak produkty homologicznych
genodw, jest gtéwnym mediatorem przytagczania kohezyny do chromatyd i uczestniczy w

wielu procesach zyciowych komaérki.

3.3.1. Gen NIPBL i jego produkt biatkowy.

Gen NIPBL zbudowany jest z 47 eksonéw (ekson na koncu 5’ jest niekodujacy)
imoga z niego powsta¢ dwie izoformy biatka. Jednak struktura sekwencji genu
sugeruje prawdopodobienstwo kilku alternatywnych sposobéw sktadania mRNA
(splicing) [Strachan 2005]. Powstajgce odmiany biatka zbudowane sg odpowiednio
22804 i 2697 aminokwaséw. Wieksza izoforma jest zgodna w 92% z mysim
odpowiednikiem, szczurzym w 88%, a w 37% z produktem genu Nipped-B [Krantz
i wsp. 2004]. Jak do tej pory nie zidentyfikowano innych biatek o budowie zblizonej
do delanginy. Wykazano, ze w ortologach biatka NIPBL, zaréwno u kregowcdéw jak
i nizszych organizmdw, C- koniec obejmujgcy okoto 1.500 aminokwaséw jest wysoce
konserwowany ewolucyjnie, w przeciwienstwie do N- konca, gdzie obserwuje sie
zmiennos¢ miedzygatunkowa [Tonkin i wsp. 2004, Strachan 2005]. W NIPBL na C-
koricu wyrdznia sie gtdéwnie wielokrotne powtérzenia domeny HEAT odpowiedzialne
za interakcje z innymi biatkami [Strachan 2005, Jahnke i wsp. 2008]. Powtérzenia te jak
juz wspomniano wystepujg i w innych biatkach powigzanych z kompleksem kohezyny.

Natomiast na N— konicu zlokalizowany jest rejon bogaty w glutamine, nastepnie

37



WSTEP

znajduje sie domena NLS (nucleus localisation signal) odpowiedzialna za prawidtowy
transport przez btone jgdrowg oraz motyw PxVxL pozwalajgcy na oddziatywanie
z biatkiem HP-1 (heterochromatin protein 1). Ze wzgledu na spore rozmiary oraz

ztozonos¢ struktury delanginy budowa tego biatka nie zostato do korica poznana.

rejon wysoce konserwowany

GLN HP1MNLS powtdrzenia HEAT

I 01 NN R REN

Ryc. 7. Prawdopodobna budowa biatka NIPBL [za Jahnke i wsp. 2008, McNairn
i Gerton 2008].

Wyniki dalszych badan wykazaty, ze transkrypt NIPBL ma wielkos¢ 9,8kpz
[Tonkin i wsp. 2004], a jego ekspresja jest zmienna — zalezy od tkanki i okresu rozwoju
organizmu. Najwiekszg ekspresje obserwuje sie w okresie embrionalnym, szczegdlnie
w zawigzkach kosci rozwijajgcych sie konczyn, gtdwnie tokcia oraz dtoni, a takzie
organizujgcej sie czaszki z uwzglednieniem okolic twarzy, w nerkach, watrobie i grasicy.
Ponadto NIPBL ulega translacji w znacznym stopniu w strunie grzbietowej, przetyku,
tchawicy, oskrzelach i sercu. W bardzo niewielkim stopniu, o ile w ogdle, ulega
ekspresji w modzgu, ptucach, jelitach i leukocytach [Tonkin i wsp. 2004,
http://www.genecards.org]. Podobnie u osoby dorostej, wysoki poziom obserwuje sie
w komadrkach kosci, mie$ni szkieletowych, serca oraz w nerkach i watrobie. Wskazuje
to, ze najwieksza ekspresja genu nastepuje w tkankach narzaddw, ktére sg najbardziej

dotkniete zmianami u oséb z CdLS.

3.3.2. Mutacje NIPBL a fenotyp osob chorych.

Nigdy nie stwierdzono mutacji homozygotycznej genu NIPBL, gdyz doprowadza
to prawdopodobnie do tak duzych zmian w trakcje podziatéw komdrkowych, ze jest
letalne dla rozwijajgcego sie embrionu. Natomiast jeden prawidtowy allel tego genu
nie jest w stanie zapewni¢ odpowiedniej ilosci funkcjonalnego biatka NIPBL
dla prawidtowego funkcjonowania komorki, czyli mutacje genu skutkujg efektem
haploinsuficjencji. Wyniki badan na wielu grupach pacjentéw wykazujg,

ze heterozygotyczne mutacje genu NIPBL diagnozuje sie u okoto 50% chorych, jednak
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rozbieznos¢ miedzy grupami jest spora i wynosi od 26% do 70% [Borck i wsp. 2004,
Gillis i wsp. 2004, Miyake i wsp. 2005, Yan i wsp. 2006, Bhuiyan i wsp. 2006,
Schoumans i wsp. 2007, Selicorni i wsp. 2007, Kline i wsp. 2007a, Pie i wsp. 2010].
Na dzien dzisiejszy zidentyfikowano ponad 240 mutacji w tym genie u 320 chorych,
wiekszos$¢ z nich powstata de novo i tylko nieliczne powtarzajg sie u niespokrewnionych
pacjentéw [Oliveira i wsp. 2010]. Istnieje dodatnia korelacja miedzy obecnoscig mutacji
a ciezkoscig objawow choroby [Gillis i wsp. 2004], jednak nie dopatrzono sie jej
u wszystkich pacjentdw [Bhuiyan i wsp. 2006]. Mutacje w NIPBL diagnozuje sie
u wiekszosci pacjentéow z klasyczng postacig zespotu, cho¢ wystepuja one réwniez
i u pacjentéw z postacig tagodng, ale ze znacznie mniejszg czestoscig. Mutacje typu
truncating, w wyniku ktérych powstaje skrécony produkt biatkowy, objawiaja sie pod
postacig ciezszego fenotypu — dotyczy to stopnia opdinienia rozwoju
psychoruchowego, zmian w budowie konczyn i bardziej zaznaczonych
nieprawidtowosci w budowie twarzy. Natomiast mutacje typu missense (zamiany
aminokwasu), czy mate delecje in-frame sg prawdopodobnie przyczyng tagodniejsze;j
postaci zespotu [Gillis i wsp. 2004, Yan i wsp. 2006, Pie i wsp. 2010]. Jesli jednak
mutacja tego typu wystgpi w rejonie konserwowanego C- konca, szczegdlnie w rejonie
powtdrzen HEAT, moze wywotaé zaburzenia charakterystyczne dla postaci klasycznej
[Oliveira i wsp. 2010]. Zidentyfikowane mutacje genu NIPBL zlokalizowane sg wzdtuz
catej sekwencji kodujgcej i wydaje sie, ze nie ma tzw.: hot spot, ale znane sg przypadki
wystepowania takiej samej mutacji u kilku pacjentéw z réinych grup etnicznych.
Do najczestszych nalezy p.R827GfsX2, znaleziona u siedmiu osdb, jednak ich fenotypy
réznig sie miedzy sobg, co sugeruje wptyw dodatkowych czynnikéw modyfikujgcych
w rozwoju zespotu [Pie i wsp. 2010]. Oprdécz mutacji w regionie kodujacym,
zidentyfikowano réwniez mutacje w rejonie 5, w obrebie sekwencji nie ulegajacej

translacji, objawiajgca sie jako postaé tagodna zespotu [Borck i wsp. 2006].

3.3.3. Regulacja ekspresji gendw poprzez biatko NIPBL (w interakcji z kompleksem

kohezyny).

Pierwsze doniesienia o wptywie ortologu delanginy na regulacje ekspresji
gendéw przyniosty badania nad D. melanogaster. U heterozygot ze zmutowanym

Nipped-B obserwowano znaczne zahamowanie ekspresji homeotycznych genéw cut
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oraz Ubx (Ultrabithorax) [Rollins i wsp. 1999]. Prawidtowa ekspresja tych gendéw
wymaga oddziatywan miedzy, znacznie oddalonymi od siebie, sekwencjami promotora
i wzmacniacza (enhancer). Jak wspomniano wczesniej, kompleks kohezyny stabilizuje
petle DNA pomiedzy sekwencjami przytaczajgcymi czynnik CTCF wptywajgc przez to
na proces transkrypcji. Nipped-B jest gtdwnym biatkiem regulujgcym inkorporacje
kohezyny do chromatyd (podobnie jak inne homologi Scc2). Wykazano,
ze u D. melanogaster z mutacjg, poziom mRNA dla Nipped-B jest zredukowany o okoto
25% i ze tak niewielka redukcja transkryptu juz rzutuje na stopien ekspresji innych
genéw. Obnizenie poziomu prawidtowego mRNA Nipped-B, poprzez zastosowanie
interferencji RNA (RNAI), o kolejne 50% byto dla komdrek letalne [Rollins i wsp. 2004].
Réwnie niewielkie obnizenie poziomu mMRNA NIPBL obserwuje sie w liniach
komodrkowych wyprowadzonych od pacjentdw ze znang mutacjg, czy tez u heterozygot
w mysim modelu [Liu i wsp. 2009a, Kawauchi i wsp. 2009]. Wskazuje to jak bardzo
istotne jest zachowanie wysokiej dawki prawidtowego biatka NIPBL, aby nie nastgpito
zaktécenie funkcji komorki. Zmniejszenie poziomu delanginy zaréwno zwieksza jak
i zmniejsza transkrypcje réznych gendéw, co moze sugerowaé, ze przynajmniej czesé
znich jest bezposrednio kontrolowana przez kohezyne [Bose i Gerton 2010].
Udokumentowano jednoczesne przytgczanie sie czynnika regulujgcego CTCF i produktu
genu NIPBL do okre$lonych sekwencji genomu oraz, ze interakcje te sg niezbedne
nie tylko w regulowaniu promotoréw, ale przyczyniajg sie tez do utrzymania
integralnosci genomu [Carretero i wsp. 2010, Merkenschlaner 2010]. Ponadto
wykazano istotne rozbieznosci w oddziatywaniach tych biatek w zaleznosci od typu
komodrek, co wyraza sie w zrdinicowanej aktywacji okreslonych genéw oraz w
organizacji chromatyny [Hou i wsp. 2010].

Jak istotny w rozwoju organizmu jest prawidtowy poziom biatka nipbl wykazano
w trakcie badan nad mysim modelem zespotu CdLS. Myszy z heterozygotyczng mutacja
nipbl (wytaczajacg ekspresje zmutowanego allelu) wykazywaty obnizenie poziomu
transkryptu o 25- 30% w pordwnaniu z myszami z prawidlowg sekwencjg genu
[Kawauchi i wsp. 2009]. U osobnikéw tych, w trakcie rozwoju wystepowaty objawy
bardzo zblizone do charakteryzujgcych pacjentéw z CdLS. Co prawda nie obserwowano
u zwierzat powaznych deformacji koriczyn, ale wystepowato znaczne skrécenie kosci

koriczyn, a anomalie w rozwoju koscéca dotykaty takze czaszki. Nieprawidtowosci serca,
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mniejsze rozmiary ciata oraz zaburzenia neurologiczne to kolejne elementy zbiezne
z fenotypem CdLS, a jedng z nielicznych rdznic byta wysoka $miertelnos¢ zwierzat.
Przeanalizowano poziom ekspresji 978 gendw w grupie zwierzat z mutacjg i bez —
badania te wykazaty réznice w poziomach mRNA miedzy obiema grupami. Wyniki tych
badan wskazuja, ze niewtasciwe ilosci transkryptéw wielu gendéw, a tym samym
zaburzone funkcje i interakcje ich produktéw, s podstawowg przyczyna
obserwowanych zmian fenotypowych. Podobny wptyw mutacji genu NIPBL na
zaburzenia w kontroli transkrypcji udowodniono badajac linie komérkowe z limfocytow
chorych ze znanymi mutacjami tego genu oraz oséb zdrowych. Po pordwnaniu
ekspresji 420 gendéw w liniach komérkowych od pacjentdw i z grupy kontrolnej,
zauwazono roéznice dla 339 gendw [Liu i wsp. 2009a], przy czym ~60% z nich
wykazywato zwiekszong, a ~40% zmniejszong ekspresje w liniach z mutacjami NI/PBL.
Rdznice te nie byly bardzo istotne, ale prawdopodobnie na zaburzenia rozwoju
organizmu wptywa akumulowanie sie zmian molekularnych. Istotnym jest, ze wsrdd
gendw wrazliwych na mutacje NIPBL znajduja sie geny, ktdrych produkty sg powigzane
z kompleksem kohezyny, w tym sam gen NIPBL oraz STAG1, PDS5 i MAU2. Jednym z
genow, ktdrego regulacja ulega najwiekszym zaburzeniom jest ROBO1 powigzany z
dojrzewaniem neurondw oraz zaburzeniami jezykowych zdolnosci poznawczych, co
prawdopodobnie wptywa na obserwowane u wiekszosci chorych uposledzenie mowy.
Zespotowi badaczy udato sie wyodrebnié¢ grupe gendw, ktérych ekspresja jest na tyle
podatna na obnizony poziom NIPBL, ze mogtyby stuzy¢ jako biomarker chorych z CdLS
[Liu i wsp. 2009a].

Dowdd wptywu mutacji NIPBL na organizacje genomu przyniosty badania nad
metylacjag DNA. Zostaty one przeprowadzone na liniach komdrkowych
wyprowadzonych z limfoblastéw (LCLs — lymphoblastoid cell lines) oséb z CdLS
i zdrowych [Liu i wsp. 2010]. U ssakéw metylacji ulegajg zwykle pary nukleotydéw CpG,
czesto pofaczone w tzw. wyspy CpG. W wiekszosci sekwencji promotorowych
i eksonach wyspy CpG wystepujg w postaci niezmetylowanej, natomiast pozostate
porozrzucane w sekwencjach niekodujgcych majg na ogoét przytaczong grupe
metylowga. Metylacja dinukleotyddéw w promotorach prowadzi zazwyczaj do wyciszenia
transkrypcji, odgrywa tez istotng role w imprintingu, inaktywacji chromosomu X,

w rozwoju embrionalnym czy kancerogenezie. Zespdt Liu wykazat réznice w profilu
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metylacji DNA w liniach komérkowych LCLs od o0sdb chorych i z grupy kontrolnej,
pozwalajgce na rozrdinienie tych dwoch grup. Wykazano takze zalezno$¢ miedzy
stopniem metylacji a fenotypem chorych — profil w liniach od pacjentéw z tagodniejsza
postacig zespotu klasyfikowat sie pomiedzy profilem osdb z postacig klasyczng a oséb
zdrowych z grupy kontrolnej [Liu i wsp. 2010]. Takze metylacja chromosomu X u o0séb
chorych rdézni sie od prawidtowej [Kline 2010].

Zmniejszenie poziomu metylacji skutkuje ponadto zmianami kondensacji
chromatyny. Delangina uczestniczy w regulacji struktury chromatydy wptywajac tym
na rézne funkcje komérki. Poprzez powtdrzone domeny HEAT, biatko NIPBL oddziatuje
miedzy innymi z histonowymi deacetylazami HDAC1 i HDAC3, ktdre zmieniajg stopien
kondensacji chromatyny poprzez reakcje z histonami. Dosy¢ czesto mutacje
diagnozowane u pacjentéow z CdLS sg umiejscowione w sekwencjach domen HEAT
zaburzajgc ich strukture i wptywajac na efektywnos$é interakcji miedzy innymi
z deacetylazami [Jahnke i wsp. 2008]. Natomiast motyw PxVxL odgrywa istotng role
w oddziatywaniach delnanginy z kolejnym czynnikiem regulujgcym dostep kofaktoréw
transkrypcji do nici DNA, jakim jest biatko HP-1, ktére faczac sie z histonem H3
stabilizuje heterochromatyne wyciszajgc translacje [Lechner i wsp. 2005, Hines i wsp.
2009].

Molekularny mechanizm przyczyniajacy sie do zmian w ekspresji gendw u oséb
z kohezynopatig nie zostat do korica wyjasniony. Regulacja transkrypcji i translacji
gendw u kregowcow jest Scisle regulowana przez szereg powigzanych ze soba
czynnikéw. Jednym z nich jest kompleks kohezyny, a jej udziat w tym procesie mozna
wyjasni¢ na kilka sposobdw. Kohezyna wptywa na poziom biatek i funkcje komorki
poprzez uczestniczenie w remodelingu chromatyny, w utatwianiu wzajemnego
oddziatywania czynnikéw regulatorowych na sekwencje promotoréw oddalonych
od siebie nawzajem na znaczne odlegtosci, czy w bezposredniej aktywacji, hamowaniu
badZ terminacji translacji. Nie wiadomo jak wiele gendw podlega regulacji poprzez
kohezyne. Nie wyjasniono takze, czy przytgczanie sie kompleksu kohezyny
do chromatyd w okolicach regulowanych genéw odbywa sie na takiej samej zasadzie
jak przy utrzymaniu spdjnosci chromatyd siostrzanych, nie mniej udowodniono,
ze proces ten jest zalezny od delanginy [Bose i Gerton 2010]. Niewatpliwie

w kohezynopatii istotna jest réwniez dynamika proceséw z udziatem kohezyny.
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Utrzymanie kohezji, trwajgce zwykle od kilku minut nawet do kilku godzin, nie wymaga
takiej aktywnosci poszczegdlnych sktadnikéw kompleksu, jak mediowanie przytgczania
sie réznych czynnikdw w czasie transkrypcji, ktora zwykle trwa krécej niz kilkanascie
sekund [Dorsett i Krantz 2009]. Regulacja transkrypcji prawdopodobnie wymaga catej
puli delanginy aby mogta przebiega¢ bez zaktdcen, natomiast u pacjentéw z mutacjg
genu NIPBL jego ekspresja jest obnizona o okoto 30%. Podobnie mutacje w SMC1
i SMC3 uposledzajg aktywnos¢ kompleksu kohezyny i s kolejnym czynnikiem

powodujgcym fenotyp CdLS.

3.4. Mutacje gendw SMC1 i SMC3 w zespole Cornelii de Lange.

Odkryto takze mutacje w innych genach powigzanych z kohezyng wsrdd
pacjentéw z CdLS. Dotyczy to gendw: SMC1 i SMC3. Najczesciej fenotyp takich oséb
odpowiada postaci tagodnej zespotu [Musio i wsp. 2006, Borck i wsp. 2007, Deardorff
i wsp. 2007, Liu i wsp. 2009b]. Do tej pory w genie SMC1 zidentyfikowano okoto 30
mutacji typu missense lub matych delecji typu in-frame, skutkiem ktérych biatko
prawdopodobnie traci cze$s¢ swoich funkcji [Mannini i wsp. 2010a, Oliveira i wsp.
2010]. Uwaza sie, ze mutacje catkowicie destabilizujgce biatko sg letalne [Liu i Krantz
2008, Pie i wsp. 2010]. Gen ten jest zlokalizowany w chromosomie X i nie ulega
inaktywacji w trakcje lionizacji, a mutacje znajdowane sg u pacjentéw obu pfci. Czesé
mutacji powstaje de novo, ale znane sg przypadki rodzinnego wystepowania zespotu
powodowane przez mutacje wtasnie w tym genie [Deardorff i wsp. 2007]. Mutacje
w SMC1 znajdowane sg rowniez w komdrkach nowotworowych, co wskazuje jak
istotne w kancerogenezie jest prawidtowe funkcjonowanie kompleksu kohezyny
[Mannini i wsp. 2010b]. Wsrdéd przebadanych do tej pory pacjentéw z CdLS
zidentyfikowano tylko dwa warianty sekwencyjne genu SMC3, ktéry zlokalizowany jest

w chromosomie 10 [Deardorff i wsp. 2007, Oliveira i wsp. 2010].

