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"ldentyfikacja nowych genoéw i regionéw odpowiedzialnych za
powstawanie wrodzonych wad konczyn u cziowieka"
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Stypendysta projektu pt. ,,Wsparcie stypendialne dla doktorantow na kierunkach uznanych za
strategiczne z punktu widzenia rozwoju Wielkopolski”’, Poddziatanie 8.2.2 Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki

W ostatnich latach zidentyfikowanych zostato wiele genow oraz sekwencji
regulatorowych sterujgcych rozwojem embrionalnym koriczyn, w ktérych mutacje prowadzg
do wystgpienia okreslonego obrazu klinicznego wady. Wiekszos¢ z odkry¢ byta mozliwa
dzieki badaniom genetycznym rodzinnych i sporadycznych przypadkow pacjentow
dotknietych malformacjami konczyn. Pomimo ogromnego postepu wiedzy, nadal znaczacy
odsetek wrodzonych wad konczyn ma niewyjasnione poditoze genetyczne.

Celami niniejszej pracy doktorskiej byto wdrozenie do diagnostyki genetycznej badan
wybranych genéw lub loci, ktérych mutacje sg przyczyng rozwoju wrodzonych wad konczyn,
identyfikacja nowych gendéw/regiondw genomowych, w ktérych lokalizujg sie geny lub
elementy regulatorowe odpowiadajgce za rozwoj zarodkowy konczyn oraz poprawa stanu
diagnostyki molekularnej i poradnictwa genetycznego w grupie polskich pacjentéw z wadami
rozwojowymi konczyn.

Badaniami objeto 110 probandéw, u ktérych zachodzito bardzo wysokie
prawdopodobiehstwo genetycznego uwarunkowania wady konczyn (przypadki rodzinne oraz
przypadki sporadyczne wad obustronnych). Do badan wigczono zaréwno probandéw z
izolowanym, jak i syndromicznym wystgpieniem wady konczyn. Pacjentéw oceniano
klinicznie, a nastepnie kwalifikowano na odpowiednie badania molekularne (diagnostyka
przesiewowa, polegajgca na analizie sekwencji lub liczby kopii regionéw/gendéw, oraz
badania poréwnawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy - aCGH).

Na potrzeby diagnostyki przesiewowej, opracowano i wdrozono badania genetyczne
ok. 20 regiondw i gendw zaangazowanych w patogeneze kilkudziesieciu zespotow
genetycznych z wrodzonymi wadami konczyn. Nastepnie w toku diagnostyki przesiewowej u
47 probandéw (42,7%) potwierdzono w badaniach molekularnych uwarunkowanie

genetyczne okreslonej wady/zespotu wad. U 11 probanddw z polidaktylig preaksjalng typu 4
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lub cefalopolisyndaktylig Greiga wykryto mutacje w genie GLI3; u 12 probandow z
rozszczepem dtoni i/lub stép (SHFM) wykryto molekularne podtoze wady, z czego u 6
zidentyfikowano mutacje w genie TP63, u 3 duplikacje w locus 10q24.31-10924.32 (SHFM3),
a u 3 kolejnych duplikacje w locus 17p13.3 (SHFLD). Ponadto u 4 probandéw z SPD
stwierdzono mutacje w genie HOXD13, u 4 z zespotem ODDS/syndaktylig typu Ill - mutacje
w genie GJAL, u 4 z zespotem TAR - mikrodelecje w regionie 1g21.1. U 2 probandéw z
zespotem Feingolda wykryto mutacje w genie MYCN, u 2 probandéw z zespotem Bardeta-
Biedla - mutacje w BBS10, a u kolejnych 2 z rozpoznaniem zespotu Townesa-Brocksa -
mutacje w genie SALL1. U 5 probandéw rozpoznano i potwierdzono izolowang postac
brachydaktylii (u 2 probandow z BDB wykryto mutacje w genie ROR2, u 1 z BDC - mutacje w
GDF5, u 1 z BDE - mutacje w HOXD13 i u 1 z BDE - mutacje promotorowg w PTHLH).
Dodatkowo u 1 probanda zdiagnozowano kosciozrost kosci nadgarstka i stepu z
symfalangizmem, spowodowany mutacjg w genie NOG. W badaniach przesiewowych
wykonano ogétem 227 badan molekularnych (analiza sekwencji i liczby kopii metodg qPCR
lub MLPA).

U 63 probanddw, u ktérych wykluczono wszystkie znane przyczyny wady wrodzonej
konczyn lub zespotu wad wykonano badanie aCGH. U 9 probandoéw (8,2% kohorty) wykryto
znane patogenne warianty genomowe (CNV), z ktoérych jedynie 5 powigzanych byto
uprzednio z wystgpieniem malformacji konczynowych, przy czym w 2 przypadkach
zidentyfikowano je u probandéw z catkowicie odmienng od typowej manifestacjg kliniczng
(duplikacja w locus SHFM3 u pacjentki z obustronng hipoplazjg kosci udowych oraz delecja
w locus TAR u pacjenta z SHFM). U 16 probandéw (14,6%) zidentyfikowano nieopisywane
dotychczas w pismiennictwie CNVs, m. in. terminalng duplikacje dlugiego ramienia
chromosomu 5 pary o wielkosci ok. 5,4 Mb u pacjenta z fenotypem przypominajgcym zespét
Holt-Orama. W przypadku 3 z w/w CNVs wytypowano geny o nieznanej u cztowieka funkcji,
ktore mogg by¢ zaangazowane w rozwoj zarodkowy konczyn (geny MEIS1, SCMH1,
SALL3). Konieczne sg dalsze badania funkcjonalne lub podjecie préby zgromadzenia
wiekszej liczby probanddéw z okresdlonymi fenotypami, aby udowodni¢ zwigzek przyczynowo-
skutkowy pomiedzy mutacjami w w/w genach a powstaniem wad rozwojowych konczyn.

Metoda aCGH okazala sie skutecznym narzedziem w badaniach naukowych,
identyfikujgcym w znaczacym odsetku przypadkéw pacjentow z syndromicznymi lub
izolowanymi wadami konczyn znane patogenne lub catkowicie nowe CNVs. Praca
potwierdzita, ze wrodzone wady konczyn mogg by¢ spowodowane zmianami o charakterze
genomowym, co jest wazne dla planowania diagnostycznych i naukowych badan

genetycznych dla pacjentow z tg grupg wad wrodzonych.
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