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Wprowadzenie:

Zespot delecji 22g11.2 (z ang. 22qll deletion symdy, 22q11DS) charakteryzujeg si
zestawem ponad 180 mvych opisanych wad wrodzonych i objawéw Klinicoy z
ktéorych najbardziej typowe to wrodzone wady sercepzszczep podniebienia,
zanik/niedorozwd@j grasicy, niedoczyriidoprzytarczyc, opgnienie uczenia gioraz cechy
dysmorficzne twarzy. Zespot ten wgptije z cestoscia 1 na 4000zywych urodzé na
swiecie. Jego przyczynu zdecydowanej wkszaci (ponad 90% pacjentéw) jest obeéfo
hemizygotycznej delecji wielkkaoi 3 milionéw par zasad (z ang. mega base pair, M&)
dtlugim ramieniu chromosomu 22. U kilku procent patpw wyst¢puje delecja wielkeci
1.5MB, a u bardzo niewielu nietypowe delecje wigtiiani¢dzy 1.5 a 3 MB lub pojedyncze
mutacje w genieTBX1, zlokalizowanym w obszarze delecji iedacym w oparciu o
dotychczasowe badania gtbwnym genem kandydatem wodgpialnym za wikszas¢
objawow Klinicznych.

22911DS cechuje sipetry penetragj, ale dug zmienndciag ekspresji, ktora jest niezalea
od rozmiaru delecji. Zespét diagnozuje sa podstawie objawéw klinicznych oraz w oparciu
0 badanie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situafzg. fluorescence in situ hybridization,

FISH) wykrywapce obecn& delecji za pomag specyficznych dla tego rejonu sond N25 i



TUPLEL. Mimo wielu przeprowadzonych dotychczas Badajawnienia wielu aspektow
molekularnych mechanizméw powstania zespotu, psryezak duej zmienndci ekspresji
WCigz nie jest znana.

Wady serca g jednymi z najgizszych objawdw zespotu. Wygtuja u 74% pacjentow z
22q11DS i przewanie wymagaj interwencji chirurgicznej wkrétce po urodzeniu.alfomo,
ze brak jednej kopii gendBX1 (haploinsuficjencja) w badaniach na myszaclhhzal st
obecndcia nieprawidtowej anatomii serca i natzylJ ludzi jednak, mimoze w kadym
przypadku 22g11DS mamy do czynienia z haploinsetich genuTBX1, a mimo to istnieje
dwze zr&nicowanie fenotypu kardiologicznego, aeknie z brakiem wad serca u 26%
pacjentow. W oparciu o dotychczasowe danemagpostawd hipotez, ze istniej inne ni
rozmiar delecji i brak jednej kopii geniBX1 czynniki odpowiedzialne za zmienito
ekspresji. Mog one istnié na drugiej kopii gend’'BX1 lub w innych cgsciach genomu.
Czynniki te nazwano modyfikatorami genetycznymidigmpu.

Cel projektu:

Poszukiwanie modyfikatorow genetycznych fenotypudidogicznego u pacjentéw z
22011DS na drugiej kopii geritBX1 oraz w catym genomie.

Materiat i metody:

Do badania wjczono DNA 438 pacjentow rasy kaukaskiej z potwiergzuprzednio za
pomo@ badania FISH obecihaa delecji.

Projekt przeprowadzono tréjetapowo. W pierwszynpietaustalono rozmiar delecji przy
uzyciu markerow mikrosatelitarnych (z ang. microdateimarkers lub short tandem repeats,
STR) oraz metody MLPA (Multiplex Ligation-dependdhtobe Amplification). Do dalszych

etapow wyselekcjonowano tylko DNA pacjentow z roaram delecji 3 MB.



W drugim etapie przeprowadzono resekwencjonowamigyi€j kopii genu TBX1 u 370
pacjentow i analig powigzan otrzymanych polimorfizmow pojedynczych par nukiehiiw
(single nucleotide polymorphisms, SNP) z ich fepety kardiologicznym.

W trzecim etapie wykorzystano macierz Affymetrixréene-Wide Human SNP Nsp/Sty 6.0
do analizy SNP w catym genomie. Przeprowadzono riadessocjacyjne calego genomu (z
ang. genome wide association study, GWAS) i anaif@am powszania znalezionych SNP w
oparciu o dwa ekstrema fenotypu — u pacjentéw ezigiagza wady serca — tetralogiFalota
(TOF) oraz u pacjentéw bez wady serca.

Wyniki:

W wyniku genotypowania pacjentéw za pormabu metod STR i MLPA u ponad 90% (n =
407) pacjentéw wykryto rozmiar delecji 3MB. U potadgch pacjentow wyspowata delecja
wielkosci 1.5 MB, a u bardzo niewielkiej grupy edizy 1.5 a 3 MB.

Analiza polimorfizméw SNP na drugiej kopii gefiBX1 poczatkowo wykazata powgizania 6
SNP z ubytkiem przegrody nuzyprzedsionkowej (z ang. atrial septal defekt, A&SD SNP

z ubytkiem przegrody radzykomorowej (z ang. ventricular septal defekt, YSjednak po
korekciji dla wielokrotnych testéw okazatye sine nieistotne statystycznie.

Badanie GWAS na platformie Affy 6.0 wykryto intetggce powizania me¢dzy SNP
obecnymi w genach mgjych wptyw na rozwoj uktadu sercowo-naczyniowegoVEGF,
ANGPT2 i HAS2, a ekstremami fenotypu kardiologiogogpodczas analizy na grupie 41
pacjentow.

Powigzania te jednak nie zostaty potwierdzone naksidej grupie (n=121) pacjentéw, u
ktérej istotne statystycznie wyniki uzyskano dlagi¥P na chromosomie 13. Polimorfizmy te
jednak nie wysfpowaty w obszarzeadnych gendw i w oparciu o deptg literatug nie

znaleziono wytltumaczenia dla ich potencjalnej woliozwoju uktadu sercowo-naczyniowego.



Whioski:

Uzyskane wyniki oraz dane z literatur§wiadcz, ze poszukiwanie modyfikatorow
genetycznych fenotypu, w tym fenotypu kardiologego 22g11DS jest procesem bardzo
czasochtonnym, trudnym i ztonym. Wymaga ono bardzo licznej grupy pacjentéwdba
doktadnych danych klinicznych, dej ilosci wysokie] jakdci DNA. Z uwagi na to,ze
22911DS jest zespotem rzadkim — do spetnienia tyearunkéw niezbdna jest
wieloosrodkowa dobrze zorganizowana wspétpraca.

Ze wzgkdu na ogroma liczbe polimorfizméw SNP istnieje ryzyko pewnej $la fatszywie
pozytywnych wynikéw, dlatego tenvyniki analizy statystycznej mugzosta& zweryfikowane
za pomog korekcji dla wielokrotnego testowania. Niedne jest take wykonanie tzw.
biologicznej replikacji uzyskanych wynikéw na novggjpie pacjentéw, potwierdzagej lub
wykluczapcej uzyskane zat@osci.

Wyniki przedstawione w tej publikacji, jak i zapes#owane w literaturze wskazyjze
odpowied na pytanie o modyfikatory fenotypu (w tym fenotykardiologicznego) 22q11DS
moze by zlozona i wymagéa jednoczesnego uwazglnienia interakcji czynnikow

genetycznych srodowiskowych.