3.5. Duze rearanzacje genowe.

Wiekszos¢ badain nad genem NIPBL opiera sie na poszukiwaniu mutacji
punktowych. Mutacje tego typu powstajg w wyniku btednego wtaczenia zasad przez
polimeraze w czasie replikacji, pod wptywem czynnikdw mutagennych, czy w wyniku

nieskutecznej naprawy Zle sparowanych zasad. Nalezy jednak pamietaé¢ o ztozonosci
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genomu cztowieka i wystepowaniu zjawiska, okreslanego jako duze rearanzacje,
powodujgcego zmiany w uktadzie elementéw genomu. Rearanzacje sg zaangazowane
w patologie wielu chordb wystepujacych u cztowieka. Wsrdd schorzen, u podfoza
ktorych identyfikuje sie i takie zmiany (obok mutacji punktowych) wymienia sie
neurofiboromatoze typu 1, chorobe Charcot Marie Tooth, dystrofie miesniowg
Duchenne’a i rdzeniowy zanik miesni [Gu i wsp. 2008]. Rearanzacje mogg obejmowac
fragmenty genomu o rdzinej wielkosci — od kilkuset par zasad (pz), co moze
odpowiadac wielkosci eksonu, do kilku miliondw pz, czyli obja¢ nawet kilka gendw.
Gdy zmiany sg wieksze niz 3-5 miliondw pz stajg sie widoczne w czasie analizy
cytogenetycznej. Do rearazacji zalicza sie delecje lub duplikacje eksondéw oraz insercje,
translokacje czy inwersje. W wyniku zajscia tych zmian moze dojs¢ do zwiekszenia
lub zmniejszenia liczby kopi genu (co prowadzi do zaburzen w rozwoju organizmu
wynikajgcych z efektu niewtasciwej dawki produktu tego genu), uszkodzenia sekwencji
genu, badZz powstania genu fuzyjnego. Jest kilka mechanizméw prowadzacych
do powstania duzych zmian genomowych, a w ich przebiegu istotne znaczenie ma
architektura genomu [Gu i wsp. 2008]. Do trzech najwazniejszych mechanizméw
nalezg: niealleliczna rekombinacja homologiczna (NAHR— non-allelic homologous
recombination), niehomologiczne tgczenie koncéw (NHEJ- non-homologous end-
joining) oraz opdznienie widetek replikacyjnych z zamiang nici matrycowej (FoSTeS —
fork stalling and template switching). Wiekszos¢ duzych rearanzacji powstaje w wyniku
nieallelicznej rekombinacji homologicznej zachodzacej miedzy specyficznymi
fragmentami DNA okreslanymi jako LCRs (low copy repeats) lub SD (segmental
duplication). Zbudowane sg one z 10 — 300 tysiecy par zasad i s3 homologiczne
wzgledem siebie w co najmniej 95% [Bailey i Eichler 2006]. NAHR moze zaj$¢ zaréwno
w czasie mitozy jak i mejozy, prowadzac do rozwoju nowotwordw, mozaicyzmu
czy zespotdw genetycznych. Gdy NAHR wystgpi miedzy LCRs umiejscowionymi w tym
samym chromosomie skutkuje delecjag badZ duplikacja o ile LCRs majg zgodna
orientacje, natomiast inwersjg, gdy orientacja jest przeciwna. Do pdzniejszej
translokacji chromosomowej dojs¢ moze gdy sekwencje LCRs zlokalizowane na réznych
chromosomach rekombinujg miedzy sobg. Mutacje te jednak nie powstajg
z jednakowg czestoscig — delecje zdajg sie przewazaé¢ nad duplikacjami, poniewaz

intrachromatydowe zmiany skutkuja powstaniem jedynie delecji, w przeciwieAstwie

44



WSTEP

dozmian interchromatydowych czy chromosomowych. Zauwazono takze,
ze w niektérych zespotach genetycznych zdiagnozowane mutacje sg czesciej
pochodzenia matczynego (np.: w NF1) badz ojcowskiego (np.: w SMN) co mozna
wyjasni¢ tym, ze w czasie gametogenezy NAHR wystepuje z rdzng czestoscig u kobiet
i u mezczyzn lub tym, ze zmienione allele sg poddawane zrdéznicowanej selekcji u obu
ptci [Lopes i wsp. 1997, Gu i wsp. 2008]. Kolejnym mechanizmem prowadzgacym
do zmian genomowych jest NHEJ, ktérego podstawowym zadaniem jest udziat
w naprawie pekniecia obu nici DNA — DSB. Niehomologiczne taczenie koncéw
uczestniczy przy naprawie peknie¢ powstatych w wyniku dziatania czynnikéw
mutagennych, co mozina zaobserwowa¢ juz w komodrkach prokariotycznych,
ale u kregowcow jest réwniez podstawg, zachodzacej w limfocytach B, rekombinacji
somatycznej V(D)J zapewniajgcej réznorodnos¢ przeciwciat. Zaburzenia w tym zjawisku
sg podstawg okoto 15% ciezkich ztozonych niedoboréw odpornosci (SCID -
severe combined immunodeficiency) [Schwarz i wsp. 2003]. Uwaza sie ponadto,
ze NHEJ przyczynia sie do powstawania translokacji chromosomowych w komdrkach
nowotworowych [Lieber i wsp. 2008]. W czasie procesu NHEJ wyrdznia sie cztery
etapy. Pierwszym jest rozpoznanie uszkodzonych koricow DNA powstajacych w wyniku
pekniecia, w drugim etapie nastepuje przyblizenie koncéw do siebie, w kolejnym
zmodyfikowanie ich w taki sposéb by wykazywaty homologie, a w ostatnim etapie
dochodzi do potgczenia [Weterings i van Gent 2004]. Po zajsciu tego zjawiska,
W naprawionym miejscu, pozostajg Slady w postaci kilku dodanych lub wycietych
nukleotyddéw, co moze by¢ wykorzystane przy znajdowania i opisywaniu zmian oraz
ustaleniu, czy to ten mechanizm lezy u podstaw duzych rearanzacji [Gu i wsp. 2008].
Trzecim mechanizmem, scharakteryzowanym najpdzniej dzieki znacznemu zwiekszeniu
rozdzielczosci stosowanych metod stuzgcych do analizy zmian genomowych, jest
FoSTeS. Proces ten zachodzi w trakcie replikacji i prowadzi do bardzo skomplikowanych
przetasowan w genomie. Jezeli w trakcie syntezy DNA widetki replikacyjne,
z przytaczong polimerazg DNA, zatrzymajq sie w pewnym miejscu (co moze wynikaé
ze struktur trzeciorzedowych DNA) nowopowstajgca ni¢ moze odtgczyc sie, przemiescic
i przyfaczy¢ do innych widetek. Potaczenie to zachodzi dzieki, nawet niewielkiej,
homologi korica 3’. Nastepuje potgczenie obu widetek, a przemieszczona ni¢ staje sie

starterem i ulega wydtuzeniu w widetkach do ktdrych sie dofaczyta. Jezeli ni¢ potaczy
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sie z nowymi widetkami potozonymi ponizej pierwotnego miejsca, to skutkiem bedzie
delecja, jezeli przeskok nastgpi do sekwencji zlokalizowanych powyzej - to wystgpi
duplikacja. Przemieszczenie takie moze zajs¢ kilkukrotnie, natomiast po przejsciu
polimerazy wydtuzona ni¢ powraca do oryginalnych widetek replikacyjnych,
a konsekwencjg tych proceséw jest ztozona mutacja [Gu i wsp. 2008, Zhang F i wsp.
2009]. Wykazano, ze zjawisko to jest jedng z przyczyn zmian obserwowanych w genie

dystrofiny [Zhang Z i wsp. 2008].
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Ryc. 8. Przyktadowe konsekwencje mechanizméw prowadzgcych do rearanzacji
genomowych [Gu i wsp. 2008]

Istotne znaczenie w wystgpieniu duzych zmian genomowych, szczegélnie z
zaangazowaniem NAHR, majg sekwencje powtdrzone, ktére sg rozproszone po catym
genomie cztowieka. Nalezg do nich LINE (long interspersed nuclear element) czyli
dtugie rozproszone sekwencje jgdrowe o dtugosci ponad 6 tysiecy par zasad oraz SINE
(short interspersed nuclear element) krétkie rozproszone sekwencje o dtugosci od 100
do 400 pz, z ktdérych najlepiej poznane sg sekwencje Alu. | to wtasnie te sekwencje,
znajdujgce sie w catym genomie w bardzo licznych kopiach, czesto sg przyczyna
nieallelicznej rekombinacji homologicznej, a tym samym lezg u podtoza réznych choréb
genetycznych [Batzer i Deininger 2002]. Udziat sekwencji Alu stwierdzono w
rearanzacjach gendw BRCA1 i BRCA2 powigzanych z dziedzicznym rakiem piersi i/lub
jajnika [Sluiter i van Rensburg 2001] oraz genu LDLR, ktérego mutacje odpowiedzialne

sg za rodzinng hipercholesterolemie [Chaves i wsp. 2001]. Jednak NAHR moze zajs¢ i
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pomiedzy innymi sekwencjami powtdrzonymi, natomiast ani w NHEJ ani w FoSTeS nie
obserwuje sie bezposredniego udziatu powtdrzen, cho¢ w przypadku FoSTeS wydaje
sie, ze sekwencje LCRs moga przybliza¢ do siebie widetki replikacyjne zaangazowane
pozniej w powstanie mutacji [Gu i wsp. 2008]. Z pewnoscig nie zidentyfikowano jeszcze
wszystkich mechanizméw zaangazowanych w powstawanie mutacji, jednak szybko
rozwijajgce sie metody analizy genomu przyczynig sie do ich lepszego poznania

i zrozumienia.

3.5.1. Duze rearanzacje genu NIPBL.

Mutacje punktowe genu NIPBL wystepujg u okoto 50% chorych oséb
z zespotem Cornelii de Lange, dodatkowo u okoto 5% znajdowane sg mutacje gendéw
kodujgcych podjednostki rdzenia kompleksu kohezyny (SMC1 i SMC3). Oznacza
to istnienie sporego odsetka pacjentow bez zidentyfikowanego molekularnego
czynnika patologicznego. Majgc na uwadze te wyniki oraz réznorodnos¢ fenotypdw
obserwowanych u pacjentéw kilka grup naukowcdédw zajmujgcych sie CdLS podjeto sie
sprawdzenia w jakim stopniu ze schorzeniem powigzane sg duze rearanzacje genu
NIPBL. W jednym os$rodku, po przebadaniu 50 pacjentéw, z wykluczong wczesniej
mutacjg punktowg, wykryto duzg delecje. Mutacja ta o wielkosci okoto 5200pz
obejmowata eksony 41-42 (wraz z przylegtymi sekwencjami introndéw) i zostata
zidentyfikowana u dwuletniej dziewczynki z cechami fenotypu odpowiadajgcymi
ciezkiej postaci zespotu [Bhuiyan i wsp. 2007]. Doktadne badania miejsc pekniec
wykluczyty zaangazowanie sekwencji typu Alu w zaistniatg rearanzacje. W gdarskim
osrodku, u jednej pacjentki, sposrdd 11 przebadanych, zidentyfikowano kolejng duzg
delecje o wielkosci okoto 63 tysiecy pz zawierajaca eksony 35-47 [Ratajska i wsp. 2010].
Podobnie jak w pierwszym przypadku cechy fenotypu pacjentki byty charakterystyczne
dla klasycznej postaci CdLS. Szczegdétowe badania pozwolity na okreslenie pekniec
pomiedzy dwiema sekwencji LINE, wykazaty réwniez insercje 15pz co sugeruje udziat
zjawiska NHEJ w postaniu tej delecji. Zaréwno w jednym jak i w drugim przypadku
mutacje prowadzg do powstania skréconego biatka niezdolnego do petnienia
prawidtowo swoich funkcji. Zidentyfikowano takze duplikacje obejmujacg eksony 11 -
22 w linii komdrkowej wyprowadzonej z limfocytéw B pacjenta z cechami CdLS

[Vrouwe i wsp. 2007]. W tych przypadkach do poszukiwan rearanzacji wykorzystano
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technike MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification — zalezna od ligazy
tancuchowa reakcja polimerazy) pozwalajgcg na réwnoczesne wykrycie zaburzen liczby
kopii kilkudziesieciu réznych sekwencji DNA. W innej grupie pacjentéw, za pomocga
aCGH (array Comparative Genomic Hybridisation — pordwnawcza hybrydyzacja
genomowa do mikromacierzy), zidentyfikowano duplikacje w rejonie genu NIPBL oraz
SMC1. Fenotyp tych pacjentow, pod pewnymi wzgledami, odbiegat od
charakterystycznego dla CdLS, ale wystepowaty réwniez cechy wspdlne takie jak:
opdzinienie rozwoju psychomotorycznego, zaburzenia snu i nieprawidtowosci
w budowie konczyn [Yan i wsp. 2009]. Wyniki te sugerujg, ze zmiany liczby kopii
genow, ktorych produkty sg zaangazowane w kohezje, badz duze delecja i/lub
duplikacje eksondw w tych genach u pacjentéw z zespotem s3g rzadkie, niemniej

powinno sie dgzy¢ do okreslenia rzeczywistej czestosci tego zjawiska.

3.6. Techniki molekularne wykorzystywane w poszukiwaniu mutaciji.

Niewatpliwe najlepszg technikg pozwalajgcg na doktadne scharakteryzowanie
zmiany sekwencji nukleotydowej jest sekwencjonowanie bezposrednie, jest to jednak
technika czasochtonna. By usprawni¢ badania mozna zastosowa¢ metody posrednie,
ktore sg szybsze i tansze, i cho¢ oczywiscie charakteryzujg sie mniejszg swoistoscig,
pozwalajg na wstepne wykrycie zaburzen w produktach amplifikacji (uzyskanych
w reakcji PCR) badanych sekwencji. Do metod posrednich zalicza sie miedzy innymi:
SSCP (single stranded conformational polymorphism) czyli badanie zmian konformacji
jednoniciowego DNA, analize heteroduplekséw HA (heteroduplex analysis) badz
elektroforeze na zelach z gradientem czynnika denaturujgcego DGGE (denaturing
gradient gel electrophoresis).

Aktualnie jedng z najczulszych metod posrednich wykorzystywang
do poszukiwania nowych mutacji jest DHPLC (denaturing high performance liquid
chromatography) czyli wysokosprawna denaturujgca chromatografia cieczowa.
Analizowane amplikony (powielone fragmenty DNA) o maksymalnej dtugosci 700pz
przeprowadzane sg przez ztoze kolumny chromatograficznej w gradiencie czynnika
denaturujgcego, jakim jest acetonitryl. Zachodzaca w tych warunkach czesciowa
denaturacja termiczna pozwala na utworzenie heteroduplekséw (pomiedzy nicig

prawidtowg i z mutacjg), ktére charakteryzujg sie stabszym zwigzaniem do ztoza
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kolumny niz homodupleksy, i tym samym sg szybciej z niej wymywane. Rozdziat jest
monitorowany i mierzony za pomocg pomiaru absorbancji przy 260nm i przedstawiany
graficznie jako chromatogram. Profil elucji jest charakterystyczny i powtarzalny dla
danej zmiany, co pozwala na odrdznienie nowych mutacji od zanalizowanych wczesniej
badz znanych polimorfizmdéw. Czuto$é metody siega 100%, wszystkie wykryte w ten
sposob odstepstwa od kontroli muszg zosta¢ zsekwencjonowane, aby dokfadnie
okresli¢ zmiane.

Inng réwnie czutg technikg posrednig jest denaturacja DNA z wysoka
rozdzielczoscig - HRM (high resolution melting). Mozna jg wykorzysta¢ do poszukiwan
nowych mutacji oraz polimorfizmdw takich jak pojedyncze zmiany nukleotydowe (SNP-
single nucleotide polymorphism). Metoda ta opiera sie na detekcji matych rdznic
temperatury topnienia (czyli temperatury w ktdrej dwie nici DNA ulegajg rozpleceniu,
a ktéra zalezna jest od stosunku par AT do GC) miedzy badanymi sekwencjami.
W czasie reakcji PCR jednym ze sktadnikdw mieszaniny reakcyjnej jest fluorescencyjny
znacznik interkalujgcy do podwdjnej nici DNA. Gdy znacznik jest wigczony do dsDNA
jego detekcja jest bardzo tatwa, gdyz intensywnos¢ sygnatu jest duza, natomiast gdy
nici DNA ulegna rozpleceniu - sygnat prawie zanika. Po zakonczeniu reakcji PCR badane
fragmenty poddaje sie dziataniu temperatury, w momencie gdy nastepuje denaturacja
intensywnos¢ sygnatu zmienia sie co przedstawiane jest za pomocg wykresu jako
krzywe topnienia odmienne dla réznych sekwencji. Metoda ta jest bardzo szybka oraz
tania, jednak czuto$é jej spada wraz z dtugoscig analizowanych fragmentow.

Do poszukiwan duzych rearanzacji gendw wykorzysta¢ mozna kilka technik,
sg one miedzy sobg zrdznicowane i mogg stuzy¢ do wykrywania znanych badz nowych
zmian. Jedng z powszechnie kiedy$S uzywanych jest metoda Southerna (Southern
blotting). Jest ona oparta na hybrydyzacji i pozwala na detekcje zaréwno zmian
liczbowych jak i translokacji czy inwersji. Badane DNA najczesciej poddaje sie dziataniu
enzymow restrykcyjnych i nastepnie przeprowadza rozdziat za pomocg elektroforezy.
Kolejnym etapem jest transfer fragmentdw DNA na membrane i uwidaczniane ich
poprzez hybrydyzacje z wyznakowanymi odpowiednio sondami.

Coraz powszechniej stosuje sie metode MLPA opracowang przez MRC Holland
(Holandia), ktéra pozwalana na jednoczesng analize zaburzen liczby kopii wielu

badanych eksondw (do 40). Stosuje sie tutaj pary sond komplementarnych do
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sgsiadujgcych ze sobg sekwencji analizowanych fragmentéw. Sondy, poza sekwencjami
hybrydyzujagcymi do sekwencji badanych eksondw, zawierajg, jednakowe dla
wszystkich par, sekwencje starterowe. Ponadto jedna sonda z kazdej pary ma
dodatkowo przytgczong wstawke (o okreslonej dtugosci), umozliwiajgcg rozrdznienie
sond w czasie elektroforezy kapilarnej. W momencie, gdy analizowany fragment jest
niezmieniony sondy sg w stanie sie do niego prawidtowo przytgczyé, a nastepnie
za pomocag ligazy sg scalane stajac sie matrycg w reakcji PCR. Startery wykorzystywane
w czasie reakcji PCR sg wyznakowane fluorescencyjnie umozliwiajgc detekcje w czasie
elektroforezy. Liczba kopii produktu otrzymanego po PCR jest proporcjonalna do liczby
kopii sekwencji matrycowej co odzwierciedla sie w intensywnosci sygnatu. Jezeli
natezenie sygnatu prébki jest zawyzone do 130-150% (przy porédwnaniu do sond
kontrolnych rozrzuconych po genomie) mozna moéwi¢ o duplikacji danego fragmentu,
gdy natomiast sygnat jest obnizony o 30-50% to nastgpita delecja eksonu. Niewatpliwg
zaleta MLPA jest wzgledna prostota wykonania oraz mata ilos¢ DNA potrzebna
do badania.

Jedng z technik cytogenetyki molekularnej jakg mozna wykorzysta¢ do detekcji
znanych rearanzacji genomowych oraz scharakteryzowania nowych zmian, jest
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH— fluorescence in situ hybridization). Polega
ona na przytaczeniu sie sond o znanej sekwencji, do chromosomoéw badz jader
interfazalnych. Zastosowanie specyficznych sond pozwala na zlokalizowanie pekniec
chromosomoéw, okreslenie translokacji czy wykrycie duplikacji, amplifikacji badz delecji
badanego fragmentu chromosomu. Sondy sg wyznakowane fluorochromami, ktére
Swiecg po wzbudzeniu Swiattem o okreslonej dtugosci fali i rdwnoczesne zastosowanie
kilku  znacznikbw pozwala na  sprecyzowanie  zaistniatych  przetasowan
chromosomowych.  Analize  przeprowadza sie  wykorzystujgc  mikroskop
fluorescencyjny.

Inng, ciggle doskonalong i znajdujgcg coraz szersze zastosowanie, technika
z pogranicza cytogenetyki i biologii molekularnej jest poréwnawcza hybrydyzacja
genomowa do mikromacierzy (aCGH). Jedna z odmian tej metody umozliwia ocene
genomu w pojedynczym badaniu z bardzo duzg rozdzielczoscig siegajaca kilkuset,
a w niektérych przypadkach, kilkunastu par zasad. Polega ona na hybrydyzacji do,

umieszczonych na nosniku (macierzy), oligonukleotydowych sond (reprezentujgcych
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caty genom lub wybrane chromosomy) badanego DNA wymieszanego, w rownym
stosunku, z DNA referencyjnym. DNA badane jak i kontrolne sg wyznakowane
odmiennymi znacznikami fluorescencyjnymi, a analiza polega na laserowym
wzbudzeniu fluorescencji i poréwnaniu jej natezenia dla obu fluorochroméw.
Komputerowy program analizuje stosunek fluorescencji obu znacznikéw
dla poszczegdlnych sond, a wynik zostaje przedstawiony w postaci ideograméw
chromosomdéw z zaznaczonymi niezrownowazeniami. Zwiekszenie kopii materiatu
genetycznego diagnozuje sie, gdy przewaza fluorescencja znacznika zastosowanego
do DNA badanego, natomiast utrate materiatu, gdy przewaza sygnat z fluorochromu
zastosowanego do wyznakowania DNA referencyjnego. W sytuacji, gdy stosunek obu
znacznikéw jest zblizony do jednosci, wyklucza sie aberracje. Podstawowg zaletg tej
metody jest wysoka rozdzielczos¢ oraz mozliwo$é wykorzystania materiatu
archiwalnego, wadg natomiast wykrywanie tylko zmian niezréwnowazonych.

Coraz wieksze znaczenie w ocenie zidentyfikowanych zmian sekwencyjnych
majg narzedzia in silico czyli analiza wykonana za pomocg okreslonych,
bioinformatycznych programéw komputerowych, dostepnych czesto za pomoca
Internetu. Pozwalajg one miedzy innymi na pordwnanie sekwencji badanego genu
z sekwencjami homologicznych genéw zidentyfikowanych u blisko spokrewnionych
organizmdéw, co umozliwia wskazanie fragmentéw konserwowanych ewolucyjnie,
zidentyfikowanie domen, a nawet lepsze zrozumienie funkcji jego produktu. Poprzez
podobne poréwnanie budowy biatek mozliwe jest rdéwniez zweryfikowanie,
potencjalnie patogennego, wptywu wykrytej zamiany aminokwasow
na funkcjonowanie biatka kodowanego przez badany gen. Mozna tu wymieni¢ SIFT
(http://sift.jcvi.org/) czy PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/). Ostatnio
czesto podkresla sie zawitos¢ procesu wycinania introndw i sktadania dojrzatego mRNA
[Baralle i Barelle 2005; Baralle i wsp. 2006; Chamary i Hurst 2009] oraz jaki wptyw
na te procesy majg specyficzne sekwencje nukleotydowe znajdujgce sie w eksonach
i/lub intronach gendw. S3 to najczesciej heksamery rozpoznawane przez biatka
z rodziny SR (serine/arginine rich), ktore regulujg proces sktadania RNA, i wyrdznia sie
w nich zaréwno sekwencje wzmacniajgce ten proces (exonic/intronic splicing enhancer
— ESE/ISE) jak i ostabiajace (exonic/intronic splicing silencer — ESS/ISS) [Blencowe 2000,
Fairbrother i wsp. 2002, Siala i wsp. 2010]. Wykazano, ze substytucje nukleotydowe
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w tych sekwencjach moga skutkowac¢ powstaniem alternatywnych miejsc sktadania
mRNA. Sugeruje to, iz nawet potencjalnie niegrozna zmiana typu ,silent” moze miec
bardzo powazine konsekwencje biologiczne. W celu zweryfikowania hipotezy czy
zmiana nukleotydu zaburza proces prawidtowego sktadania mRNA takie mozna
wykorzystaé narzedzia in silico takie jak: ESE Finder (http:// rulai.cshl.edu/tools/ESE2/)
czy HSF (Human Splicing Finder, http://www.umd.be/HSF)

3.7. Podsumowanie

Zespot Cornelii de Lange przewaznie jest diagnozowany na podstawie cech
fenotypu w pierwszym okresie Zzycia pacjenta. Rozwijajgca sie biologia molekularna
dostarcza narzedzi pozwalajagcych na coraz lepsze poznanie i zrozumienie
patomechanizmu lezgcego u podstaw tego schorzenia. Do tej pory udowodniono
wystepowanie mutacji trzech gendw u chorych z CdLS. Najpowszechniej wsrdéd
pacjentéw diagnozowane sg mutacje punktowe w genie NIPBL kodujgcym delangine,
czyli biatko regulujgce przytaczanie sie kompleksu kohezyny do chromatyd
siostrzanych. Od momentu odkrycia tego genu w 2004 roku coraz wieksze znaczenie
zaczeto przypisywac poszukiwaniom jego wariantdw sekwencyjnych w diagnostyce
schorzenia. Wyniki dotychczasowych badan wskazujg, ze mutacje w tym genie
sg zlokalizowane wzdtuz catej sekwencji kodujgcej i nie wykazano wystepowania tzw.:
hot spot. Zestawienie wszystkich znanych mutacji (do kwietnia 2010 roku) wskazuje
jednak, ze nie wszystkie eksony sg zaangazowane w zmiany z takg samg czestoscia
[Oliveira i wsp. 2010]. Najwiecej mutacji zlokalizowanych jest w eksonie 10, ale wptywa
na to jego wielkos¢. Ponadto wykazano, ze okoto 80% mutacji zlokalizowanych jest
w 21 eksonach, co moze sugerowac, ze molekularng diagnostyke u pacjentéw powinno
sie rozpoczyna¢ od przeanalizowania tych witasnie fragmentéw genu. Od momentu
zidentyfikowania genu NIPBL uptyneto stosunkowo niewiele czasu a zespdt Cornelii
de Lange wystepuje z niewielkg czestoscig, wiec analiza zmian sekwencyjnych NIPBL
w planowanej rozprawie doktorskiej moze pozwoli¢ na zweryfikowanie tych
obserwacji. Wyniki badan réznych autoréw wskazujg takze na istnienie zaleznosci
pomiedzy wystgpieniem mutacji w genie NIPBL a objawami klinicznymi u pacjentéw.
Dlatego tez jednym z celdw niniejszej pracy byto dostarczenie kolejnych danych

do okreslenia korelacji miedzy typem mutacji a fenotypem. W niniejszej pracy badanie
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mutacji punktowych w wyselekcjonowanych eksonach genu NIPBL zaplanowano
z wykorzystaniem bardzo czutej oraz szybkiej techniki posredniej jakg jest DHPLC.
Natomiast te eksony, ktérych budowa nukleotydowa uniemozliwia zastosowanie tej
metody przesiewowej, poddawane bedy od razu sekwencjonowaniu. Nie we
wszystkich grupach pacjentdw na swiecie, u ktérych wykluczono mutacje punktowsa,
przeprowadza sie dodatkowo analize duzych rearanzacji genomowych. Dlatego tez
kolejnym celem niniejszej pracy byto okreslenie czestosci tego zjawiska wsrdd chorych
CdLS. Do badan tych zaplanowano wykorzystanie techniki MLPA, charakteryzujacej sie
prostotg wykonania analizy oraz czytelnoscia otrzymanych wynikéw. Jednoczesne
poszukiwanie zmian sekwencyjnych oraz delecji i/lub duplikacji eksonéw genu NIPBL

pozwoli na otrzymanie wiarygodnych wynikéw w grupie polskich chorych z CdLS.
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4. CELE PRACY

1. Okreslenie czestosci oraz rodzaju mutacji punktowych w sekwencji kodujacej
genu NIPBL u pacjentdw z klinicznie rozpoznanym zespotem Cornelii de Lange.

2. Przeprowadzenie analizy duzych rearanzacji w genie NIPBL w grupie pacjentéw
z wykluczong wczesniej mutacjg punktowg tego genu.

3. Przeprowadzenie analizy kosegregacyjnej u rodzicow pacjentéw
ze zidentyfikowang substytucjg nukleotydowg w genie NIPBL.

4. Okreslenie zwigzku fenotypu z obecnoscig i rodzajem mutacji w genie NIPBL.
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5.1. Materiat.

Badania przeprowadzono na grupie 70 pacjentéw z terenu catej Polski,
z klinicznie rozpoznanym zespotem Cornelii de Lange. WSstepne rozpoznanie byto
weryfikowane poprzez bezposrednie konsultacje pacjentéow przez specjaliste z genetyki
klinicznej dr n. med. Jolante Wierzbe z Kliniki Pediatrii, Hematologii, Onkologii
i Endokrynologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku. Badania
przeprowadzono tylko u tych pacjentéw, ktdérych opiekunowie wyrazili na to pisemng
zgode po zapoznaniu sie z planem projektu. Pacjenci zakwalifikowani do badan byli
w wieku od kilku miesiecy do 40 lat, wsréd nich byto 36 oséb ptci zeriskiej i 34 meskiej.
Na podstawie systemu punktacji opracowanego do kwalifikowania postaci zespotu
(Tab. 2) u 32 oséb zidentyfikowano ciezkg (klasyczng) postac zespotu, a u 38 postac

tagodna. Na wykresie W. 1 przedstawiono rozktad postaci zespotu dla pfci pacjentéw.

W. 1. Procentowy udziat postaci klinicznych 70 pacjentéw z zespotem CdLS.

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

0%

pte¢ meska pte¢ zeriska

M postac¢ fagodna  m postac klasyczna

Od kazdego z pacjentéw pobrano od 3 do 5ml krwi na antykoagulant
i nastepnie wyizolowano DNA. Réwnoczesnie w przypadku 42 pacjentéow, pobrano
krew na antykoagulant od jednego lub obojga rodzicéw, a po wyizolowaniu DNA zostat

zabezpieczony w -20°C.
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5.2. Metody.

5.2.1. Aparatura.

Tab. 4. Zestawienie aparatury wykorzystywanej do analiz.

Aparatura Producent
Piec do hybrydyzacji Agilent Technology
Sekwenator automatyczny ABI PRISM 310
Termocykler, GeneAmp PCR System 2700 Applied Biosystem
Termocykler, GeneAmp PCR System 2720
Aparaty do elektroforezy
MiniProtean — zestaw do elektroforezy pionowej
Bio-Rad
System do archiwizacji zeli Gel Doc 2000
Zasilacz PowerPac 3000
Wiréwka 5810R
Wiréwka z chtodzeniem 5804
Wirdwka 5415R
Eppendorf
Mini Spin 5452
Termocykler Mastercycler
Termomixer
Skaner do mikromacierzy Genepix 40008 Genepix
Worteks Ika
taznia wodna z pokrywa MB-13 Julabo
Cieplarka Laborgerate Berlin
Termocykler PTC-200 DNA Engine MJ-Research
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 NanoDrop Technologies
Cieplarka Haraeus Function Line B6 Thermo Elektron Corporation
Zestaw DHPLC - System WAVE 3500 Transgenimic Ltd
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UVP Dual- Intensity

Transiluminator ] .
Transiluminator

5.2.2. Odczynniki.

Tab. 5. Zestawienie odczynnikow wykorzystywanych do analiz.

Odczynnik Producent

Zestaw do izolacji DNA - Genomic Midi AX

Zestaw do izolacji RNA - total RNA Mini kit

A&A Biotechnology
Zestaw do oczyszczania produktéw PCR -Clean-up

Zestaw do oczyszczania po reakcji z Big Dye -

Exterminator

Genomic Labelling Kit PLUS

Human Genomic CGH 105A Oligo Microarray Kit
Agilent Technology

Oligo aCGH/ CHIP-on-CHIP Hybridization Kit

Oligo aCGH/ CHIP-on-CHIP Wash Buffer 1+2

10x EDTA bufor

5x Sequencing Buffer

BigDye Terminator Kit wersja 3.1

Formamid
Applied Biosystems

Kapilara 47cm x 50um

Marker wielko$ci GeneScan-500 TAMRA

Polimer POP-4

ROX Size Standard Gene Scan-500

Zestaw do syntezy cDNA BioScript™ Bioline Inc.
Akrylamid/bis 37,5:1 Bio-Rad

Marker wielkosci M100-500 DNA Gdansk II

Tris EDTA Buffer Solution pH=8.0 Fluka Analytical
Startery IBB PAN, Warszawa
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Proteinaza K

ICN

10 x bufor do polimerazy

dNTP (100 pM)

Marker wielkosci Gene Ruler DNA Lauder Low Range

MgCl, (25mM)

Taq Polimeraza DNA (5U/ul)

MBI, Fermentas

Chloroform

MERCK
Izopropanol
SALSA MLPA KIT P141/P142 NIPBL MRC-Holland
Acetonitryl HPLC

POCH Gliwice
Alkohol etylowy 96%
Agaroza Basica Prona
Zestaw do izolacji DNA - QlAamp DNA Mini kit QIAGEN
Btekit bromofenolowy
Bromek etydyny
Chlorek amonu
Chlorek sodu
Cyjanol ksylenu
EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy)

SIGMA — Aldrich

Formamid

Kwas borowy

Octan sodu

Proteinaza K

Puromycyna

Sacharoza

SDS
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Wymiennik jonowy TEAA Solution, 2M

Transgenomic

5.2.3. Wykaz roztwordw wykorzystywanych do analiz.

Bufor A do DHPLC

100ml wymiennika jonowego TEAA

uzupetni¢ ddH,0 do 2000ml

Bufor B do DHPLC

100ml wymiennika jonowego TEAA

500ml acetonitrylu
uzupetni¢ ddH,0 do 2000ml

Bufor C do DHPLC
80ml acetonitrylu
uzupetnié¢ ddH,0 do 1000ml

Bufor D do DHPLC
750ml acetonitrylu
uzupetni¢ ddH,0 do 1000ml

Bufor do Proteinazy K
100mM NacCl
10mM TRIS HCI, pH 8.0
25mM EDTA, pH 8.0
0,5% SDS

Bufor obcigzajacy, stezony 6x
40% sacharoza
0.25% bromofenol
0.25% cyjanol ksylenu

Bufor RBC, stezony 5x
41.46g NH,CI
4.6g KHCO;
10ml 0,5M EDTA, pH 8,0
uzupetni¢ ddH,0 do 1000ml

Bufor TAE, stezony 50x
242g TRIS

1ml lodowatego kwasu octowego
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100mI0,5 M EDTA, pH 8,0
uzupetni¢ ddH,0 do 1000ml

Bufor TBE, stezony 5x
54g TRIS
27,5g Kwas borowy
20ml0,5 M EDTA, pH 8,0
uzupetni¢ ddH,0 do 1000ml

Roztwodr roboczy akrylamidu (7%) (100 ml)
1.9ml 50x TAE
23.5ml 30% akrylamid/bis (37.5:1)

5.2.4. Izolacja DNA z limfocytdw krwi obwodowej.

W celu przeprowadzenia analizy mutacji punktowych, jak i duzych rearanzacji,
genu NIPBL, izolowano DNA z limfocytéw krwi obwodowe;j. Izolacje te przeprowadzano
za pomocg dwéch metod:

I) tradycyjng metodg trawienia proteinazg K z ekstrakcjg fenol/chloroform
i precypitacjg etanolem,
II) z wykorzystaniem zestawu do izolacji DNA: Genomic Midi AX firmy A&A

Biotechnology.

Ad. 1) Pobrang na antykoagulant krew obwodowg przenoszono do 50ml
probdéwek typu ,falcon” i postepujac zgodnie z protokotem zamieszczonym w Tab. 6
ekstrahowano DNA. Wpierw usuwano erytrocyty dziatajgc na nie buforem RBC,
nastepnie limfocyty lizowano roztworem SDS przy rédwnoczesnym trawieniu biatek
proteinazg K i inaktywacja DNaz za pomocg EDTA. W kolejnym etapie,
z wykorzystaniem fenolu oraz chloroformu, oddzielano frakcje DNA od frakcji biatek.
DNA z roztworu wytrgcano izopropanolem, a nastepnie po wysuszeniu, rozpuszczano

w 300ul ddH-0.

Tab. 6. Protokdt izolacji DNA ze swiezej krwi obwodowej tradycyjng metoda.

5-10 ml krwi pobranej na EDTA przenies$¢ do probdwki o poj. 50ml

wirowac przez 10 min (3200xg, +4°C), odciggna¢ supernatant

osad elementdw morfotycznych zala¢ 10ml buforu 1xRBC, wymieszaé

inkubowaé 10 min w temp. +4°C

wirowaé przez 10 min (3200xg, +4°C), odciagnac supernatant

ponownie doda¢ bufor 1xRBC (5ml), wymieszaé, odwirowaé¢ w w/w warunkach, odciggna¢
supernatant

7. czynnosc z punktu 6. powtarzac az do uzyskania biatego osadu krwinek

ok wNRE
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8. osad zawiesi¢ w 5ml NaCI/EDTA, doda¢ 500l 10% SDS i 12ul proteinazy K (20mg/ml)
9. inkubowa¢é co najmniej 12h w temp. +37°C

10. dodaé 5ml fenolu (o pH 7.9) i wytrzgsac przez 20 min

11. wirowac przez 15min (6000xg, +4°C), gérna warstwe przenie$é¢ do nowej probdwki
12. dodaé 5ml chloroformu, wytrzgsac¢ przez 30 min

13. wirowac przez 15min (6000xg, +4°C), gérna warstwe przenie$é¢ do nowej probdwki
14. czynnos¢ z punktu 13. powtdrzyé dwukrotnie

15. dodaé 5ml izopropanolu, wymieszaé , inkubowaé 30 min w temp. -20°C

16. wirowac przez 30 min (6000xg, +4°C), zla¢ supernatant

17. osad przeptukac dodajac 1ml 70% etanolu

18. wirowac przez 15 min (6000xg, +4°C), zla¢ supernatant

19. osad wysuszy¢

20. rozpusci¢ osad DNA w 300ul ddH,0

Ad. 1l) lzolacja, polegajagca na uzyciu membran jonowo-wymiennych
umieszczonych na kolumnach i wigzacych DNA, ktéry nastepnie jest z nich wyptukiwany
roztworem soli o wysokiej sile jonowej, po wczesniejszym usunieciu zanieczyszczen,
zostata przeprowadzona wg zmodyfikowanego protokotu producenta zamieszczonego

w Tab. 7.

Tab. 7. Protokét izolacji DNA ze swiezej krwi obwodowej z wykorzystaniem zestawu
do izolacji Genomic Midi AX.

1. 2ml krwi pobranej na EDTA przenies¢ do probdwki o poj. 15mli doda¢ 2ml Buforu Lizujgcego L
1.4 oraz 50yl Proteazy

2. cato$¢ wymiesza¢ i inkubowaé 20min w temp. 50°C

3. probdéwki intensywnie worteksowaé przez 20sek.

4. cato$¢ mieszaniny przenies¢ na kolumne umieszczong w probdwce o poj. 15 ml

5. wirowa¢ w rotorze uchylnym 2min (1810xg, +18°C)

6. przenies¢ kolumne do nowej probdéwki o poj. 15ml, dodac 2,5 ml Buforu Ptuczacego K2

7. wirowac¢ w rotorze uchylnym 2min (1810xg, +18°C)

8. ponownie doda¢ 2,5ml Buforu Ptuczgcego K2 i wirowaé w w/w warunkach

9. przeniesé kolumne do nowej probdwki o poj. 15ml, doda¢ 0,55 ml Buforu Elucyjnego K3

10. inkubowac¢ 2min w temp. pok.

11. wirowaé w rotorze uchylnym 1min (1810xg, +18°C)

12. ponownie doda¢ 0,55ml Buforu Elucyjnego K3 i wirowaé w w/w warunkach

13. eluat przenies¢ do probowki typu ,,eppendorf” o poj. 2 ml, dodac 0.8 ml izopropanolu,

14. wymieszac przez kilkukrotne odwrdcenie probowki

15. wirowac przez 15min (6000xg, +4°C), zlaé supernatant

16. osad przeptukac dodajac 0.5ml 70% etanolu

17. wirowaé przez 10min (6000xg, +4°C), zla¢ supernatant

18. wysuszy¢ osad

19. rozpusci¢ osad DNA w 50ul ddH,0

W wybranych przypadkach, wykonano ponowng izolacje kwasu nukleinowego z
wykorzystaniem zestawu do izolacji DNA QlAamp Mini kit firmy QIAGEN. lzolacje

przeprowadzono wg protokotu zatgczonego przez producenta.
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5.2.5. Izolacja RNA.

Do Swiezo pobranej krwi dodawano puromycyne w stezeniu 200ug/ml (SIGMA
— Aldrich), a po inkubacji przez 1h w temp. pok. krew zamrozono w -20°C. Puromycyna
ma za zadanie zahamowac¢ degradacje nieprawidtowego mRNA (NMD - Nonsense-
Mediated Decay). 1zolacje RNA przeprowadzono korzystajgc z zestawu total RNA Mini
kit (A&A Biotechnology) postepujagc zgodnie z protokotem zatgczonym przez
producenta.

Za pomocg spektrofotometru NanoDrop ND-1000 v 3.1.2 przeprowadzono
pomiar ilosciowy i jakosciowy kwasdw nukleinowych, a nastepnie doprowadzano DNA

do roboczego stezenia dla reakcji PCR (30 — 50ng/ul).

5.2.6. Synteza cDNA.

Do syntezy cDNA uzyto 10ul catkowitego RNA o stezeniu okoto 50ng/pl
korzystajagc z zestawu Bioscript™ (Bioline Inc.). W czasie syntezy postepowano

wg protokotu producenta.

5.2.7. Amplifikacja sekwencji kodujacej genu NIPBL.

Sekwencje kodujgcych eksondéw wraz z flankujgcymi fragmentami intronéw
genu NIPBL zostaty zamplifikowane za pomoca reakcji PCR z wykorzystaniem starterow
zaprojektowanych z uzyciem programu Primer3imput na podstawie sekwencji genu

NIPBL ~ (ENST00000282516, dostepna w  bazie internetowej  Ensembl

http://www.ensembl.org). Eksony 9 i 10, ze wzgledu na duze rozmiary, zostaty
podzielone na kilka, zachodzgcych na siebie, fragmentéw utatwiajgcych
przeprowadzenie analizy. Z kolei z powodu niewielkich dtugosci eksondw oraz krdtkie
sekwencje intronowe pomiedzy eksonami nastepujgce fragmenty amplifikowano
tacznie: 13-14, 28-29 oraz 35-36. tacznie opracowano startery dla 49 amplikonéw —

ich sekwencje zostaty przedstawione w Tab. 8.
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Tab. 9. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej stosowanej do reakcji PCR z r6zng zawartoscia

jonéw magnezu.

Sktadniki mieszaniny Objetosé w ul/prébka
ddH,0 18,9 18,4 17,7
10xbufor 2,5 2,5 2,5
MgCl, (25mM) 2 2,5 3
dNTP mix (10mM) 0,5 0,5 1
Startery (10uM) 0,5/0,5 0,5/0,5 0,5/0,5
Polimeraza (5U/ul) 0,12 0,12 0,12
DNA (30-50pl) 1 1 1

Reakcje amplifikacji przeprowadzano w objetosci 25ul zgodnie z profilem

termicznym przedstawionym w Tab. 10. Dla kazdego amplikonu empirycznie ustalono

optymalne temperatury przytaczania starterow (T, zestawione w Tab. 8). W podobny

sposob, w zaleznosci od stezenia jondw magnezu, ustalono sktad mieszaniny reakcyjnej

(zestawione w Tab. 8 oraz Tab. 9). Kazdorazowo w reakcji PCR, w celu kontroli

prawidtowego jej przeprowadzenia, stosowano kontrole negatywng, ktdrg stanowita

probka z jatowa woda. Po zakonczeniu amplifikacji

obecno$é¢ produktu oraz

specyficznosc¢ reakcji sprawdzano przy pomocy elektroforezy agarozowe;j.

Tab. 10. Profil termiczny reakcji PCR.

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Denaturacja wstepna 94°C 5’ 1
Denaturacja 94°C 30”

Przytaczanie starterow Ta 30” 35
Wydtuzanie 72°C 45”
Wydtuzanie konncowe 72°C 5 1

5.2.8. Elektroforeza agarozowa.

Elektroforetyczny rozdziat produktéw reakcji PCR przeprowadzano na 2% zelu

agarozowym

(z dodatkiem bromku etydyny)

zanurzonym w buforze 1xTBE.

Do studzienek zelu nanoszono po 5ul produkt PCR wymieszanych wczes$niej z 3pl
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buforu obcigzajgcego i przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny, w obecnosci
markera wielkosci, przy statym napieciu 140V przez okoto 30min. Po wizualizacji
prazkéw w swietle UV uzyskany obraz archiwizowano z uzyciem systemu Gel Doc 2000

(Bio-Rad).

Ryc. 9. Przyktadowy Zel agarozowy wybarwiony bromkiem etydyny po rozdziale
produktu amplifikacji fragmentu 9B genu NIPBL.
1-marker wielkosci; 2, 3, 4 - zamplifikowane fragmenty; 5 - kontrola
negatywna.

5.2.9. Wysokosprawna denaturujaca chromatografia cieczowa DHPLC.

DHPLC jest czuta technikg posrednig stuzgcg wykrywaniu zmian w sekwencjach
nukleotyddw wykorzystujgca wysoka rozdzielczo$¢ zt6z kolumn chromatograficznych.
Oparta jest na detekcji, powstajgcych w warunkach czesciowej denaturacji termicznej,
heteroduplekséw (pomiedzy nicig prawidtowg i z mutacjg), ktére z kolumny sg szybciej
wymywane niz homodupleksy. Z wykorzystaniem oprogramowania Transgenomic
Navigator™ Software wyselekcjonowano eksony genu NIPBL, ktdérych budowa
umozliwita pokrycie w catosci domenami topnienia, a tym samym przeprowadzenie
miarodajnej analizy oraz opracowano optymalne warunki jej przeprowadzenia.
Temperatury zastosowane do przebadania poszczegdlnych amplikondéw zostaty
zestawione w Tab. 8. Rozdziat hetero- i homo-dupleksdw jest monitorowany
i przedstawiany graficznie jako chromatograf, wszystkie prébki o odmiennym profilu
pikdw byty ponownie amplifikowane i nastepnie analizowane za pomocg

sekwencjnowania.
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— & ——4
— &5 ——i5n
— 63

LiaiTi

Ryc. 10. Przyktadowy zmieniony obraz chromatogramu dla pacjenta CdLS-63
(amplikon 45 genu NIPBL, temp. rozdziatu 54.4°C).

5.2.10. Sekwencjonowanie produktow PCR.

Wszystkie zakwalifikowane wczesniej amplikony oraz te prébki, ktérych obraz
w czasie analizy DHPLC przedstawiat odmienny wzdr chromatografu zostaty poddane
reakcji sekwencjonowania. Uzyskane w trakcie reakcji PCR produkty oczyszczano
za pomocg zestawu Clean-up (A&A Biotechnology). Protokdt postepowania byt zgodny
z zaleceniami producenta.

Dla kazdej prébki, przeprowadzono dwie reakcje sekwencjonowania — pierwszg
z uzyciem startera sensownego (forward), drugg ze starterem antysensownym
(reverse). Sktad mieszaniny reakcji z dideoksynukleotydami (ddNTPs), oraz zestawem
do sekwencjonowania BigDye Terminator Kit (Applied Biosystem) przedstawiono

w Tab. 11, a warunki reakcji w Tab. 12.

Tab. 11. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej stosowanej do amplifikacji produktu
do sekwencjonowania.

Sktadnik mieszaniny Objetosé (ul/prébka)
BDTv 3.1 1
Bufor 3
Starter F lub R (1pM) 2
Produkt PCR 4
ddH,0 5
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Tab. 12. Warunki amplifikacji produktu do sekwencjonowania.

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Denaturacja wstepna 95°C 2’ 1
Denaturacja 95°C 107
Przytaczanie starterow 50°C 5” 25
Wydtuzanie 60°C 4

W celu pozbycia sie znakowanych ddNTPs, ktére nie zostaty wykorzystane
w trakcie reakcji, uzyskany produkt oczyszczano przy uzyciu zestawu Exterminator
(A&A Biotechnology) postepujac zgodnie z protokotem producenta. Tak przygotowang
préobke denaturowano (95°C/3’) a nastepnie schtadzano do 4°C, aby uniemozliwic¢
renaturacje DNA. Odczyt sekwencji przeprowadzano w analizatorze automatycznym
ABI PRISM 310 (Applied Biosystems), przy uzyciu oprogramowania Data Collection
Software, a zebrane dane analizowano za pomocg programu Sequencing Analysis
Software. Otrzymang sekwencje poréwnywano z sekwencjg referencyjng, dostepna

w bazie Ensembl, za pomocg demo programu Sequencher.

"NIPEL_EXOAF 101 Fragment base #1955,
E; A G :m E; Aech A A G GONM M M M G C T
G A G M G AA AA G G N M N N L CT

Ryc. 11. Przyktadowy elektorforogram ze zmieniong sekwencjg amplikonu 9A
(pacjent CdLS-101).

5.2.11. Badanie wptywu mutacji w miejscu konsensus na proces sktadania mRNA.

Aby potwierdzi¢ wptyw delecji guaniny w miejscu donorowym intronu 16
na nieprawidtowe sktadanie mRNA, po zsyntetyzowaniu cDNA, przeprowadzono
amplifikacje badanego fragmentu korzystajagc ze specjalnie zaprojektowanych
starterow: forward F: CCTCAGGAACTGCTCTTAGGAA (zlokalizowanego w eksonie 15)
oraz reverse R: ATTTAGCCCGTTTTGCTTTTGACC (zakotwiczonego w eksonie 18),

dla ktérych To wynosito 60°C. Reakcje przeprowadzano w objetosci 33pl, jej warunki
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zestawiono w Tab. 13, a profil termiczny w Tab. 14. Obecnos$¢ prawidtowego
fragmentu o dtugosci ~440pz oraz drugiego z prawdopodobng delecjg eksonu 16

(o dtugosci ~355pz) wykazano stosujgc elektroforeze poliakrylamidowsa.

Tab. 13. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej stosowanej do amplifikacji fragmentu cDNA.

Sktadniki mieszaniny Objetosé (ul/prébka)

ddH,0 17,9

10xbufor 3

MgCl, (25mM) 3,5

dNTP mix (10mM) 2

Startery (10uM) 2/2

Polimeraza (5U/pl) 0,6

cDNA 2

Tab. 14. Warunki amplifikacji badanego fragmentu.

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Denaturacja wstepna 94°C 5’ 1
Denaturacja 94°C 30”
Przytaczanie starterow Ta 45” 40
Wydtuzanie 72°C 130"
Wydtuzanie konncowe 72°C 5’ 1

W podobnych warunkach (Tab. 13 i Tab. 14) zbadano wptyw delecji adeniny
w miejscu akceptorowym 29 intronu (prowadzgcg do ominiecia eksonu 30).
Po uzyskaniu cDNA przeprowadzono amplifikacje z zastosowaniem starterdw:

sensownego F: CGAACAAAAGCCATGAAGTG (zakotwiczonego w eksonie 28)
i antysensownego R: TCCTCTTCGGACTTCAACAAG (zlokalizowanego w eksonie 32),
ktore przytagczano w temperaturze 68°C. Po zakonczeniu amplifikacji obecnos¢ dwdch
fragmentow: prawidtowego o dtugosci ~520pz oraz drugiego (z prawdopodobng
delecjg eksonu 30) o dtugosci ~380pz, sprawdzano rozdzielajgc produkt PCR na zelu

poliakrylamidowym.
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5.2.12. Elektroforeza poliakrylamidowa.

Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono na 7% zelu poliakrylamidowym.
Produkt amplifikacji oraz marker wielkosci, zawieszone w buforze obcigzajgcym,
nanoszono do studzienek na zelu i przeprowadzono elektroforeze przy statym napieciu
200V przez ok. 30min. Nastepnie zel inkubowano w roztworze bromku etydyny,
a po wizualizacji prazkow w Swietle UV obraz zarchiwizowano z uzyciem systemu Gel

Doc 2000.

5.2.13. Badanie duzych rearanzacji.

Wsréd 44 pacjentéw, u ktdrych nie wykryto mutacji punktowej genu NI/PBL
przeprowadzono analize duzych rearanzacji genomowych (delecji lub duplikacji catych
eksondw) za pomocgy techniki MLPA. Badania wykonano specjalnie dobranym zestawem
kitow dla genu NIPBL: SALSA MLPA KIT 141 i 142 (firmy MRC-Holland). Pierwszy kit
zawiera wyznakowane fluorochromem sondy dla nieparzystych eksonéw genu NIPBL,
a drugi dla eksondw parzystych oraz dodatkowo dla eksonu pierwszego. Ponadto oba
zestawy zawierajg sondy tgczgce sie w rdinych miejscach w genomie tworzac
wewnetrzne kontrole jakosci DNA. Podziat sond na dwa zestawy pozwala
przeanalizowac catos¢ genu oraz wykluczy¢ wyniki fatszywie dodatnie uzyskane podczas
analizy MLPA. Zestaw P141 zawiera 35 sond, tgczacych sie z analizowanymi eksonami
genu NIPBL badz specyficznie w genomie (kontrola wewnetrzna), o dtugosci produktu
amplifikacji od 135 do 418pz . Ponadto zawiera pie¢ fragmentdw kontrolnych, ktérych
produkty o dtugosci mniejszej niz 120pz stanowig kontrole poprawnosci
przeprowadzenia wszystkich etapdw analizy (cztery kontrole Q- Quantity control
fragments, jedna kontrola D- Denaturation control fragments). Drugi zestaw P142, obok
kontroli reakcji Q i D, zawiera 36 sond specyficznych dla badanych eksonéw oraz
kontroli wewnetrznych, ktdrych produkty amplifikacji majg dtugos¢ od 137 do 418 par
zasad.

Kazdy eksperyment oprécz DNA pacjentéw zawierat trzy prébki referencyjne

od oséb zdrowych, jedng prébke kontrolng DNA ze zidentyfikowang w gdanskim
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osrodku delecjg obejmujgca eksony 35-47 genu NIPBL (dzieki uprzejmosci dr n. med.

M. Ratajskiej) oraz kontrole negatywna reakcji (zawierajgcg jatowg wode) (Tab. 15).

Tab. 15. Protokdt przeprowadzenia reakcji MLPA.

DZIEN 1
1. S5ul DNA (o stezeniu 20-50ng/ pl) denaturowacé przez 5min w 98°C
2. obnizy¢ temp. do 25°C
3. dodac 3ul SALSA mix (na prébke)
[1,5ul SALSA probemix + 1,5ul MLPA Buffer]
4, wymieszac przez pipetowanie
5. inkubowa¢ przez 1 min w 95°C
6. inkubowa¢ przez co najmniej 16h w 60°C
DZIEN 2
1. obnizy¢ temp. do 54°C
2. doda¢ 32yl Ligase-65 mix (na prébke)
[25ul H,0 + 3ul Ligase-65 buffer A + 3ul Ligase-65 buffer B + 1l Ligase-65]
3. wymieszac przez pipetowanie
4, inkubowac przez 15min w 54°C
5. denaturowad przez 5min w 98°C
6. obnizy¢ temp. do 4°C
7. przygotowac i opisa¢ nowe probdwki
8. dodac 30ul PCR mix (na probke) do nowo przygotowanych probdwek
[264l H,0 + 4l SALSA PCR Buffer]
9. dodac 10pul produktu ligacji MLPA
10. krétko zwirowaé
11. inkubowa¢ w 60°C przez czas nastepnego etapu
12. dodac 10ul Polymerase mix (na prébke)
[5,5ul H,0 + 2l SALSA PCR primers + 2ul SALSA Enzyme dilution Buffer + 0,5l
SALSA polymerase]
13. rozpoczyc reakcje PCR
Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Denaturacja 95°C 30"
Przytaczanie starteréow 60°C 30” 35
Wydtuzanie 72°C 1
Wydtuzanie koricowe 72°C 20 1

Po zakoniczeniu eksperymentu uzyskane produkty reakcji PCR-MLPA rozdzielano
za pomocyg elektroforezy kapilarnej, a dzieki wbudowanym znacznikom

fluorescencyjnym, identyfikowano poszczegdlne sondy w trakcie rozdziatu. W celu
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ograniczenia negatywnego wptywu buforow po reakcji PCR na rozdziat w kapilarze
oraz aby uzyska¢ prawidtowe natezenia sygnatu dla poszczegdlnych fragmentow,

przygotowywano mieszanine wg wartosci przedstawionych w Tab. 16.

Tab. 16. Sktadniki mieszaniny rozdziatu produktéw PCR-MLPA.

Sktadnik mieszaniny Objetosé (ul/prébka)
formamid 13,5
Produkt PCR-MLPA 0,75
ddH,0 0,75
Marker wielkosci Standard ROX_500 0,5

Elektroforeze kapilarng, po ustaleniu optymalnych warunkéw rozdziatu (Tab. 17),
przeprowadzono w analizatorze automatycznym ABI Prism 310 (Applied Biosystem)
z odpowiednim oprogramowaniem, ktéry odczytywat wielkosci i powierzchnie pikéw

reprezentujacych poszczegdlne sondy.

Tab. 17. Warunki elektroforezy kapilarnej.

Czas nastrzyku | Napiecie nastrzyku| Napiecie rozdziatu | Temperatura rozdziatu| Czas rozdziatu

25" 1.6kV 10kV 60°C 50’

Analize diagramdéw uzyskanych po elektroforezie przeprowadzono za pomocga
arkusza kalkulacyjnego zaprojektowanego na podstawie programu Microsoft Excel
(http://www.mrc-holland.com), do ktdrego przenoszono wartosci opisujgce wysokos¢
kazdego piku. Poczagtkowo dane w arkuszu sg normalizowane przez porédwnanie
wartosci pikdw sond reprezentujgcych badane eksony do wartosci pikdw sond kontroli
wewnetrznych. Proces ten jest przeprowadzany zaréwno dla probek badanych, trzech
probek referencyjnych, oraz kontroli delecyjnej. Nastepnie uzyskane znormalizowane
wartosci dla préb badanych s3 porédwnywane z wartosciami referencyjnymi dzieki
czemu otrzymuje sie histogramy dla badanych eksonéw o okreslonym wspdtczynniku
RPA (ratio probe amplification). Zgodnie z zaleceniami MRC-Holland wspdtczynnik RPA

w przedziale 70-130% przyjeto jako brak zmian liczbowych (norma).
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Ryc. 11. Przyktadowe histogramy przedstawiajgce prawidtowy wynik analizy
MLPA o RPA w przedziale 70-130% (pacjent CdLS-59).
A- kit P141 (eksony nieparzyste), B- kit P142 (eksony parzyste)
Kolorem zielonym przedstawiono wartosci dla sond zlokalizowanych w
eksonach genu NIPBL, kolorem niebieskim dla sond kontrolnych rozrzuconych
po genomie.

5.2.14. Porownawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacerzy - aCGH.

W celu potwierdzenia wyniku uzyskanego dzieki technice MLPA sugerujacego
delecje catego allelu (wspdtczynnik RPA ponizej 70%) oraz doktadnego ustalenia miejsc
peknie¢, przeprowadzano poréwnawczg hybrydyzacje genomowa. Po ponownym
wyizolowaniu DNA, za pomocg zestawu do izolacji firmy QIAGEN, przeprowadzono
poréwnawczg hybrydyzacje genomowa na macierzy Human Genomic CGH 105A Oligo
Microarray (Agilent Technology) zawierajacej okoto 100 tysiecy oligonukleotydowych
sond reprezentujgcych sekwencje z catego genomu. CGH do mikromacierzy

przeprowadzono postepujac zgodnie z protokotem zamieszczonym w Tab. 18.

Tab. 18. Protokot wykonania poréwnawczej hybrydyzacji genomowe;.

DZIEN 1

1. rozwing¢ DNA przez 1h w 55°C, nastepnie zmierzy¢ stezenie

2. przygotowac 22ul wodnego roztworu o zawartosci 1,5ug DNA (oddzielnie dla DNA
badanego i referencyjnego)

3. dodac 3,8 ul digestion solution mix (na probke)

[2,6ul buforu do enzymdw restrykcyjnych + 0,2ul BSA + 0,5ul Alul + 0,5ul Rsal]

4. wymieszac przez pipetowanie

5. inkubowac przez 2h w 37°C, w miedzy czasie przygotowac 1,5% zel agarozowy

6. inkubowac przez 20min w 65°C

7. umiesci¢ na lodzie na co najmniej 5min, odjg¢ 2ul mieszaniny aby przeprowadzic¢
elektroforeze
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8. dodaé 5ul random primer (na prébke)
9. inkubowac przez 3min w 95°C, umiescic¢ na lodzie na co najmniej S5min
10. przygotowac 21ul labelling mix (na probke), oddzielnie dla DNA badanego i referencyjnego

[10ul 5xbuffer + 2ul H,0 + 5ul 10xdNTPs + 3ul Cy5 (lub Cy3) + 1ul Exo-Klenow]

11. wymieszac¢ labelling mix z DNA przez pipetowanie

12. inkubowac przez 2h w 37°C, w miedzy czasie sprawdzi¢ na zelu stopien pociecia DNA
enzymami restrykcyjnymi

13. inkubowac przez 10min w 65°C, umiesci¢ na lodzie na co najmniej 5min

14. dodac 430ul roztworu TE, nanies¢ na kolumne do oczyszczania celem usuniecia
niezwigzanych znacznikéw

15. wirowac przez 10min (8000xg, +18°C)

16. dodac¢ 480ul roztworu TE

17. wirowac przez 10min (8000xg, +18°C)

18. odwrdcié¢ kolumne, przetozy¢ do nowych probdowek

19. wirowac przez 1 min (8000xg, +18°C)

20. zmierzy¢ inkorporacje znacznikdw do DNA za pomocg spektrofotometru Nano-Drop

21. przygotowac 180yl hybridisation mix (na probke badang)

[25ul Human Cot-1 + 25yl agilent blocking reagent + 130l agilent 2xhybridisation

buffer]
22. potaczy¢ DNA badane i referencyjne
23. dodac¢ 180yl hybridisation mix, wymieszac przez pipetowanie
24, inkubowac przez 3min w 95°C
25. inkubowac przez 30min w 37°C
26. wymieszac¢ delikatnie, zwirowac
27. mieszanine natozy¢ na szkietko nakrywkowe, przykry¢ szkietkiem z sondami, ztozy¢ komore
28. inkubowac przez 40h w 65°C
DZIEN 3
1. roztozy¢ komore
2. szkietko z sondami zdjg¢ z nakrywkowego w buforze W1 w temp. pok.
3. ptuka¢ w buforze W1 przez 5min w temp. pok.
4, ptuka¢ w buforze W2 przez 1min w 37°C
5. ptuka¢ w acetonitrylu przez 1min w temp. pok.
6. szkietko wysuszy¢ unikajgc intensywnego Swiatta

Po zakonczeniu hybrydyzacji wyptukiwano nie przytaczony do sond DNA,
a po wysuszeniu szkietka przeprowadzano analize. W skanerze do mikromacierzy
Genepix wzbudzano laserem fluorescencje znacznikédw: Cy3 przy 532nm dtugosci fali
dla DNA badanego, oraz Cy5 przy 635nm dfugosci fali dla DNA referencyjnego.

Nastepnie, po wykluczeniu czynnikdw mogacych zaktdci¢é analize, poréwnano i
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znormalizowano natezenie fluorescencji (Cy3/Cy5) dla poszczegdlnych sond za pomoca
oprogramowania Agilent Feature Extraction (Agilent Technologies). Wyniki, pozwalajgce
na okreslenie miejsca peknie¢ na chromosomie, otrzymano po przeanalizowaniu danych

za pomocg programu Agilent DNA Analytics (Agilent Technologies).

5.2.15. Badania kosegregacyjne z wykorzystaniem techniki DHPLC.

Dla 15 pacjentow, u ktérych zidentyfikowano substytucje nukleotydowa,
dysponowano zabezpieczonym DNA od rodzicow. W grupie tej, dla 14 rodzin,
przeprowadzono badania kosegregacyjne za pomocg wysokosprawne] denaturujgcej
chromatografii cieczowej. Po przeprowadzeniu reakcji amplifikacji okreslonego eksonu
zarowno u rodzicéw jak i u pacjenta (wg warunkéw ustalonych wczesniej dla danego
amplikonu) sprawdzano obecnosci produktu za pomocg elektroforezy agarozowe;j.
Nastepnie do przeanalizowania produktéw wykorzystano DHPL, okreslajac wczesniej
optymalng temperature rozdziatu do uwidocznienia rdznicy miedzy sekwencjg
zmieniong a prawidtowa. Po rozdziale poréwnywano chromatogram dla sekwencji

pacjenta do profilu elucji produktéw amplifikacji fragmentow z DNA rodzicéw.

| E1F
I \ G

Ryc. 12. Porédwnanie obrazéw chromatogramu pacjenta CdLS-61
i chromatograféw rodzicéw (amplikon 20 genu NIPBL, temp. rozdziatu
53.8°C).

5.2.16. Narzedzia in silico.

W celu zweryfikowania czy wykryte substytucje nukleotydowe zlokalizowane
w eksonach genu NIPBL zmieniajg, rozpoznawane przez biatka z rodziny SR
uczestniczagce w procesie sktadania mRNA, sekwencje regulujgce ten proces,

przeprowadzono analize za pomocg komputerowych narzedzi in silico. Zmiany
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w sekwencjach mogg prowadzi¢ do utraty miejsca uprzednio rozpoznawanego przez
biatka lub pojawienia sie nowego. Wykorzystano dwie platformy dostepne
w Internecie: ESE Finder (//rulai.cshl.edu/tools/ESE2/) oraz HSF (//www.umd.be/HSF).

Podobnie, przy zastosowaniu programéw do przewidywania efektu
biologicznego, sklasyfikowano teoretyczny wptyw wszystkich wykrytych mutacji typu
missence na kodowane przez gen NIPBL biatko. Ocene bioinformatyczng
przeprowadzono korzystajac z bazy UCSC  Genome Bioinformatics
(http://genome.ucsc.edu) oraz UniProtKB (http://www.expasy.ch/sprot).
Wykorzystano takze program PolyPhen2 (//genetics.bwh.harvard.edu/pph/) i SIFT
(//sift.jevi.org/).

5.2.17. Analiza statystyczna.

Do poréwnania rozktadow uzyskanych wynikow wykorzystany zostat test Chi —
kwadrat oraz doktadny test Fischera. We wszystkich przeprowadzonych analizach
za istotnie  statystycznie przyjeto wartosci p<0,05. Obliczenia statystyczne
przeprowadzono za pomocg oprogramowania SYSTEM SAS (Statistical Analysis

System).
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6. WYNIKI

6.1. Analiza mutacji punktowych genu NIPBL.

6.1.1. Badania za pomoca DHPLC i sekwencjonowania.

Do poszukiwania mutacji punktowych genu kodujgcego delangine
zakwalifikowano 70 pacjentdow z zespotem Cornelii de Lange. Analiza molekularna genu
NIPBL wykazata tgczne wystepowanie 54 wariantéw sekwencyjnych, z ktérych 26 byto
mutacjami, a 28 zakwalifikowano jako zmiany pojedynczej zasady o nieznanych
konsekwencjach biologicznych.

Po wytypowaniu za pomocg oprogramowania Transgenomic Navigator™
26 amplikondw, przeprowadzono analize posrednig wykorzystujgc system DHPLC.
W przypadku 12 réznych amplikondéw (4, 6, 10B, 10E, 13-14, 16, 20, 30, 34, 40, 43, 45)
porédwnanie chromatogramow wykazato odmienny profil elucji produktéw PCR od
34 pacjentéw. Fragmenty te ponownie zamplifikowano i poddano reakcji
sekwencjonowania, ktére u 28 pacjentdw potwierdzito zmiany nukleotydowe,

a w przypadku szesciu chorych wykluczyto odstepstwa od sekwencji prawidtowe;j.

Ryc. 13. Porédwnanie profilu elucji dla siedmiu pacjentéw sugerujgce zmieniong
sekwencje u pacjenta CdLS-61 (amplikon 20, temp. rozdziatu 51.8°C).

GEAK_NIPDL_BC0F 81 F baze #1%, Bage 75 of 353
A A A C A 1 g_lg I C T C A N
H A A LA T A T L T € AN

Ryc. 14. Elektorforogram potwierdzajgcy zmiane sekwencji u pacjenta CdLS-61
(amplikon 20, strzatkg zaznaczono substytucje).

.
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Bezposrednie sekwencjonowanie pozostatych 23 amplikondw pozwolito
na zidentyfikowanie zmian nukleotydowych u 26 pacjentéw w 11 réznych fragmentach

(Tab. 19).

F6AK_NIFBL_ENID_G9F Fragment base B317, Base 317 of 671
A C: G 6 G MllG N G N C T C A B 'M
R L GGLGDG T 6 G M C T ORUEG N

b L
_“*k/ /X Vo280

\
v

Ryc. 15. Zmieniony elektorforogram sekwencji pacjenta CdLS-99 (amplikon 10D,

strzatkg zaznaczono poczatek delecji).

Wsréd chorych z CdLS zidentyfikowano 28 zmian pojedynczej zasady, ktore
mozna okresli¢ jako polimorfizm lub warianty sekwencyjne o nieznanym efekcie
biologicznym. Wsréd tych zmian, w przypadku 13 pacjentéw (18%), transwersje
czy tranzycje nukleotydowe zlokalizowane byty w sekwencjach introndw. Natomiast
w 15 przypadkach (21%) substytucje wystepowaty w eksonach - u oSmiu chorych (11%)
byt to znany polimorfizm eksonu 10 (c.2021A>G), a u kolejnych siedmiu (10%) byty
to podstawienia zasad, ktére nie pociggajg za sobg zmian reszt aminokwasowych
(okreslane jako mutacje typu silent).

U 26 chorych (37%) zidentyfikowano réznego rodzaju mutacje, wsrod ktdrych
mozna wyrézni¢ nastepujace typy:

A) mutacje zmiany sensu (n=15, 58% wszystkich mutacji)

B) delecje i duplikacje kilku nukleotydéw prowadzgce do przedwczesnego
powstanie kodonu STOP, najczesciej poprzez przesuniecia ramki odczytu
(frame shift) (n=8, 31%)

C) mutacje zaburzajace sktadanie mRNA, okreslane jako splice site (n=3,

11%).

Tab. 19. Zestawienie 54 wariantéw sekwencyjnych zidentyfikowanych u pacjentéw

z CdLS.
Nr Zmiana na poziome ekson . S
Lp. . . Zmiana na poziomie biatka
pacjenta genomu /intron
1 CdLS-57 C.64+18A>G 2 -
2. | cdLs-39 C.64+77T>G 2 -
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3. CdLs-53 €.209A>T 3 p.N70I

4. CdLS-56 €.269delG 4 p.GIOVFsX31

5. CdLS-98* ¢.300G>A 4 p.100=

6. CdLS-52* ¢.535G>T 6 p.A179S

7. CdLs-101 ¢.1012_1016delCAGAG 9 p.Q338X

8. CdLS-57* ¢.1051C>A 9 p.P351S

S. CdLS-40* ¢.1071A>C 9 p.K357N

10. CdLS-50 c.2021A>G 10 p.N674S, znany polimorfizm
11. | cdLs-69 €.2021A>G 10 p.N674S, znany polimorfizm
12. CdLS-72 c.2021A>G 10 p.N674S, znany polimorfizm
13. | cdis-73 €.2021A>G 10 p.N674S, znany polimorfizm
14. | cdLs-76 €.2021A>G 10 p.N674S, znany polimorfizm
15. | cdLs-88 ¢.2021A>G 10 p.N674S, znany polimorfizm
16. | cdLs-90 €.2021A>G 10 p.N674S, znany polimorfizm
17. | cdLs-95 €.2021A>G 10 p.N674S, znany polimorfizm
18. | cdis-124 c.2296delA 10 p.R766GfsX27

19. | cdLs-99 €.2485_2486dupTG 10 p.E829VfsX19

20. | cdLs-75* €.2603G>A 10 p.R868Q

21. | cdLs-58 €.2955A>G 10 p.985=

22. | cdLs-93 ¢.3060_3063delAGAG 10 p.E1021TfsX22

23. | cdLs-89 €.3121424A>G 10 -

24. | cdLs-100 ¢.3575-10T>G 13 -

25. | cdLs-67 ¢.3575-17A>G 13 -

26. | cdLs-85 ¢.3575-17A>G 13 -

27. | cdLs-90 €.3575-17A>G 13 -

28. | cdLs-112 ¢.3575-17A>G 13 -

29. | cdlLs-120* ¢.3619G>A 14 p.E1207K

30. | cdLs-80 €.3845T>C 16 p.1281=

b casaz | casssedelo 15 | Usskedzone miejsce donorowe
32. | cdLs-79 €.3924G>A 17 p.1308=

33. | cdLs-70* ¢.4015T>C 17 p.Y1339H

34. | cdLs-35 €.4239+19C>A 18 -

35. | cdLs-36 ¢.4306A>C 19 p.K1436Q

36. | cdLs-61* .4321G>T 20 p.v1441L

37. | cdLs-66 C.4421+16A>C 20 -

38. | cdLs-62 ¢.4450delC 21 p.P1484SfsX137
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39. | cdLs-81 c.4873G>T 24 p.V1625F

40. | cdLs-95* ¢.4909A>C 24 p.11637L

41. | cdis-a7* ¢.5052A>C 26 p.1684=

42. | cdLs-85* ¢.5164A>C 26 p. N1722H

43. | cdis-129 €.5207_5222del16 26 p.S1736X

44, CdLS-67 c.5575-2delA 29 Uszkodzone miejsce akcep_torowe
dla procesu sktadania

45. | cdLs-94 ¢.5710-13C>G 30 -

46. CdLS-113 .5863 -1G>C 32 Uszkodzone miejsce akcep!torowe
dla procesu sktadania

47. | cdLs-113* .5867T>G 33 p.1956=

48. | cdLs-86 ¢.6409_6412delAAAC 37 p.K2137QfsX33

49. | cdLs-37 C.6763+49T>G 39 -

50. | cdLs-77* €.6892C>T 40 p.R2298C

51 | cdLs-89* €.6935G>T 40 p.G2312V

52. | cdLs-76 €.7297G>A a3 p.D2433N

53. | cdls-76 C.7410+43G>A 43 -

54. | cdLs-63* €.7830G>A 45 p.2610=

kolorem szarym zaznaczono zmiany w sekwencjach intronowych,
kolorem czarnym zmiany w sekwencjach eksondw,

zapisy mutacji pogrubiono

*oznaczono zmiany, dla ktorych przeprowadzono badania kosegregacyjne

Wykryte zmiany nukleotydowe zlokalizowane byty wzdtuz catej sekwencji genu
NIPBL. Najczesciej obserwowano ich wystepowanie w obrebie najwiekszego eksonu
10, jednak nie stwierdzono wystepowania tzw.: hot spot. W zbadanej grupie pacjentéow
zadna mutacja nie powtdrzyta sie, natomiast wielokrotnie zidentyfikowano
polimorfizm ¢.2021A>G w eksonie 10 oraz tranzycje ¢.3575-17A>G w intronie 13.
U siedmiu pacjentéw zidentyfikowano rdéwnoczesnie wiecej niz jeden wariant
sekwencyjny. W przypadku pacjenta CdLS-90 byt to réwnoczesnie znany polimorfizm
eksonu 10 (c.2021A>G) i zmiana w intronie 13, a u chorego CdLS-95 wraz z c.2021A>G
wykazano mutacje typu zmiany sensu (c.4909A>C). Z kolei u pacjenta CdLS-76
zidentyfikowano trzy substytucje, w tym jedng mutacje niesynonimiczng (c.7297G>A).
U trzech kolejnych pacjentéw CdLS-57, CdLS-85 i CdLS-89, obok mutacji missense
(odpowiednio ¢.1051C>A, ¢.5164A>C i c.6935G>T), stwierdzono zamiany nukleotydéw
w réznych intronach. U chorego CdLS-67, obok delecji adeniny w miejscu zaburzajgcym

proces sktadania mRNA (c.5575-2delA), wystepuje ¢.3575-17A>G w intronie 13.
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Natomiast u pacjenta CdLS-113 réwnoczes$nie z substytucjg zaburzajgcg powstawanie
prawidtowego mRNA (c.5863-1G>C) zidentyfikowano mutacje typu silent.

U pozostatych chorych stwierdzono pojedyncze warianty sekwencyjne (Tab. 19).

6.1.2. Badania na poziomie cDNA.

Sposrdd zidentyfikowanych mutacji trzy (c.3855+1delG, ¢.5575-2delA, c.5863-
1G>C) zlokalizowane sg w miejscu donorowym badz akceptorowym procesu sktadania
mRNA. W przypadku pacjentdow CdLS-42 oraz CdLS-67 istniata mozliwos¢
przeprowadzenia badan na poziomie cDNA. Po reakcji amplifikacji, z wykorzystaniem
odpowiednio zaprojektowanych starteréw, przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny
na zelu poliakrylamidowym potwierdzajacy powielenie dla kazdego z pacjentéw dwdch
fragmentow. W przypadku pacjenta CdLS-42 uzyskano fragment o dtugosci 442 par
zasad oraz drugi o dtugosci 355pz (z delecja eksonu 16). Elektroforeza
poliakrylamidowa DNA pacjenta CdLS-67 uwidocznita fragment o dtugosci 518pz oraz
drugi delecyjny o dtugosci 383pz (Ryc. 16). Po oczyszczeniu z zelu produkty poddano
reakcji sekwencjonowania, ktére potwierdzito delecje pojedynczych eksonéw (Ryc. 17).

Zmiany te nie powodujg przesuniecia ramki odczytu.

A

Ryc. 16. Rozdziat elektroforetyczny na zelu poliakrylamidowym
1-marker wielkosci; 2- produkty amplifikacji cDNA; 3 — kontrola negatywna
reakcji; strzatkami oznaczono prawidtowy i zmieniony produkt po reakcji PCR;
A — pacjent CdLS-42
B — pacjent CdLS-67
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A Ekson 15 Ekson 17
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Ryc. 17. Elektroforogram cDNA potwierdzajgcy delecje pojedynczego eksonu u
pacjentow
A - pacjent CdLS-42
B - Pacjent CdLS-67.

6.1.3. Zestawienie mutacji punktowych.

Wsrdod  zidentyfikowanych  wariantéw  sekwencyjnych  zidentyfikowano
trzy powtarzajgce sie mutacje (c.3060_3063delAGAG, ¢.4321G>T, c.6892C>T -
odnotowane od jednego do czterech razy w bazie LOVD). Trzy inne (c.535G>T,
€.6935G>T oraz ¢.7297G>A) zmieniajg reszty aminokwasowe w powtarzajgcych sie
kodonach, a ¢.5575-2delA to kolejna odnotowana zmiana miejsca akceptorowego
eksonu 29. Pozostate mutacje zidentyfikowano po raz pierwszy i znajdujg sie
w miejscach, w ktérych nie opisano dotgd wystepowania zmian sekwencji genu NIPBL.

W badanej grupie pacjentéw zidentyfikowano osiem mutacji prowadzacych
do powstania przedwczesnego kodonu STOP i skrécenia produktu biatkowego. Cztery
spoéréd  stwierdzonych zmian (c.269delG, ¢.1012_1016delCAGAG, c.2296delA
i c.2485 2486dupTG) wystepujg w poczatkowej czesci sekwencji genu. Kolejna mutacja
(c.3060_3063delAGAG) zlokalizowana jest za sekwencjg kodujagcg motyw PxVxL
odpowiedzialny za interakcje z biatkiem HP-1. Trzy kolejne (c.4450delC,
€.5207_522del16, c.6409_6412delAAAC) znajdujg sie w poblizu sekwencji kodujgcych
domeny HEAT.

Stwierdzono obecnos$c takie trzech mutacji zaburzajgcych prawidtowe
sktadanie dojrzatego transkryptu. Mutacja c¢.3855+1delG prowadzi do ominiecia
eksonu 16, ktéry zlokalizowany jest prawdopodobnie w nieustrukturyzowanym

regionie biatka (disorder region). Zmiana miejsca akceptorowego dla procesu sktadania
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MRNA przed eksonem 30 (c.5575-2delA) skutkuje delecjg tego eksonu, a tym samym
uszkodzeniem drugiego powtdrzenia domeny HEAT. Natomiast w wyniku substytucji
w miejscu akceptorowym intronu 32 (c.5863-1G>C) nastepuje ominiecie 33 eksonu
i zaburzeniom ulega prawdopodobnie trzecie powtdérzenie domeny HEAT.

Wsrdd badanych pacjentéw zidentyfikowano 15 mutacji typu zmiany sensu.

Zmieniane w ich wyniku aminokwasy zlokalizowane sg wzdtuz catej sekwencji biatka —

Ryc. 18.
e e 00 ® %0 00 ee @
GLN rich PxVxL NLS HEAT1 HEAT3 HEAT4 HEATS
419-462 996-1009 1108-1125 1767-1805 1945-1984  2227-2267 2313-2351

1843-1881

Ryc. 18. Schemat delanginy z zaznaczonymi gtdwnymi domenami oraz
przyblizonym umiejscowieniem aminokwaséw zmienianych w wyniku

mutacji missense.
Zmieniane aminokwasy zaznaczono pieciokgtem, im ciemniejszy kolor tym
bardziej konserwowany jest aminokwas.

6.1.3.1. Ocena bioinformatyczna mutacji zmiany sensu.

W celu zweryfikowania wptywu zmienionego aminokwasu na funkcjonowanie
biatka NIPBL przeprowadzono analize korzystajgc z UCSC Genome Bioinformatics oraz
UniProtKB. Wpierw poréwnano sekwencje (alignment) odpowiednikdw delanginy
kregowcéw. Pozwolito to wykazaé, ze wsrdd zidentyfikowanych mutacji piec¢
(c.535G>T, ¢.2603G>A, ¢.3619G>A, c.4306A>C oraz c.5164A>C) wywotuje wstawienie
nieprawidtowego aminokwasu w miejscach charakteryzujacych sie nizszg swoistoscig,
z posrdd ktérych transwersja c.5164A>C zmienia reszte asparaginy na reszte histydyny
W miejscu najbardziej zmiennym (pozycja 1722). Natomiast pozostate zidentyfikowane
mutacje zmieniajg reszty aminokwasowe w pozycjach konserwowanych.

Aby doktadniej okresli¢ znaczenie zmienionych aminokwaséw poszerzono
pordwnanie o sekwencje ortologédw z bardziej oddalonych ewolucyjnie gatunkéw.
Wykazano, ze zmiany p.V1441L, p.R2298C i p.D2433N (spowodowane odpowiednio
przez: c.4321G>T, c.6892C>T, ¢.7297G>A) wystepujag w miejscach o wysokim
podobienstwie sekwencyjnym, podobnie jak p.G2312V (c.6935G>T), ktdra

zlokalizowana jest w najbardziej konserwowanej pozycji. Wszystkie te zamiany
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aminokwasowe wystepujg w rejonie powtdrzen domeny HEAT. Pozostate reszty
aminokwasowe (zmieniane w wyniku mutacji zidentyfikowanych w tej pracy),
wystepujg w pozycjach nie charakteryzujgcych sie wysokim podobieAstwem

sekwencyjnym miedzy 15 poréwnanymi gatunkami.
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Ryc. 19. Wynik poréwnania sekwencyjnego (alignment) fragmentu C- korica
delanginy (prog zgodnosci 80%).
Kolorem czerwonym zaznaczono mutacje c.6935G>T (p.G2312V), ktéra
prowadzi do zamiany konserwowanej reszty aminokwasowe;.
Kolorem zé6ttym zaznaczono mutacje ¢.6892C>T (p.R2298C) zmieniajaca

aminokwas w miejscu o wysokim podobieristwie sekwencyjnym.
(Q6KC79 — Homo sapiens, Q7PLI2 — Drosophila melanogaster, Q7PVF7 — Anopheles
gambiae, Q1XG45 i Q1XG43 — Xenopus laevis, BLH312 — Xenopus tropicalis, ATXMV7 —
Gallus gallus, E1BKC4 — Bos taurus, D3ZG77 — Rattus norvegicus, E2QUV0 — Canis
familiaris, D3ZID4 — Mus musculus, A2BGN3 — Danio rerio, B7PJ)7 — Ixodes scapularis,
Q95XZ5 — Caenorhabditis elegans, ESSMV1 — Trichinella spiralis, Q04002 —
Saccharomyces cerevisiae)

Wszystkie zamiany aminokwaséw zostaty sklasyfikowane takize przy
zastosowaniu kolejnych programéw do przewidywania efektu biologicznego (SIFT
i PolyPhen2), a uzyskane wartosci pozwalajg wskaza¢ zmiany zaburzajacych funkcje
delanginy w znacznym stopniu. Wiekszo$¢ podstawien aminokwaséw negatywnie

wptywajacych na funkcje biatka zlokalizowana jest w jego C- koncu (Tab. 20).
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Tab. 20. Zestawienie wynikow z bazy SIFT i PolyPhen2 dla mutacji typu zmiany sensu
zidentyfikowanych wsrdd pacjentéw z CdLS.

Lp. Nr pacjenta Zmiana na poziomie biatka | Teoretyczny wptyw mutacji na
funkcjonowanie biatka
Baza SIFT Baza PolyPhen2

1. CdLs-53 p.N70I 0,19 0,996
2. CdLS-52 p.A179S 0,30 0,516
3. CdLS-57 p.P351S 0,01 0,112
4. CdLs-40 p.K357N 0,12 0,985
5. CdLs-75 p.R868Q 0,03 0,319
6. CdLs-120 p.E1207K 0,02 0,819
7. CdLs-70 p.Y1339H 0,28 0,948
8. CdLS-36 p.K1436Q 0,16 0,992
9. CdLs-61 p.V1441L 0,10 0,012
10. CdLs-81 p.V1625F 0,11 0,996
11. CdLS-95 p.11637L 0,62 0,231
12. CdLs-85 p. N1722H 0,12 0,010
13. CdLs-77 p.R2298C 0,01 1,000
14. CdLs-89 p.G2312V 0,00 0.999
15. CdLS-76 p.D2433N 0,02 0,999

Baza SIFT — warto$¢ wspotczynnika mniejsza od 0,05 sugeruje negatywny wptyw mutacji

Baza PolyPhen2 — im wyzsza warto$¢ wspotczynnika tym wieksze prawdopodobieristwo zaburzenia

funkcjonowania produktu biatkowego

6.1.4. Weryfikacja zmian w sekwencjach rozpoznawanych przez biatka z rodziny SR.

Substytucje nukleotydowe zlokalizowane w eksonach (wywotujgce mutacje
synonimiczne jak i niesynonimiczne) przeanalizowano wykorzystujgc platformy ESE
Finder oraz HSF.

Program ESE Finder wykazat, ze wsrdd zidentyfikowanych 22 tranzycji i
transwersji potencjalnie 16 zaburza zlokalizowane w eksonach miejsca wzmacniajgce
splicing (Tab. 21, Ryc. 20), wsrdéd tych zmian pie¢ to mutacje typu silent. Natomiast
dane uzyskane dzieki HSF wskazuja, ze 11 substytucji (w tym cztery zmiany
synonimiczne) moze takie zmienia¢ sekwencje ostabiajgce wycinanie intronéw z

transkryptu (Tab. 21).
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zidentyfikowanych w sekwencjach introndw

wykazato ze i one mogg zaburzac¢ proses sktadania transkryptu.

Ryc. 20.
A)
B)

— SFMASF
SFAASE {ighd-BRCAY)

S0
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Wynik analizy wptywu mutacji przy zastosowaniu ESE Finder - pacjent CdLS-63:
sekwencja niezmieniona - miejsca rozpoznawane przez biatka z rodziny SR
sekwencja po zajsciu substytucji ¢.7830G>A — zanik jednego z miejsc
rozpoznawanych przez biatka z rodziny SR

Tab. 21. Teoretyczne zaburzenia miejsc rozpoznawanych przez biatka z rodziny SR.

Miejsce i rodzaj Wptyw na miejsca rozpoznawane przez biatka z
Lp. | Nr pacjenta rodziny SR

substytucji wzmachiajace splicing ostabiajace splicing
1. CdLS-53 c.209A>T utrata miejsca -
2. CdLS-98 ¢.300G>A - nowe miejsce
3. CdLS-52 ¢.535G>T utrata miejsca nowe miejsce
4, CdLS-57 c.1051C>A utrata miejsca utrata miejsca
5. CdLs-40 ¢.1071A>C - -
6. CdLS-75 €.2603G>A - utrata miejsca
7. CdLS-58 €.2955A>G nowe miejsce -
8. CdLS-120 €.3619G>A utrata miejsca utrata miejsca
9. CdLs-80 €.3845T7>C - -
10. | CdLS-79 €.3924G>A utrata miejsca utrata miejsca
11. CdLS-70 ¢.4015T>C nowe miejsca -
12. | CdLS-36 c.4306A>C - -
13. | CdLS-61 c.4321G>T nowe miejsce -
14. CdLs-81 c.4873G>T utrata miejsca -
15. | CdLS-95 ¢.4909A>C utrata miejsca -
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16. | CdLS-47 ¢.5052A>C nowe miejsce -

17. CdLS-85 ¢.5164A>C nowe miejsce nowe miejsce
18. CdLS-113 c.5867T>G nowe miejsce utrata miejsca
19. CdLS-77 €.6892C>T utrata miejsca nowe miejsce
20. | CdLS-89 €.6935G>T - utrata miejsca
21. | CdLS-76 €.7297G>A utrata miejsca -

22, CdLS-63 c.7830G>A utrata miejsca nowe miejsce

6.2. Badania kosegregacyjne u rodzicdw pacjentow.

W przypadku 15 pacjentédw, u ktdérych zidentyfikowano substytucje
nukleotydowg, prowadzacg badz do mutacji typu missense lub silent, przeprowadzono
badania kosegregacyjne korzystajac z zabezpieczonego od rodzicéw DNA (Tab. 19). W
przypadku 14 pacjentédw po powieleniu okreslonego amplikonu (zaréwno dla rodzicow
jak i pacjenta) otrzymane produkty rozdzielano na kolumnie DHPLC w odpowiednio
dobranej temperaturze. W przypadku jednej rodziny wykonano sekwencjonowanie
bezposrednie (budowa fragmentu uniemozliwia wykorzystanie DHPLC). Poréwnywanie
sekwencji oraz profildw elucji fragmentéw uzyskanych od chorych i od ich rodzicéw
pozwolito na wykluczenie, we wszystkich przypadkach, rodzinnego wystepowania

substytucji.

Ryc. 21. Porédwnanie obrazéw chromatogramoéw dla pacjentéw oraz ich
rodzicoéw wykluczajgce nosicielstwo mutacji.
A — pacjent CdLS-89 (c.6935G>T)
B — pacjent CdLS-47 (c.5052A>C)

6.3. Poszukiwania duzych rearanzacji genomowych.

6.3.1. Analiza MLPA.
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Wsrdd 44 pacjentéw bez zidentyfikowanej mutacji punktowej, przeprowadzono
za pomocy techniki MLPA analize duzych rearanzacji genomowych (delecji i/lub
duplikacji eksondw) genu NIPBL. Na wstepie dla kazdego pacjenta przeprowadzono
reakcje z wykorzystaniem sond z kitu 141 (eksony nieparzyste), nastepnie z sondami
z kitu 142 (eksony parzyste wraz z eksonem 1).

W przypadku dwdch pacjentéw z klasyczng postacig zespotu (CdLS-94 i CdLS-
114) zaréwno dla pierwszego zestawu sond (141) jak i drugiego zestawu (142)
zaobserwowano obnizenie wartosci wspotczynnika RPA wszystkich eksondw ponizej
70% (Ryc. 22). Wyniki dla tych rearanzacji zostaty potwierdzone przez przeprowadzenie
drugiej, niezaleznej reakcji MLPA. Otrzymane wartosci wskazujg na delecje catego
allelu genu NIPBL u obu pacjentéw.

Dla pozostatych 42 chorych (95%) wspodtczynnik RPA wszystkich eksondéw

miescit sie w granicach 80- 120% oznaczajacych brak zmian liczbowych.

1)

2)

Ryc. 22. Histogramy przedstawiajgce wynik analizy MLPA o RPA ponizej 65%
1) pacjent - CdLS-94
2) pacjent — CdLS-114
A- kit P141 (eksony nieparzyste), B- kit P142 (eksony parzyste)

kolor zielony - eksony NIPBL, kolor niebieski — wewnetrzne kontrole reakcji

6.3.2. Porownawcza hybrydyzacja genomowa (aCGH).

Po ponownym pobraniu krwi obwodowej, wyizolowano DNA korzystajac z
zestawu QlAamp Mini kit (firma QIAGEN) i przeprowadzono poréwnawcza
hybrydyzacje genomowg w celu scharakteryzowania wielkos$ci delecji i doktadnego

okreslenia miejsc peknieé. Po hybrydyzacji DNA pacjenta (wyznakowanego znacznikiem
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Cy3) wymieszanego z DNA referencyjnym (wyznakowany Cy5) do sond, odczytano
natezenia fluorescencji znacznikdw i przeanalizowano ich stosunki. Pozwolito to
stwierdzi¢ u pacjenta CdLS-94 delecje ramion krotkich chromosomu 5 o wielkos¢
ok. 1,7Mpz, ktora jest zawarta miedzy zasadami 36.487.985 — 38.154.159 (Ryc. 23).
W rejonie tym zlokalizowane jest sze$¢, znanych badz potencjalnych gendw, wsrod
ktorych jest takze gen NIPBL. Natomiast u pacjenta CdLS-114 zidentyfikowano delecje
zlokalizowang pomiedzy zasadami 36.771.925 — 37.427.989 co oznacza utrate
materiatu genetycznego o wielkosci okoto 0,65Mpz (Ryc. 24). Zlokalizowane s3 tu poza

genem NIPBL trzy inne geny. Wyniki aCGH potwierdzajg wyniki analizy MLPA.

Ryc. 23. Diagram chromosomu 5 oraz powiekszony obszar delecji
(kolor zielony) wykazany technika aCGH u pacjenta CdLS-94.
pojedyncze sondy o zmienionych wartosciach wspoétczynnikéw zlokalizowane
sg w obrebie regiondw CNV (Copy Number Variation)
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Ryc. 24. Diagram chromosomu 5 oraz powiekszony obszar delecji

(kolor zielony) wykazany technikg aCGH u pacjenta CdLS-114.
pojedyncza sonda o zmienionych wartosciach wspdtczynnikéw zlokalizowana
jest w obrebie CNV

6.4. Fenotyp chorego a typ mutacji.

W badanej grupie pacjentéw z CdLS wyrdznia sie dwie podgrupy kliniczne:

1) chorych z klasyczng, ciezkg postacig zespotu CdLS
2) chorych z tagodng postacia.

Mutacje w genie NIPBL (zaréwno punktowe jak i delecje allelu) zidentyfikowano
tacznie u 20 chorych z podgrupy pierwszej (20/32 - 62%) i tylko u o$Smiu pacjentéw
z podgrupy drugiej (8/38 - 21%). Analiza powyzszych danych przy pomocy testu )(2
wykazata zaleznos¢ statystyczng miedzy typem zespofu a obecnos$cig mutacji genu
NIPBL. Mutacje wystepowaty znamiennie czesciej u pacjentéw z postacig klasyczna

CdLS (p=0.0004).

U pacjentdow z ciezkg postacig zespotu Cornelii de Lange zdiagnozowano dwie

duze rearanzacje genomowe, powodujgce utrate catego allelu genu NIPBL wraz
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z kilkoma innymi genami przylegajgcymi. Zmiany te mozna okresli¢ jako mikrodelecje
chromosomowe.

W podgrupie tej wykryto takze wiekszo$¢ mutacji punktowych (18/26 - 69%)
U osmiu chorych byly to mutacje skracajgce powstajgcy produktu (truncating) —
co skutkuje utratg wiekszosci lub najwazniejszych funkcji delanginy. Ponadto
u dziewieciu pacjentdw wykazano mutacje zmieniajagce aminokwas w powstajagcym
peptydzie. Cztery z tych zmian zlokalizowane sg w miejscu o wysokim podobieistwie
sekwencyjnym w rejonie powtdérzern domeny HEAT. U jednego chorego z klasyczng
postacig zespotu wykryto takze mutacje zaburzajgcg powstanie prawidtowego mRNA,
ktorej konsekwencja jest delecja eksonu 30 i uszkodzenie jednej zdomen HEAT.

W podgrupie chorych z tagodng postacig zespotu zidentyfikowano znacznie
mniej mutacji (8/26 — 31%). U szesciu pacjentéw wykazano substytucje powodujgce
zmiane reszty aminokwasowej. Mutacje te zlokalizowane sg w sekwencjach kodujgcych
N- koniec i srodkowg czes¢ biatka. W tej grupie chorych stwierdzono takie dwie

mutacje zaktdcajgce powstanie poprawnego transkryptu (W. 2).

W. 2. Procentowy udziat typdw mutacji punktowych u chorych zaleinie
od postaci zespotu.

postacklasyczna postactagodna

mutacji 18

mutacji 8
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7. DYSKUSJA

Zespot Cornelii de Lange jest genetycznie uwarunkowanym, rzadkim i ztozonym
schorzeniem charakteryzujgcym sie okreslonymi, wyraznymi cechami fenotypu.
Zaburzenia obserwowane w budowie twarzoczaszki sg szczegdlnie specyficzne dla tego
schorzenia i utatwiajg zdiagnozowanie pacjenta, takze w przypadku mniej
zaznaczonych zmian w tagodnej postaci tego zespotu. Od 2004 roku, kiedy wykryto,
izjednym z genetycznych czynnikdw determinujgcych zmiany obserwowane
u pacjentéw sg mutacje w genie NIPBL, biologia molekularna odgrywa coraz wieksze
znaczenie w diagnostyce tego schorzenia. Produkt genu NIPBL jest gtdwnym
czynnikiem regulujgcym przytagczanie kompleksu kohezyny do chromatyd siostrzanych
chromosoméw. Podstawowgq rolg kohezyny w komérce jest kontrolowanie segregacji
chromosomdéw potomnych w czasie podziatdw komodrkowych. Ponadto kompleks
kohezyny jest posrednio zaangazowany w regulacje ekspresji gendw oraz uczestniczy w
naprawie peknie¢ DNA. Wykrycie wsrdd osdb z CdLS mutacji genu NIPBL zasugerowato,
ze to wtasnie zaburzenia prawidtowego funkcjonowania kompleksu kohezyny sa
odpowiedzialne za wystepujace u tych chorych zaburzenia rozwojowe. Zgodnie z tymi
zatozeniami uwaga naukowcdéw zajmujacych sie genetycznym podtozem schorzenia
skupita sie nastepnie na innych genach, ktérych produkty sg zaangazowane w
tworzenie lub regulowanie tego kompleksu. Do dnia dzisiejszego udowodniono
zalezno$¢ miedzy zespotem CdLS a wystepowaniem mutacji w dwdch kolejnych genach
(SMC1, SMC3). Jednak w przewazajgcej czesci, wsrdod pacjentow ze zidentyfikowanymi

zmianami genetycznymi, stwierdza sie mutacje w genie N/PBL.

Czestos¢ i typ mutacji punktowych w genie NIPBL u chorych z zespotem Cornelii de

Lange.

Wyniki badan przeprowadzonych w réznych osrodkach pozwolity wykazac,
ze mutacje punktowe tego genu dotykajg kilkudziesieciu procent pacjentéw. Czestosc
mutacji jakg wykazano w czasie analiz obejmujgcych grupy chorych nie jest jednakowa
— waha sie od 26% do 70%. Podobnie zréznicowane jest spektrum zdefiniowanych
mutacji. Na obserwowane rdznice wptywaé moze wielkos¢ grupy, doktadnos¢
diagnostyki klinicznej oraz selekcja pacjentéw do badan. Najmniejszg czestos¢ mutacji

stwierdzono w badaniu wykonanym przez zespdét Miyake’go obejmujgcym grupe
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15 chorych z Japonii. Wsrdd tych pacjentéw wykazano cztery substytucje w sekwencji
genu NIPBL skutkujgce trzema mutacjami typu nonsense i jedng missense. Autorzy nie
okreslili u ilu osoéb zdiagnozowano klasyczng posta¢ zespotu, nie mniej zaznaczyli,
ze sposrod czterech pacjentéow z malformacjami konczyny gornej u trzech
zidentyfikowano mutacje [Miyake i wsp. 2005]. Najwiekszg czestos¢ zmian sekwencji
genu NIPBL wykazano w przebadanej przez zespot Schoumansa, rownie mato licznej,
grupie szwedzkich pacjentéw (11 osdéb). Osmioro chorych miato cechy pozwalajgce
na sklasyfikowanie do ciezkiej postaci CdLS i u szesciorga z nich wykazano mutacje
genu NIPBL. Sposréd siedmiu mutacji, facznie zdiagnozowanych w tej grupie,
najliczniejsze byty zmiany powodujgce przedwczesne powstanie kodonu STOP
(truncating). Stwierdzono takie dwie mutacje powodujgce zamiane aminokwasu
w powstajgcym peptydzie, przy czym jedna z nich wystepowata u pacjenta z fagodna
postacia [Schoumans i wsp. 2007]. W najliczniejszym badaniu, przeprowadzonym przez
Gillis i wspodtpracownikéw, obejmujgcym grupe 120 oséb, mutacje wykazano u 56
chorych (47%). Wiekszos¢ zidentyfikowanych zmian powodowata przesuniecie ramki
odczytu, albo natychmiastowe powstanie kodonu STOP w wyniku substytucji, mutacje
zmiany sensu stanowity okofo 20%, a najmniej licznie reprezentowane byty mutacje
zaburzajgce prawidtowe sktadanie transkryptu. Uzyskane wyniki pozwolity badaczom
wykazaé korelacje miedzy obecnoscia mutacji a ciezkoscig obserwowanych cech,
trzeba jednak zaznaczyé, ze nie u wszystkich osdb z klasycznym fenotypem wykryto
mutacje NIPBL [Gillis i wsp. 2004]. W kolejnej, pod wzgledem liczebnosci, grupie
przebadanej przez wtoski zespdt Selicorniego, zmutowany gen NIPBL stwierdzono
u 44% pacjentéw (26/62). Mutacje typu frame shift oraz splice site byty réwnie czesto
wykazane w tej analizie, a najrzadziej stwierdzono mutacje typu missense. W grupie tej
udato sie wykazac zaleznos¢ statystyczng miedzy stopniem objawdéw chorobowych
a wystepowaniem mutacji, przy czym u oséb z mutacjami powodujacymi skrécenie
produktu biatkowego czesciej wystepowato zahamowanie wzrostu, deformacje
koriczyn oraz zaburzenia mowy w poréwnaniu do oséb z mutacjami innego typu,
natomiast fenotyp pacjentow bez mutacji byt stosunkowo najtagodniejszy [Selicorni
iwsp. 2007]. W najnowszej opublikowanej analizie obejmujgcej 30 oséb
nieprawidtowe sekwencje genu (najczestszymi byty substytucje) wykazano u 37%

chorych [Pie i wsp. 2010]. Zespd6t Pie’go poszukiwat takze mutacji w genach SMC,
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a uzyskane wyniki wskazaty réznice miedzy fenotypem osdb z mutacjg genu NIPBL,
mutacjg genu SMC1 oraz oséb bez mutacji w tych genach. Wsrdd pacjentow z mutacja
w genie NIPBL znacznie czesciej stwierdzano prenatalne i postnatalne zahamowanie
wzrostu, nieprawidtowosci w budowie ragk czy utrate stuchu. Natomiast u pacjentéw
z mutacjag w genie SMC1 wiekszo$¢ cech odpowiadata tagodnej postaci zespotu
z wyjatkiem nieprawidtowosci w budowie podniebienia. W fenotypie oséb bez mutacji
wystepowato najmniej anomalii [Pie i wsp. 2010]. Zsumowanie wszystkich
opublikowanych do tej pory wynikdow analiz przeprowadzonych na grupach chorych
pozwala wyciggnac srednig czestos¢ mutacji genu NIPBL u chorych z zespotem Cornelii
de Lange. Wartos$¢ tg, ktéra wynosi w przyblizeniu 45%, mozna przyjac za rzeczywiste
zaangazowanie tego genu w patogeneze schorzenia. Natomiast zestawienie wszystkich
opublikowanych mutacji, zdiagnozowanych takze w pojedynczych przypadkach
chorych na catym swiecie, pozwala stwierdzi¢, ze najczesciej wykazywane sg delecje
prowadzgce do przedwczesnego powstania kodonu STOP (28%) a nastepnie mutacje
zmiany sensu (21%). Z podobng (kilkunastoprocentowg) czestosciag diagnozowane sg
mutacje typu nonsense oraz zaburzajgce splicing, natomiast najrzadziej duplikacje
i insercje [Oliveira i wsp. 2010].

Wyniki analizy sekwencji kodujgcej genu NIPBL uzyskane w naszej pracy
wykazaty, ze mutacje punktowe tego genu lezg u podstaw zespotu u 37% chorych,
co jest nieznacznie nizszg wartoscia od wyliczonej S$redniej. Ogdlnie wsrod
przebadanych chorych stwierdzono 26 mutacji genu NIBL. Przewazaty mutacje zmiany
sensu (n=15, 58%), zidentyfikowano takze siedem delecji (27%) - w tym dwie
powodujgce natychmiastowe powstanie kodonu STOP (pozostate skutkujg
wczesniejszym zatrzymaniem translacji w wyniku przesuniecia ramki odczytu).
Wykazano rowniez trzy mutacje (~11%) zaburzajgce powstanie prawidtowego
transkryptu i przyczyniajagce sie do ominiecia pojedynczych eksondw. Ponadto
zidentyfikowano jedng duplikacje (~4%) dwdch nukleotydéw. Podobnie jak w analizach
innych grup, mutacje w przewazajgcej wiekszosci wystepowaty u pacjentéw z klasyczng
postacig zespotu (n=18, 69% wszystkich mutacji). Zaobserwowano, ze u pacjentéw
z bardziej zaznaczonymi nieprawidtowymi cechami fenotypu zidentyfikowano
wszystkie mutacje, ktorych konsekwencjg jest skrdcenie delanginy. Natomiast

u pacjentéw z tagodng postacig stwierdzono mutacje powodujgce wstawienie
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nieprawidtowego aminokwasu oraz typu splice site. Nieco nizsza czesto$¢ mutacji
NIPBL u chorych, niz wynika z opublikowanych zbiorowych opracowan, mozie by¢
spowodowana klasyfikacjg chorych na badania molekularne. Podobnie, dobdr chorych
mogt wpltynaé na stwierdzong w tym badaniu, a odbiegajgca od ogdlnoswiatowych
tendencji, przewage substytucji nad mutacjami typu frame shift. W przeanalizowanej
grupie 54% stanowili pacjenci z tagodng postacig, a jak wykazano wczesniej istnieje
korelacja miedzy ciezko$cig fenotypu a rodzajem mutacji. | wtasnie mutacje typu
missense sg znacznie czesciej diagnozowane u 0s6b z t3 postacia zespotu, niz u oséb
z postacig klasyczng. Badania w niniejszej pracy s drugim opracowaniem
obejmujgcym polskich pacjentéw. Pierwsze, przeprowadzone w 2006 przez zespot
prof. Lupskiego, we wspodtpracy z Katedrg i Zaktadem Biologii i Genetyki Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego oraz Klinikg Pediatrii, Hematologii, Onkologii
i Endokrynologii UCK w Gdarisku, obejmowato 28 oséb - w grupie tej 75% chorych
miato cechy fenotypowe pozwalajgce na zakwalifikowanie do klasycznej postaci
zespotu. | to wsrdd tych pacjentéw zidentyfikowano wszystkie, stwierdzone w tamtym
okresie, mutacje — a 85% z nich skracato powstajgcy peptyd [Yan i wsp. 2006].
Po uwzglednieniu tych danych mozna stwierdzi¢, ze u 40% polskich chorych przyczyna
zespotu CdLS sg mutacje genu NIPBL. Sumujac liczbe mutacji i rozpatrujac ich rodzaj
zauwaza sie, ze zmiany powodujgce skrécenie biatka przewazajg nad mutacjami typu
zmiany sensu, a zaburzenie splicingu sg nieliczne. To wszystko pokazuje, ze populacja

polskich chorych z CdLS nie odbiega znaczaco od innych populacji.

Charakterystyka mutacji w sekwencji genu NIPBL.

Do tej pory nie udato sie wykaza¢ w sekwencji genu NIPBL tzw.: hot spot,
ale moze by¢ to spowodowane rzadkoscig wystepowania CdLS i relatywnie stosunkowo
niewielkg liczbg przebadanych pacjentéw. Wyniki kazdej dodatkowej analizy,
szczegblnie obejmujacej, jak nasz projekt kilkadziesigt chorych, przyblizajg
do precyzyjniejszego wskazania miejsc wyjatkowo podatnych na zmiany. Do dnia
dzisiejszego opublikowano 245 réinych wariantdw sekwencyjnych tego genu,
zidentyfikowanych u 321 chorych [http://www.grenada.lumc.nl/LOVD2/CDLS/home.
php]. Z danych tych wynika, ze wiekszos¢ mutacji mozna okredli¢ jako indywidualne.

Znane s3g takize mutacje powtarzajgce sie (od dwéch do siedmiu razy)
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u niespokrewnionych pacjentéw, i stanowig one tgcznie tylko okoto 10% wszystkich
zmian [Oliveira i wsp. 2010].

W aktualnym projekcie znaczna cze$s¢ mutacji wystepuje rowniez w miejscach
do tej pory nie opisanych, nie mniej trzy wykazano juz we wczesniejszych
opracowaniach. Delecja czterech zasad (c.3060_3063), stwierdzona w tym badaniu
u chtopca z ciezkg postacig zespotu, zostata uprzednio opisana u dwdch pacjentow
(réwniez z klasyczng postacig CdLS) [Gillis i wsp. 2004, Bhuiyan i wsp. 2006].
Transwersje guaniny na tymine w pozycji c.4321 zidentyfikowano wczeséniej w jednym
przypadku. Zmiana ta, podobnie jak w aktualnym badaniu, zostata wykazana
u pacjenta z tagodng postacig CdLS [Pie i wsp. 2010]. Natomiast tranzycja cytozyny
na tymine (c.6892) wystepujgca u chtopca z klasycznym obrazem zespotu zostata
stwierdzona wczedniej u czworga pacjentéw. U dwodjki pacjentdw z tg mutacja
okreslono umiarkowang posta¢ zespotu, a tylko u jednego cechy fenotypu pozwalaty
na zaklasyfikowanie do postaci ciezkiej [Gillis i wsp. 2004, Selicorni i wsp. 2007, Kline
i wsp. 2007a]. Podobnie, jak ma to miejsce w przypadku najczesciej diagnozowanej
dotej pory na Swiecie mutacji (delecja ¢.2479 2480delAG (p.R827GfsX2)),
diagnozowanej u oséb z odmiennymi fenotypami, réznice w cechach klinicznych
wskazujg, ze taka sama zmiana nukleotydowa nie zawsze pocigga jednakowe zmiany
w fenotypie chorych. Jest to prawdopodobnie spowodowane wptywem dodatkowych,
nie okredlonych jeszcze, czynnikdw modyfikujgcych [Gillis i wsp. 2004, Pie i wsp. 2010].

W aktualnej analizie, poza powyzszymi mutacjami, stwierdzono trzy substytucje
nukleotydowe, ktérych konsekwencjg byty zmiany aminokwaséw w powtarzajgcych sie
kodonach. Pierwszym z takich miejsc jest kodon 179, w ktérym w aktualnym badaniu
zamiast alaniny wstawiana jest seryna, gdy we wczes$niej opisanym przypadku
podstawiana byfa treonina. W obu przypadkach kodon ten byt zaangazowany
u pacjentéw z tagodng postacig zespotu [Oliveira i wsp. 2010]. Kolejnym jest kodon
2312 zlokalizowany w konserwowanym C-koncu biatka. W wyniku mutacji
zidentyfikowanej w tym projekcie wstawiana jest walina (zamiast glicyny), natomiast
w analizie przeprowadzone] przez zespdt Gillis wykazano podstawianie argininy.
Nastepnym powtarzajgcym sie jest kodon 2433. Jego zmiane zidentyfikowano
wczesniej u dwojga chinskiego rodzenstwa z umiarkowanymi cechami fenotypu.

Pacjenci ci odziedziczyli mutacje od zdrowego ojca, u ktdérego stwierdzono mozaicyzm
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germinalny sekwencji genu NIPBL [Niu i wsp. 2006]. W prawidtowej sekwencji biatka
w miejscu tym zlokalizowany jest kwas asparaginowy, natomiast w jego miejsce
u chinskiego rodzenstwa wstawiana jest glicyna, a u polskiego pacjenta (z klasyczna
postacig CdLS) nastepuje podstawienie asparaginy. Co wydaje sie istotne - nie jest to
jedyna substytucja zidentyfikowany u tego chorego — dodatkowo wystepuje u niego
polimorfizm w eksonie 10 (p.N674S). Obecnos¢ tego wariantu sekwencyjnego moze
wptywac¢ na obserwowane rdznice fenotypu miedzy nosicielami tej samej mutacji.
Postulowano juz wczesniej, ze to ten polimorfizm moze by¢ wtasnie jednym
z czynnikdw modyfikujgcych fenotyp chorych [Gillis i wsp. 2004]. Prawdopodobnie
nawet nieznaczne obnizenie aktywnosci delanginy w wyniku mutacji typu zmiany sensu
sumuje sie z minimalnymi skutkami réwnoczesnej obecnosci powyzszego polimorfizmu
w zaburzeniach udziatu kohezyny w regulacji ekspresji gendw, co objawia sie
wiekszymi zmianami obserwowanymi u chorych. Problem wptywu rdéznorodnych
polimorfizmdédw na zmiane ekspresji cech syndromu moze stanowi¢ temat wielu
dalszych badan.

Oprécz powtarzajgcych sie mutacji czy zmian kodondéw w przeprowadzonej
przez nas analizie wykazano kolejne zaburzenie miejsca akceptorowego w intronie 29,
prowadzace do delecji eksonu 30 w powstajgcym transkrypcie. Zmiane tego miejsca
zidentyfikowano uprzednio w pierwszych, przeprowadzonych przez zespdét Tonkin
[Tonkin i wsp. 2004], opracowaniach genu NIPBL. Zaréwno w tamtym przypadku jak i

w naszym badaniu mutacja wystepowata u pacjenta z klasycznym fenotypem CdLS.

Zestawienie wszystkich opublikowanych do tej pory mutacji genu NIPBL
wskazuje, ze sg rejony (czy nawet eksony), w ktdrych mutacje diagnozuje sie czesciej
niz w innych fragmentach tego genu [Oliveira i wsp. 2010]. Najwiecej zmian
stwierdzanych w genie NIPBL zlokalizowanych jest w eksonie 10, co z pewnoscia
zwigzanie jest z jego rozmiarami (ponad 1600 par zasad). Jednak zastosowanie
odpowiedniego algorytmu do przeliczenia czestosci mutacji w stosunku do wielkosci
sekwencji kodujgcych pozwolito autorom wskazaé miejsca w genie szczegdlnie
narazone na wystgpienie zmian nukleotydowych. Z powyzszych powoddéw oraz aby
zminimalizowaé koszty analizy tego sporych rozmiaréw genu, wysunieto propozycje

by na wstepie ograniczy¢ poszukiwanie mutacji do wybranych eksondéw z flankujgcymi
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je fragmentami intronéw. Badania te miatyby dotyczy¢ 21 nastepujgcych eksondéw: 2,
3, 7,10, 13, 15, 17, 19, 22, 26, 28-31, 35, 36, 39, 40, 42, 43, oraz 45. Oliveira wraz ze
wspotpracownikami [Oliveira i wsp. 2010] twierdza, iz analiza tylko potowy genu (czyli
powyzszych fragmentow) jest wstanie wykry¢ okoto 80% mutacji w NIPBL. W naszej
pracy jednak wykazano udziat sekwencji, w ktérych wczesniej mutacje stwierdzano
rzadko i nie zostatyby wtgczone w powyzszy schemat analizy. Dotyczyto to amplikonow
obejmujacych nastepujgce eksony: 6, 9, 14, 16, 20, 21, 33, 37. Ponadto wykryto zmiany
w rejonie nigdy wczesniej nie zaangazowanym (ekson 24 - dwie mutacje). tacznie
w sekwencjach nie wskazywanych przez Oliveira jako wysoce zmienne wykryto 46%

wszystkich zidentyfikowanych w niniejszym projekcje mutacji.
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Zaleznos¢ pomiedzy zidentyfikowang mutacja a kliniczng postacia zespotu .

W znacznym odsetku chorych ze zidentyfikowang mutacja w genie NIPBL
mozna dowies¢ istnienie korelacji pomiedzy typem tej mutacji i jej wptywem
na powstajgcy peptyd (skrocenie biatka, zmiana aminokwasu, zaburzenia sktadania
transkryptu) a fenotypem obserwowanym u pacjentéw [Gillis i wsp. 2004, Yan i wsp.
2006, Selicorni i wsp. 2007, Kline i wsp. 2007a, Pie i wsp. 2010, Oliver i wsp. 2010,
Oliveira i wsp. 2010]. Podobng zalezno$¢ mozna wykazac i w niniejszym badaniu.

Wszystkie mutacje typu truncating zostaty zidentyfikowane u pacjentow
z klasycznym fenotypem zespotu. Trzy delecje wystepujace na poczatku genu
(c.269delG, ¢.1012_1016delCAGAG i c.2296delA) oraz duplikacja dwéch zasad
(c.2485_2486dupTG) zlokalizowane sg przed sekwencjami kodujgcymi wszystkie,
okreslone do dnia dzisiejszego, domeny delanginy. Zmiany te skutkuja
prawdopodobnie catkowitg utratg funkcji biatka, szczegdlnie ze umiejscowione
sg przed sekwencjg domeny NLS odpowiedzialnej za transport delanginy przez btone
jadrowa [Strachan 2005]. Lokalizacja mutacji c¢.3060_3063delAGAG tuz za sekwencjq
motywu PxVxL moze sugerowad, ze zachowana zostaje jako jedyna mozliwos¢
interakcji z biatkiem HP-1, ktére posredniczy w regulacji kondensacji chromatyny
[Lechner i wsp. 2005, Hines iwsp. 2009]. Dwie inne delecje (c.4450delC
i c.5207_5222dell6) powodujg zatrzymanie translacji przed domenami HEAT -
najistotniejszymi elementami delanginy odpowiedzialnymi min. za oddziatywanie
z pozostatymi komponentami kompleksu kohezyny [Strachan 2005, Yan i wsp. 2006].
Ostatnia zdiagnozowana mutacja (c.6409_6412delAAAC) zlokalizowana jest pomiedzy
sekwencjami trzeciego i czwartego powtdrzenia domeny HEAT, czego konsekwencja
prawdopodobnie jest zmniejszenie liczby powtdérzen tej domeny.

Natomiast mutacje zmiany sensu, ktdre sg zlokalizowane wzdtuz catego genu,
zostaty zidentyfikowane zaréwno u pacjentéw z tagodniejszymi jak i powazniejszymi
zmianami fenotypu. Podobnie w obu grupach chorych stwierdzono wystepowanie
znanego polimorfizmu w eksonie 10 (c.2021A>G) oraz substytucje nukleotydowe
prowadzace do powstania mutacji synonimicznych. By wykaza¢ czy zamiana
aminokwasu moze uposledzaé¢ funkcjonowanie delanginy przeprowadzono ocene
bioinformatyczng. Narzedzia in silico pozwolity rowniez przeanalizowaé czy wykryte

substytucje potencjalnie dezorganizujg sktadanie dojrzatego mRNA przy udziale biatek
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z rodziny SR (serine/arginine rich). Co istotne, patogenne znaczenie zidentyfikowanych
mutacji typu missence oraz silent (z wykluczeniem polimorfizmu w eksonie 10) udato
sie wykaza¢ dla 15 rodzin (15/22 - 68%), gdzie zamiany nukleotydu w genie NIPBL
wystgpity de novo u pacjentow.

Porédwnanie sekwencji ortologédw delanginy, zarowno wsréd kregowcéw jak
i ewolucyjnie oddalonych od siebie zwierzat, oraz wartosci uzyskanych za pomocg
platform SIFT i PolyPhen2 nie pozwala na wyciggniecie jednoznacznych wnioskéw
wzgledem wszystkich mutacji. Dane te wskazujg jednak, ze najwiekszy negatywny
wptyw na funkcjonowanie biatka NIPBL maja mutacje zmieniajgce aminokwasy
w rejonie kodujgcym powtdrzenia sekwencji domeny HEAT. Do tych zmian nalezg
p.R2298C p.G2312V i p.D2433N, ktdre zostaty zidentyfikowane u pacjentéw z klasyczng
postacig CdLS. Podobnie u 0séb z ciezkimi zmianami fenotypu stwierdzono dwie inne
mutacje, ktére wedtug danych biometrycznych w znaczny sposéb negatywnie
wptywajg na delangine. Pierwsza z nich powoduje wstawienie asparaginy zamiast
izoleucyny na poczatku sekwencji biatka w kodonie 70. Natomiast druga skutkuje
zamiang lizyny na kwas glutaminowy w pozycji 1207, czyli w niewielkiej odlegtosci
od sekwencji odpowiadajgcej za lokalizacje biatka w jadrze [Yan i wsp. 2006]. Z kolei
przewidywania teoretyczne sugerujg, ze podstawienie seryny zamiast alaniny
w kodonie 179, zidentyfikowane u pacjenta z tagodnym fenotypem CdLS, nie zmniejsza
w istotny sposéb funkcjonalnosci delanginy. Podobnie tez fagodne zmiany biatka
NIPBL, jakimi s3 wg narzedzi in silico zmiany p.V1441L i p.11637L, zostaty
zidentyfikowane u chorych z tagodng postacig CdLS. Jednak nie u wszystkich pacjentéw
mozna wyszukac zaleznos$¢ miedzy obserwowanymi cechami fenotypu a potencjalnie
negatywnym wptywem mutacji na zachowanie funkcji biatka. Podstawienie
fenyloalaniny zamiast waliny w kodonie 1625, ktére wg danych bioinformatycznych
w znacznym stopniu uposledza funkcje delanginy, zostato zidentyfikowane u pacjenta
z tagodnymi zmianami fenotypu. Z drugiej strony zamiana asparaginy na histydyne
w pozycji 1722 zidentyfikowana u chorej z klasyczng postacig prawdopodobnie ma
niewielki wptyw na oddziatywanie biatka. Istotny wydaje sie fakt, ze u tej pacjentki
zidentyfikowano takze substytucje w intronie 13, ktéra wg platformy HSF zaburza
sekwencje rozpoznawane przez biatka z rodziny SR, co moze wptywac na splicing.

Ogélnie wsrdd zidentyfikowanych w tym badaniu mutacji typu missense okoto 75%
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zlokalizowane jest w sekwencjach rozpoznawanych przez biatka z rodziny SR, a wiec
ewentualnie prowadzi do powstania alternatywnych miejsc sktadania mRNA.
Doprowadzi¢ to moze nie tylko do zmian struktury i funkcji biatka w wyniku zamiany
aminokwasu, ale i do powazniejszych zaburzen jak ominiecie ktéregos z eksondw
w trakcie obrébki transkryptu. Przewidywania platformy ESE Finder dotyczgce
transwersji w pozycji c.4321 wskazujg, ze w jej wyniku powstaje nowe miejsce
wzmacniajgce skfadanie transkryptu. Jak wykazat zespdét Pie’'go dla mutacji w tym
miejscu (c.4321G>T) réwnocze$nie z podstawieniem leucyny za waline w kodonie
1441, skutkuje ona powstaniem alternatywnego transkryptu omijajacego ekson 20,
czego konsekwencja jest pojawienie sie przedwczesnego kodonu STOP (p.F1442KfsX3)
[Pie i wsp. 2010]. Identyczng mutacje zidentyfikowano w naszym badaniu i pomimo,
ze nie przeprowadzono badan majgcych na celu wykazanie zaburzen splicingu mozna
zatozy¢, ze substytucja tak samo oddziatuje na powstajgcy peptyd. Takze dla czterech
z siedmiu mutacji typu silent programy HSF badz ESE Finder przewidujg zaburzenia
wycinania introndw. Nawet jezeli tylko w niewielkiej czesci powstajacych tancuchéw
mMRNA nie zachodzi poprawny proces sktadania, prowadzi to do obnizenia poziomu
prawidtowego biatka NIPBL. Ponadto mutacja synonimiczna moze spowalniaé
translacje, uniemozliwiajgc przyjecie prawidtowej konformacji przez powstajacy
peptyd, ponownie przyczyniajac sie do zmniejszenia puli dojrzatego biatka [Cartegni
i wsp. 2002, Chamary i Hurst 2009]. Jak wykazaty wyniki badan przeprowadzonych
na modelach zwierzecych czy liniach komdrkowych wyprowadzonych od oséb
z mutacja w genie NIPBL, to witasnie nizszy poziom delanginy zaburza regulacje
ekspresji réznorodnych gendw poprzez kompleks kohezyny, co objawia sie szeregiem
zaburzen rozwoju organizmu [Kawauchi i wsp. 2009, Liu i wsp. 2009a, Dorsett i Krantz
2009].

Dwie z trzech mutacji zlokalizowanych bezposrednio w sekwencjach konsensus
dla procesu sktadania mRNA zostato wykazane u pacjentdw z tagodng postacig zespotu.
Delecja guaniny w miejscu donorowym 16 intronu (c.3855+1delG) prowadzi
do ominiecia eksonu 16 w dojrzatym transkrypcje. Ekson ten, prawdopodobnie,
zlokalizowany jest w nieustrukturyzowanym regionie biatka, przez co potencjalnie
nie zaburza jego gtdwnych funkcji. Natomiast transwersja przed eksonem 33 (c.5863-

1G>C) skutkuje delecjg tego eksonu (przewidywania bioinformatyczne), a ze w tym
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rejonie znajduje sie sekwencja trzeciego powtdrzenie domeny HEAT, to ulega ono
zaburzeniom i prawdopodobnie umniejsza mozliwos¢ oddziatywania delanginy
zinnymi biatkami. Z kolei trzecia mutacje typu splice site wykazano u chtopca
z cechami odpowiadajgcymi ciezkiej postaci zespotu (tgcznie z zaburzeniami
rozwojowymi rak) [Wierzba i wsp. 2011]. Delecja adeniny w sekwencji miejsca
akceptorowego intronu 29 (c.5575-2delA) skutkuje ominieciem eksonu 30, a tym
samym uszkodzeniem drugiego powtdrzenia domeny HEAT. Zmiane tego miejsca
akceptorowego zidentyfikowano wczesniej w analizie przeprowadzonej przez zespot
Tonkin (c.5575-2A>G) [Tonkin i wsp. 2004], cho¢ nie przeprowadzono wtedy badan
na poziomie RNA, ktére potwierdzityby zaburzenia splicingu. Podobnie jak w tym
badaniu mutacja wystepowata u pacjenta z klasyczng postacig CdLS, u ktérego nie
obserwowano jednak malformacji koriczyny gérnej [Tonkin i wsp. 2004]. Badania nad
udziatem delanginy w modyfikacjach kondensacji chromatyny dostarczyty informacji,
ze fragment kodowany przez sekwencje zlokalizowane miedzy 1838 a 2000
aminokwasem odpowiada za interakcje biatka NIPBL z deacetylazami histonéw (HDAC1
i HDAC3) [Jahnke i wsp. 2008, Musio i Krantz 2010]. Wiekszo$¢ mutacji stwierdzanych
w tym rejonie diagnozowano u pacjentéw z fagodng postacig CdLS, dlatego
przypuszczano, ze zaktécenie oddziatywania z deacetylazami nie dezorganizuje
znaczgco organizmu chorego, a w szczegdlnosci nie zaktdca rozwoju rgk [Pie i wsp.
2010]. Zaréwno ominiecie eksonu 30 jak i 33 prowadzi do zaburzen wyzej opisanych
sekwencji, ale tylko u jednego z pacjentdw wystepujg nieprawidtowosci w budowie
koriczyny gornej. Niewatpliwie ekson 30 jest wiekszy od 33 (o kilkadziesigt par zasad)
i zlokalizowany jest na poczatku rozpatrywanych sekwencji, co moze przyczyniac sie
do obserwowanych zaburzen rozwojowych i réznic miedzy fenotypami obu pacjentéw.
U pacjenta z malformacjg koriczyn stwierdzono réwniez substytucje w intronie 13 i by¢
moze obecnos$é tej zmiany wptywa na obraz kliniczny.

Trzeba jednak podkresli¢, ze wszystkie powyzsze informacje majg charakter
orientacyjny, a ostateczng odpowiedz o wplywie wariantdw sekwencyjnych,
a w szczegdlnosci substytucji, na funkcjonowanie biatka mogtyby udzieli¢ jedynie

wyniki badan funkcjonalnych.
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Rearanzacje genomowe obejmuijace gen NIPBL.

Dzieki zwiekszajgcej sie wiedzy na temat budowy genomu coraz czesciej udaje
sie udowodni¢, ze w patologie wielu schorzen zaangazowane sg, obok mutacji
punktowych, duze rearanzacje genomowe. Przetasowania takie mogg by¢ rdznej
wielkosci i dotyka¢ pojedynczych eksondw, czesci gendw, bgdz wiekszych fragmentéw
genomu obejmujacych kilka gendw. Ich wystepowanie wykazano miedzy innymi
w NF1, BRCA1, BRCA2 czy LDLR [Sluiter i van Rensburg 2001, Chaves i wsp. 2001, Gu
i wsp. 2008]. Réwniez w genie NIPBL, czyli najwazniejszym genie zaangazowanym
w patologie zespotu Cornelii de Lange, stwierdzono duze rearanzacje, jednak wszystkie
dane wskazuja, ze nie jest to zjawisko zbyt czeste. Opisano dwie delecje kilku eksonéw
tego genu u pacjentek z cechami klasycznego fenotypu CdLS. Pierwszg, obejmujgca
eksony 41 - 42 o wielkosci okoto 5 tys par zasad scharakteryzowat w 2007 roku zespot
Bhuiyana [Bhuiyan i wsp. 2007]. Zostata ona zidentyfikowana u jednej pacjentki na
50 przebadanych. Druga o wielkosci prawie 63 tysiecy par zasad, wykryta wsréd
11 polskich chorych w gdanskim osrodku, rozpoczynata sie w 35 eksonie i siegata poza
koniec 3’ genu NIPBL [Ratajska i wsp. 2010]. Ponadto stwierdzono duplikacje kilku
eksondéw (11 -22) w linii komdrkowej z limfocytéw B pacjenta z zespotem CdLS
[Vrouwe i wsp. 2007]. Sg to jedyne opublikowane informacje o rearanzacjach
obejmujacych gen NIPBL.

W niniejszym projekcie poszukujac duzych rearanzacji genu NIBL przebadano
44 chorych z wykluczong wczesniej mutacjg punktowa. U dwéch dziewczynek
z klasycznym fenotypem analiza MLPA wykazata utrate catego allelu, co zostato
potwierdzone za pomocg aCGH. Poréwnawcza hybrydyzacja genomowa
do mikromacierzy wykazata, ze u obu pacjentek delecje majg rding wielkos¢ i poza
genem NIPBL obejmujg kilka innych. U jednej z chorych delecja obejmowata
w przyblizeniu 1,7Mpz i dodatkowo rozprzestrzeniata sie na pie¢ znanych badz
prawdopodobnych gendw: SLC1A3, FLJ1323, NUP155, WDR70 oraz GDNF (arr5p13.2
(36.487.985 - 38.154.159)x1). U drugiej pacjentki delecja byta mniejsza (okoto
0,65Mpz) i rozciggata sie takze na FLJ1323, NUP155 i cze$¢ niescharakteryzowanego
genu WDR70 (arr5p13.2 (36.771.925 - 37.427.989)x1). Sposréd gendw, ktére sa

tracone w wyniku obu delecji do dnia dzisiejszego nie opisano takze funkcji produktu
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dla FLJ1323 (okreslanego takze jako C50rf42). Natomiast dobrze poznano produkty
pozostatych trzech gendw, oraz wykazano ich powigzania z réznymi schorzeniami.
Produktem genu SLC1A3 (tracony tylko u jednej pacjentki) jest biatko z rodziny EAAT -
transporter glutaminianu zaangazowany w regulacje pobudzenia nerwowego. Znanych
jest facznie pie¢ podtypédw EAAT a ich najwieksza ekspresja nastepuje w neuronach
zlokalizowanych w réznorodnych czesciach moézgu [Kanai i Hediger 2004, Jen i wsp.
2005]. Wykazano zaleznos$¢ miedzy nieprawidtowo funkcjonujacymi biatkami z tej
rodziny a niezbornoscia ruchowg, porazeniem potowiczym oraz schorzeniami
psychicznymi jak schizofrenia. Kolejny gen objety delecja chromosomowa u obu
chorych (NUP155) takze powigzany jest z transportem molekut. Produktem genu jest
nukleoporyna o masie czgsteczkowej 155kDa. Wchodzi w sktad bftony jadrowej
i uczestniczy w przeptywie mRNA i biatek miedzy jadrem i cytoplazma budujgc wraz
z innymi biatkami kanatowymi pory transbtonowe [Mitchell i wsp. 2010]. Poprzez
oddziatywanie z HDAC4 biatko to uczestniczy posrednio w regulacji ekspresji gendéw
[Kehat i wsp. 2011]. Mutacje genu NUP155 powigzano z anomaliami kardiomiocytéw,
au jednej z pacjentek stwierdza sie nieprawidtowosci w budowie przegrody
miedzyprzedsionkowej. Jednak rdéznego rodzaju nieprawidtowosci w budowie serca
wystepujg u okoto 25% chorych [Kline i wsp. 2007a]. Natomiast produktem genu GDNF
jest glejopochodny czynnik wzrostu nerwdw powigzany z rdznicowaniem
i przetrwaniem neurondw dopaminergicznych. Produkt ten takze jest ligandem
dla produktu protoonkogenu RET. Mutacje GDNF s3 powigzane zchorobg
Hirschprunga [Mundt i Bates 2010], ktdrej jednym z objawdw sg przewlekte zaparcia.
Sciezki sygnatowe w ktdrych uczestnicza produkty GDNF i RET sg takze bardzo istotne
w prawidtowym rozwoju i dojrzewaniu nerek oraz moczowoddéw [Jain 2009]. Gen ten
w wyniku delecji tracony jest u jednej z pacjentek i u niej zaburzenia w perystaltyce
jelit sg bardziej zaznaczone niz u drugiej chorej, podobnie mozna wykazaé wieksze
nieprawidtowosci w budowie nerek. Jednak zmiany te sg réwniez dosy¢ czesto
obserwowane u o0séb z klasycznym fenotypem CdLS [Selicorni i wsp. 2005, Barisic
i wsp. 2008, Kline 2010].

Jak wspomniano wyzej fenotyp obu pacjentek odpowiada postaci klasycznej,
z niewielkimi réznicami w obrazie klinicznym, na ktére prawdopodobnie wptywaja

utraty innych, opisanych powyzej gendw. Pomimo tych réznic cechg wspdlng jest,
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ze u zadnej z dziewczynek nie wystepujg znaczne zaburzenia rozwoju konczyny goérnej,
ktore czesto obserwuje sie u pacjentdow z mutacjg typu nonsense genu NIPBL.
U pacjentek z rearanzacjg chromosomowg stwierdzone nieprawidtowosci dotykajg
gtownie kosci dtoni, ktére ulegajg skréceniu. Obserwacja ta jest zgodna z wczesniej
opublikowanymi przypadkami duzych rearanzacji NIPBL [Bhuiyan i wsp. 2007, Ratajska
i wsp. 2010].

Nie wyjasniono wszystkich proceséw prowadzacych do powstawania
przetasowan genomowych, wiadomo jednak, ze w NAHR (nieallelicznej rekombinacji
homologicznej — najlepiej poznanego z mechanizmdéw powodujgcych rearanzacje)
szczegoblng role odgrywajg sekwencje powtdrzone LINE i SINE [Batzer i Deininger 2002,
Gu i wsp. 2008]. Obecnos¢ tych powtdrzen wykazano we wczesniej opisanych
rearanzacjach genu NIPBL nie wyjasniajagc jednak do kornca ich zaangazowania
w mutacje. Zrédta charakteryzujace strukture genomu sygnalizujg liczne wystepowanie
zaréwno dtugich jak i krdétkich sekwencji rozproszonych w rejonie obu delecji
zdiagnozowanych w tym projekcie [http://genome.ucsc.edu/]. Sugeruje to, ze i w tych

przypadkach sekwencje repetytywne mogg stac¢ u podtoza aberracji.

W czasie trwania projektu, wéréd pacjentéw z wyrazniej zaznaczonymi cechami
zespotu, zidentyfikowano znacznie wiecej mutacji w genie NIPBL, niz w grupie chorych
z postacig tagodng (62% chorych do 21%). U pacjentéw z klasyczng postaciag
zidentyfikowano wszystkie rodzaje mutacji punktowych oraz dwie mikrodelecje
chromosomowe. Natomiast u oséb z tagodniejszymi zaburzeniami rozwoju organizmu
stwierdzono tylko substytucje powodujgce wstawienie nieprawidiowej reszty
aminokwasu, badZ mutacje zaburzajgce powstawanie transkryptu. Wiekszos¢ mutacji
typu truncating zostata zidentyfikowana u pacjentéw ptci meskiej, gdy mutacje typu
zmiany sensu znajdowano u pacjentéw obu ptci w podobnym stosunku. Trzeba
zaznaczy¢, ze w podgrupie z klasycznym fenotypem, w ktérej zidentyfikowano wtasnie
mutacje skracajgce powstajgce biatko, chtopcy i mtodzi mezczyzni stanowili mniejszos¢.
Z pewnoscig u kazdego pacjenta ze zidentyfikowanym Kklinicznie zespotem CdlLS
wskazane jest przeprowadzenie diagnostyki podtoza molekularnego tego schorzenia.

Wydaje sie jednak, ze poszukiwania duzych rearanzacji obejmujgcych gen NIPBL
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powinno by¢ ograniczone tylko do pacjentéw z klasycznym fenotypem schorzenia,

gdyz jest to zjawisko niezmiernie rzadkie i wykazane tylko u osdb z tg postacig zespotu.

W. 3. Mutacje genu NIPBL a postaci zespotu.

postacklasyczna postactagodna

Gen NIPBL jest jednym z kilkudziesieciu gendw, ktdérych produkty sa
zaangazowane w funkcjonowanie kompleksu kohezyny. Byé moze w najblizszym czasie
zostang wykazane zmiany w kolejnym biatku budujgcym lub regulujgcym dziatanie tego
kompleksu u pacjentéw z cechami zespotu Cornelia de Lange. Jednym z takich
najczesciej rozpatrywanych gendéw kandydatéw jest PDS5A, ktérego produkt wptywa
na kohezje [Zhang B i wsp. 2009, Oliver i wsp. 2010]. Nalezy takze rozpatrzeé¢ wptyw
drugiego sktadnika ukfadu NIPBL-hSCC4 regulujgcego funkcjonowanie kohezyny
[Watrin i wsp. 2006]. Wyniki analiz cytogenetycznych, czy poréwnawczej hybrydyzacji
genomowej przeprowadzane u pacjentéow z CdLS z wykluczonymi wczesniej mutacjami
znanych gendw zaangazowanych w te kohezynopatie, dostarczajg informacji
o lokalizacji kolejnych genéw kandydatow [DeScipio i wsp. 2005, Egemen i wsp. 2005,
Holder i wsp. 1994, Gervasini i wsp. 2008, Baynam i wsp. 2008]. Znane s3g rowniez
przypadki chorych o fenotypie tylko w niektérych elementach wspdlnym z fenotypem
charakterystycznym dla zespotu, ktére okresla sie jako Cornelia de Lange- like.
U pacjentéw takich diagnozowane s3g niekiedy mutacje w genach niepowigzanych
z kompleksem kohezyny [Smits i wsp. 2011]. Dokfadne poznanie wszystkich
mechanizmow odpowiedzialnych za zaburzenia organizmu wystepujgce w zespole
Cornelia de Lange jest z pewnos$cia wyzwaniem, ktére wymaga jeszcze wielkiego

naktadu pracy.
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8. WNIOSKI
1. Mutacje genu NIPBL istotnie czesciej wystepujg u pacjentow z klasycznym
fenotypem zespotu Cornelii de Lange w pordownaniu do pacjentow z tagodng

postacig tej choroby.

2. Poniewaz mutacje punktowe genu NIPBL wystepujg zaréwno u chorych z
ciezkimi jak i tagodnymi zaburzeniami rozwojowymi analize tego typu mutacji

nalezy przeprowadzaé u wszystkich chorych z CdLS.

3. Poniewaz duze rearanzacje genomowe obejmujgce gen NIPBL wystepuja
wytacznie u chorych CdLS z klasycznym fenotypem, dlatego poszukiwania tych

zmian powinny by¢ ograniczone do tych pacjentow.

4. \Wykazano, ze mutacje skracajgce produkt genu NIPBL wystepujg wytgcznie u
chorych CdLS z ciezkimi wadami rozwojowymi, co potwierdza istotng role

delanginy w rozwoju organizmu.

5. Wyniki badan kosegregacyjnych, wykluczyly nosicielstwo substytucji

nukleotydowych w sekwencji genu NIPBL u zdrowych rodzicéw dzieci z CdLS.

6. Obecnos¢ mutacji genu NIPBL wykazano u 40% chorych z zespotem Cornelii de

Lange, co wskazuje na istnienie innych czynnikdéw w etiopatologii tego zespotu.
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